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1 Einleitung 

1.1 Das Kolorektale Karzinom (KRK) 

Beim KRK handelt es sich vor allem um ein Malignom des höheren Lebensalters 

und der Zivilisation. Das mittlere Erkrankungsalter liegt beim männlichen 

Geschlecht bei 68 Jahren und beim weiblichen Geschlecht bei 73 Jahren. Die 

Inzidenz variiert stark in Europa. In Deutschland herrscht eine sehr hohe Inzidenz 

von über 81,3 pro 100.000 Männern und 36,4 pro 100.000 Frauen vor. In 

Griechenland liegt die niedrigste Inzidenz mit etwas mehr als 20 Erkrankten unter 

100.000 Menschen vor (1,120).  

 

Abbildung 1: Altersverteilung von Darmkrebs in Deutschland (120) 
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Das KRK ist mittlerweile sowohl bei Männern als auch bei Frauen die 

zweithäufigste Krebserkrankung und Krebstodesursache in Deutschland. Laut 

Statistik des Robert-Koch-Institutes (RKI) ist unter Frauen das Mammakarzinom 

für die meisten Krebserkrankungen und zugleich Krebstodesursachen 

verantwortlich. Männer hingegen erkranken am häufigsten an 

Prostatakarzinomen, während die höchste Krebssterblichkeit beim 

Bronchialkarzinom beobachtet wird (120). 

 

Abbildung 2: Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2006 (120) 

 

Abbildung 3: Krebssterbefälle in Deutschland 2006 (120) 
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Es wird vermutet, dass ca. 90% der KRK sporadisch auftreten, während 10% 

durch Keimbahnmutationen bedingt sind; Übersicht in (91). Das Auftreten von 

synchronen kolorektalen Zweitkarzinomen beträgt ca. 4% (11). 

Epidemiologische Daten legen nahe, dass die Ernährung einen großen 

ätiologischen Faktor in der Entstehung des KRK darstellt. Hierbei wird vor allem 

eine ballaststoffarme (7) und fleischreiche (rotes Fleisch) Ernährung als 

Risikofaktor erwähnt. Des weiteren wird auch ein erhöhter Alkoholkonsum, vor 

allem in Verbindung mit einer reduzierten Folsäureaufnahme als begünstigender 

Faktor für die Entstehung eines KRK genannt. Körperliche Inaktivität soll ein 

KRK begünstigen. Hier sind die Hintergründe jedoch noch nicht vollständig 

geklärt, da auch adipöse Menschen häufiger am KRK erkranken und Adipositas 

häufig in Verbindung mit verminderter körperlicher Aktivität steht (44). 

Außerdem wurde eine Korrelation zwischen langjährigem Zigarettenrauchen und 

der Entstehung kolorektaler Adenome gefunden; Übersicht in (43).  

Auch die genetische Disposition hat einen Einfluss auf die Entstehung eines KRK. 

Das Hereditäre Nichtpolypöse Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) liegt geschätzt  

4-6% aller KRK zu Grunde. Es handelt sich dabei um eine autosomal dominant 

vererbte Erkrankung. Das Risiko für die Entwicklung eines KRK bei einem 

Patienten mit HNPCC beträgt über 80% (90). Ursächlich ist eine Mutation 

verschiedener DNA-Reparatur-Gene mit dem Auftreten von 

Mikrosatelliteninstabilität (MSI) (27). Diese Patienten haben auch ein erhöhtes 

Risiko für extrakolonische Tumoren. Auffallend ist ein frühes Manifestationsalter 

(mittleres Erkrankungsalter ca. 45 Jahre), die häufige Ausbildung von synchronen 

und metachronen Zweitkarzinomen und die bevorzugte Tumorlokalisation im 

rechten Hemikolon (89,144). Zur Diagnosesicherung wurden die Amsterdam- und 

die Bethesda-Kriterien eingeführt. Wenn eines der Bethesda-Kriterien bzw. alle 

Amsterdam II-Kriterien erfüllt sind, sollte eine MSI-Diagnostik durchgeführt 

werden (139,143). 

 

 

 

 



1 Einleitung 7 

Amsterdam II-Kriterien 

(alle Kriterien müssen erfüllt sein) 

Überarbeitete Bethesda-Kriterien 

(mindestens ein Kriterium muss erfüllt sein)

Mind. 3 Familienangehörige mit HNPCC-
assoziiertem Karzinom (Endometrium, 
Dünndarm, Urothel, Kolon, Rektum) 

Diagnose eines KRK vor dem 50. LJ 

• einer davon Verwandter ersten Grades 
der beiden anderen 

Diagnose von syn- oder metachronen 
kolorektalen oder anderen HNPCC-assoziierten 

Karzinomen unabhängig vom Alter 

• Erkrankungen in mind. zwei 
aufeinander folgenden Generationen 

Diagnose eines KRK vor dem 60 LJ mit 
typischer Histologie eines MSI-H-Tumors 

(tumorinfiltrierende Lymphozyten, Crohn´s 
like lesions, muzinöse oder siegelringzellige 

Differenzierung, medulläres Karzinom) 

• mind. ein Patient mit der Diagnose 
eines Karzinoms vor dem 50. LJ (FAP 
ausgeschlossen) 

Diagnose eines KRK bei mind. einem 
erstgradig Verwandten mit einem HNPCC-
assoziierten Tumor, davon Diagnose eines 

Tumors vor dem 50. LJ 

 
Diagnose eines KRK bei zwei oder mehr 

erstgradigen Verwandten mit einem HNPCC-
assoziierten Tumor, unabhängig vom Alter 

Tabelle 1-1: Amsterdam II-Kriterien und überarbeitete Bethesda-Kriterien (139,142,143) 

 

Die Familiäre Adenomatöse Polyposis (FAP) stellt eine weitere autosomal 

dominant vererbte obligate Präkanzerose dar und ist für ca. 1% aller KRK 

verantwortlich. Es liegt ein genetischer Defekt am langen Arm des Chromosoms 5 

(5q21-q22), dem APC-Tumorsuppressorgen, vor. Betroffene haben eine 

ausgeprägte Neigung zur Adenombildung (>100 bis >1000 Polypen); Übersicht in 

(51). Weitere gastrointestinale Polyposissyndrome mit Entartungsrisiko stellen 

das Peutz-Jeghers-Syndrom, das Gardner-Syndrom, das Turcot-Syndrom, die 

Familiäre Juvenile Polyposis und das Cronkhite-Canada-Syndrom dar (49). 

Verschiedene Erkrankungen erhöhen das Risiko ein KRK zu entwickeln. Hier ist 

vor allem die chronisch entzündliche Darmerkrankung Colitis ulcerosa zu nennen. 

Dabei korreliert das Risiko mit der Dauer der Erkrankung, dem 

Manifestationsalter und dem Ausmaß des Befalls (33). Das Vorhandensein einer 

primär sklerosierenden Cholangitis bei Colitis ulcerosa-Patienten erhöht das 

Risiko weiter (93). Bei Patienten mit Morbus Crohn existieren widersprüchliche 

Studienergebnisse bezüglich einer erhöhten Inzidenz an KRK (32,113). Frauen 

mit Karzinomen der Mamma, des Ovars und des Corpus uteri entwickeln häufiger 
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auch ein KRK (124). Patienten mit Ureterosigmoidostomie haben durch die 

ständige Reizung der Darmschleimhaut durch den Urin nach ca. 20 bis 30 Jahren 

ein erhöhtes Risiko an einem KRK zu erkranken (61).  

Schon sehr lange wird davon ausgegangen, dass die Entwicklung von 

Malignomen nicht durch ein einziges Ereignis verursacht wird, sondern vielmehr 

einer Anhäufung von bestimmten Veränderungen bedarf. Das KRK stellt einen 

der ersten Tumore dar, in denen die Entwicklung vom Normalgewebe bis zum 

Karzinom und die damit verbundenen molekularen Veränderungen nachvollzogen 

werden konnte. In experimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

mindestens drei Schritte in der Entstehung eines Malignoms vollzogen werden 

müssen: Initiierung, Promotion und Progress (35). 

In Abbildung 4 ist das lineare Progressionsmodell der Tumorigenese des KRK, 

wie sie von Fearon und Vogelstein 1990 postuliert wurde, in modifizierter Form 

dargestellt. Demnach stellt die Vorstufe des klassischen KRK der adenomatöse 

Polyp dar. Dieser ist also als prämaligne Veränderung zu betrachten. Der 

Zeitraum der Entwicklung eines Adenoms bis hin zum Karzinom beträgt 

Dekaden. Dies kann sicherlich damit begründet werden, dass die Adenom-

Karzinom-Sequenz einen mehrstufigen Prozess darstellt, wobei die Akkumulation 

der molekularen Veränderungen wichtig ist. Die Reihenfolge hingegen spielt 

keine Rolle (35). Die Entwicklungsschritte beinhalten eine Punktmutation im 

KRAS-Protoonkogen, eine Hypomethylierung der DNA (kann zur Genaktivierung 

führen), der Verlust von DNA im APC- und DCC-Gen (beides 

Tumorsuppressorgene) und eine Mutation des p53-Tumorsupressorgens. Somit 

entwickelt sich ein Karzinom zum einen durch Aktivierung eines oder mehrerer 

Onkogene und zum anderen durch den Verlust von Tumorsuppressorgenen. Der 

Adenom-Karzinom-Sequenz entsprechend kann sich ein Karzinom nur in den 

Polypen entwickeln, in denen sich alle mutagenen Veränderungen ereignet haben 

(35,42). Die klassische Adenom-Karzinom-Sequenz erklärt jedoch nicht alle Fälle 

von KRK. Issa et al. vertreten die Meinung, dass anstatt eines einzigen linearen 

Progressionsmodells mindestens drei parallele Wege bestehen, welche zum KRK 

führen. In Abbildung 5 ist die Tumorentstehung als paralleles Progressionsmodell 

dargestellt. Es wird konstatiert, dass verschiedene genetische Veränderungen zu 

unterschiedlichen Tumoren führen, welche sich in der Prognose unterscheiden 

und einer unterschiedlichen Therapie bedürfen; Übersicht in (66). 
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Abbildung 4: Molekulares Progressionsmodell im KRK (131) 

 

 

 

Abbildung 5: Paralleles Progressionsmodell im KRK (66) 
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Histologisch handelt sich beim KRK hauptsächlich um Adenokarzinome  (85-

90%). 5-10% der Tumore sind muzinöse Adenokarzinome. Seltenere Formen 

(jeweils <1%) stellen das Siegelringzellkarzinom, das kleinzellige Karzinom, das 

adenosquamöse Karzinom, das Plattenepithelkarzinom, das medulläre Karzinom 

oder das undifferenzierte Karzinom dar (52). 

Die „Union International Contre le Cancer (UICC)“ hat seit den 1940er-Jahren 

viele Malignome nach dem TNM-System klassifiziert. Diese mittlerweile 

modifizierte Klassifikation gilt heute als Standard beim Staging des kolorektalen 

Karzinoms und ist in Tabelle 1-2 dargestellt (2). Die erste Stadieneinteilung 

wurde jedoch von Dukes, einem Londoner Pathologen, für das Rektumkarzinom 

getroffen. Diese Klassifikation wurde mehrfach modifiziert und verlor nach 

Einführung der UICC-Einteilung zunehmend an klinischer Relevanz, so dass sie 

heute nur noch selten Verwendung findet (28). 

UICC-Stadium T N M Dukes 

Stadium 0 TiS N0 M0 - 

Stadium I T1-2 N0 M0 A 

Stadium IIA T3 N0 M0 

Stadium IIB T4a N0 M0 

Stadium IIC T4b N0 M0 

B 

Stadium IIIA T1-2 

T1 

N1 

N2a 
M0 

Stadium IIIB T3-4 

T2-3 

T1-2 

N1 

N2a 

N2b 

M0 

Stadium IIIC T4a 

T3-4a 

T4b 

N2a 

N2b 

N1-2 

M0 

C 

Stadium IVA jedes T jedes N M1a 

Stadium IVB jedes T jedes N M1b 
- 

Tabelle 1-2: Stadieneinteilung des KRK nach UICC und Dukes (2,28) 
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Das T-Stadium beschreibt die Invasionstiefe des Tumors. Bei TiS befindet sich 

der Tumor lediglich in der Mukosa. Im T1-Stadium infiltriert der Tumor bereits 

die Lamina propria mucosae und die Tela submucosae. Die Tunica muscularis ist 

bei T2-Tumoren befallen und bei T3-Tumoren ist bereits die Tunica adventitia 

oder das nichtperitonealisierte perikolische bzw. perirektale Gewebe infiltriert. 

T4-Tumore haben bereits das viszerale Peritoneum durchbrochen (a) oder sind bis 

in andere Organe oder Strukturen vorgewachsen (b). Der N-Status gibt an, ob 

regionale Lymphknoten befallen sind. Bei N0 sind keine Lymphknoten befallen. 

N1 bedeutet, dass 1-3 regionale Lymphknoten von metastatischen Absiedelungen 

des Tumors befallen sind, während bei N2 vier oder mehr befallene Lymphknoten 

gefunden wurden (N2a 4-6 Lymphknoten, N2b 7 oder mehr befallene 

Lymphknoten). Die Fernmetastasierung wird mit dem M-Stadium beschrieben. 

M0 bedeutet, dass keine Fernmetastasierung gefunden wurde. Bei M1 wurde ein 

positiver Nachweis von metastatischen Fernabsiedelungen erbracht. M1a 

bedeutet, dass ein Organ befallen ist, währen bei M1b mehrere Organe oder das 

Peritoneum betroffen sind. Mit den Buchstaben V und L wird eine Gefäß- bzw. 

Lymphgefäßinfiltration des Tumors beschrieben. Diese Merkmale haben jedoch 

keinen Einfluss auf die UICC-Einteilung. Die Tumore werden weiter in Low-

grade- und High-grade-Karzinome eingeteilt. Low-grade-Karzinome sind gut 

(G1) bis mäßig (G2) differenziert. Bei High-grade-Karzinomen zeigt sich eine 

schlechte (G3) bis keine (G4) Differenzierung (2,31). 

1.2 Therapie des KRK 

Die Therapie des KRK richtet sich nach der S3 Leitlinie „Kolorektales Karzinom“ 

(126). Bei der Therapieentscheidung sind die Lage des Karzinoms (Kolon- oder 

Rektumkarzinom) und das Tumorstadium ausschlaggebend. Außerdem müssen 

etwaige Nebenerkrankungen, der Allgemeinzustand und der Wunsch des 

Patienten berücksichtigt werden. 

1.2.1 Kolonkarzinom im lokalisierten Stadium (UICC-Stadium 1-3) 

1.2.1.1 Primäre Resektion 

Bei lokalisierten Kolonkarzinomen wird die primäre Resektion angestrebt. Die 

jeweilige Operation richtet sich nach der Lage des Tumors und das 

Resektionsausmaß wird durch die trunkuläre Unterbindung der Metastasenstraße 
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am Ursprung der Hauptversorgungsgefäße bestimmt. Als onkologische 

Resektionen werden die Hemikolektomie rechts bzw. links, sowie die erweiterte 

Hemikolektomie rechts bzw. links und die Transversumresektion durchgeführt, in 

denen der Tumor En-bloc entfernt wird. In Einzelfällen kann auch eine subtotale 

Kolektomie erforderlich sein. Die Gefäßstämme werden jeweils radikulär 

abgesetzt. Außerdem sollte eine systematische Lymphadenektomie durchgeführt 

werden (126,127). 

1.2.1.2 Adjuvante Chemotherapie 

Die Entscheidung zur adjuvanten Chemotherapie richtet sich nach dem UICC-

Stadium. Im UICC-Stadium 1 ist keine adjuvante Therapie indiziert. Bei Patienten 

im UICC-Stadium 3 sollte eine Chemotherapie durchgeführt werden. Im Stadium 

2 wird die Durchführung einer adjuvanten Chemotherapie bei Vorliegen von 

Risikofaktoren (T4, Tumorperforation/-einriss, Operation unter 

Notfallbedingungen, Anzahl untersuchter Lymphknoten zu gering) empfohlen. 

Die Studienlage ist momentan jedoch nicht eindeutig, ob bei Patienten im Stadium 

2 ohne Risikofaktoren eine adjuvante Therapie einen Überlebensvorteil bringen 

könnte. Bei fehlenden Kontraindikationen wird laut S3 Leitlinie im Stadium 3 

eine oxaliplatinhaltige Chemotherapie (z.B. FOLFOX4) empfohlen. Im Stadium 2 

hingegen kann eine Fluoropyrimidinmonotherapie durchgeführt werden (126). 

1.2.2 Rektumkarzinom im lokalisierten Stadium (UICC 1-3) 

1.2.2.1 Neoadjuvante Therapie 

Bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen ab UICC-Stadium 2 wird eine 

präoperative Radio-/Chemotherapie zum Downstaging empfohlen. Hierdurch 

konnte die Rate an kontinenzerhaltenden Operationen erhöht und die lokale 

Rezidivrate reduziert werden (126). 

1.2.2.2 Chirurgische Therapie 

Rektumkarzinome, die sich 5-16 cm ab Anokutanlinie befinden, werden mittels 

einer (tiefen) anterioren Rektumresektion chirurgisch therapiert, während 

Rektumkarzinome, welche sich weniger als 5 cm von der Anokutanlinie befinden, 

mittels einer Rektumexstirpation versorgt werden. Die partielle bzw. totale 

mesorektale Exzision ist mittlerweile Standard bei diesen Operationen (127). 
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1.2.2.3 Adjuvante Therapie 

Falls eine primäre Resektion durchgeführt wurde, ist eine adjuvante 

Radiochemotherapie im Stadium 2 und 3 indiziert. Im Stadium 1 hingegen wird 

diese nicht empfohlen. Laut den Leitlinien sollte die Strahlentherapie – falls keine 

Kontraindikationen bestehen – mit einer 5-FU-Monotherapie kombiniert werden.  

In den Fällen, in denen eine neoadjuvante Therapie durchgeführt wurde, ist auch 

eine adjuvante Radiochemotherapie indiziert. Hierbei kann 5-FU als 

Monotherapeutikum oder in Kombination mit Folinsäure eingesetzt werden (126). 

1.2.3 KRK im UICC-Stadium 4 

Primär resektable Metastasen sollten reseziert werden. Bei primär irresektablen 

Metastasen sollte eine systemische Chemotherapie durchgeführt werden. Es 

bedarf einer regelmäßigen Reevaluation bezüglich der Resektabilität der 

Metastasen (126). 

In zahlreichen Studien wurde die Wirksamkeit von verschiedenen Substanzen auf 

das KRK erforscht. Es haben sich nur wenige Agentien bewährt, die heutzutage in 

verschiedenen Dosierungen und Kombinationen verwendet werden. 5-FU ist wohl 

die etablierteste Substanz in der chemotherapeutischen Behandlung des KRK und 

auch bei anderen Tumorerkrankungen. Im metastasierten Zustand werden bei der 

Monotherapie mit 5-FU jedoch Ansprechraten von nur 10-20% erzeugt. Die 

Kombination mit neueren Chemotherapeutika wie Oxaliplatin und Irinotecan 

haben die Ansprechrate auf 40-50% erhöht. Biologicals, wie Cetuximab und 

Bevacizumab, haben die Behandlungsstrategien um einen Angriffspunkt 

erweitert; Übersicht in (6). Es hat bereits die molekulare Diagnostik Einzug in die 

Therapieentscheidung gehalten. Cetuximab als Antikörper gegen EGF-Rezeptoren 

ist nur wirksam bei KRAS-Wildtyp-Tumoren. Vor Therapie wird daher der 

KRAS-Status bestimmt; Übersicht in (99). 

1.3 Epigenetik 

Ursprünglich wurde der Term Epigenetik allgemein auf die Prozesse verwendet, 

durch welche Gene bestimmte Phänotypen hervorbringen. Die Bedeutung hat sich 

im Laufe der Zeit verändert. Heutzutage werden hierunter alle Mechanismen 

zusammengefasst, die in einer Veränderung der Genexpression resultieren ohne 
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die DNA-Sequenz zu verändern und diese Veränderung auch an nachfolgende 

Zellen weitergegeben werden kann; Übersicht in (53). Dies geschieht vor allem 

durch DNA-Methylierung und posttranslationale Histonmodifikation wie 

Deacetylierung. Auch der Verlust des genomischen Imprinting wird in manchen 

Quellen zu den epigenetischen Veränderungen gezählt (16); und Übersicht in 

(129). 

Unter Methylierung versteht man eine biochemische Reaktion, welche eine 

Methylgruppe (-CH3) an ein Molekül unter Verwendung eines 

Methyltransferaseenzyms (DNMT) hängt. Bisher wurden fünf Methyltransferasen 

identifiziert (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, KNMT3b und DNMT3L), wobei man 

vermutet, dass DNMT2 und DNMT3L nicht als Cytosinmethyltransferasen 

fungieren (25); und Übersicht in (77). Methylierung erfolgt in der DNA beinahe 

ausschließlich an Cytosinbasen, welche von Guaninbasen gefolgt werden 

(Ausnahme: Methylierung von CpA und CpT in embryonalen Stammzellen) 

(116). Die meisten CG-Sequenzen im Genom sind methyliert, es sei denn, es 

handelt sich dabei um kurze DNA-Abschnitte mit einem hohen Anteil an CG-

Sequenzen, den sog. CpG-Inseln (15). Diese befinden sich meistens in der 

Promotorregion. Hier ist eine Methylierung sehr selten. Wenn sie methyliert sind, 

ist die Transkription gestört und das Gen kann nicht mehr exprimiert werden. Es 

handelt sich dabei um einen physiologischen Prozess, der zur Regulierung der 

Genexpression beiträgt (41); und Übersicht in (129). Als Beispiel für Gen-

Silencing durch Promotormethylierung ist die Inaktivierung des X-Chromosoms 

bei der Frau zu nennen (79). 

Die Abläufe der Methylierung sind mittlerweile gut untersucht, aber noch nicht 

vollständig verstanden (53). Es ist wohl eine Deacetylierung der Histone 

notwendig, um die Stilllegung des Gens zu ermöglichen, da erst die 

Histonmodifikation die strukturelle Konfiguration des Genoms durch 

elektrostatische Interaktionen zwischen unterschiedlich geladenen Histonen und 

der negativ geladenen DNA und damit ihre Zugänglichkeit gegenüber 

Transkriptionsfaktoren verändert (118). Daher hängen diese beiden Vorgänge der 

Epigenetik vermutlich zusammen. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass es 

einen acetylierungsunabhängigen Weg des Gensilencing durch Methylierung gibt; 

Übersicht in (129). 
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Eine vereinfachte Übersicht über die molekularen Mechanismen der Methylierung 

ist in Abbildung 6 dargestellt. Unter a) wird die DNA vor der Stilllegung 

dargestellt. Das Histon (H) ist acetyliert und der DNA-Strang ist nicht methyliert. 

Danach wird unter b) dargestellt, wie die Lysinspezifische Demethylase 1 (LSD1) 

und das Heterochromatine Protein 1 (HP1) an verschiedenen Regionen des 

Histons binden. Abbildung c) zeigt die Rekrutierung der DNA-Methyltransferasen 

(DNMT3a/DNMT3b) durch LSD1 und HP1, wodurch der DNA-Strang an den 

Cytosinbasen methyliert wird. Unter d) wird gezeigt, wie sich das Methyl-CpG-

bindende-Protein (MBP) an die methylierte DNA hängt und Histondeacetylasen 

(HDACs) rekrutiert werden. HDACs ermöglichen die Deacetylierung der Histone. 

Letztendlich (e) kondensiert sich die DNA um die Histone und ist somit 

epigenetisch inaktiviert (53). 

 
Abbildung 6: Molekulare Mechanismen der Methylierung (53) 

Wie bereits oben erwähnt, handelt es sich bei Methylierung um einen 

physiologischen Prozess. Durch Methylierung hervorgerufene Stilllegung von 

Genen findet sich gehäuft in gealterten Zellen. Daher wird vermutet, dass 

Methylierung wohl auch ein Prozess des Alterns ist (3,125). 

DNA-Hypermethylierung wird auch oft in Zusammenhang mit der Entstehung 

verschiedener Tumore genannt. Es wird angenommen – für manche Tumore auch 

schon bewiesen – dass epigenetische Veränderung sehr häufig in Tumorgenomen 

vorkommen. Durch diese Modifikationen entsteht eine große molekulare 
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Diversität, welche durch einen hohen Selektionsdruck zum neoplastischen 

Phänotyp beitragen kann. In neoplastischen Zellen sind die Promotorregionen 

speziell von Tumorsuppressorgenen überaus häufig hypermethyliert und somit 

permanent abgeschaltet; Übersicht in (68). Gene, welche sehr häufig in 

bestimmten Tumoren methyliert sind, sind z.B. RB1 (123), VHL (55), INK4a 

(96), hMLH1 (71) und E-CAD (48). Vor allem im KRK wird Methylierung als 

sehr frühes Ereignis der Karzinomentstehung beschrieben (3). 

1.4 CIMP 

1.4.1 Definition von CIMP 

Bei manchen Tumoren des Kolorektums wurde eine außerordentlich hohe 

Frequenz von Methylierung bestimmter CpG-Inseln gefunden. Daher wurde 1999 

der Begriff des „CpG island methylator phenotype“ (CIMP) formuliert. Die 

Regionen mit den methylierten CpG-Inseln wurden als MINT-Loci (methylated-

in-tumor) bezeichnet. Dabei wurde zwischen altersbedingter (Typ A-

Methylierung; aging-specific methylation) und tumorassoziierter (Typ C-

Methylierung; cancer-specific methylation) Methylierung  unterschieden (136).   

Als Ursache von CIMP werden zwei Möglichkeiten diskutiert. Zum Einen wird 

eine genetische Ursache für möglich gehalten, zum Anderen könnten 

Umweltfaktoren verantwortlich sein. Als genetische Ursache käme eine 

spezifische Aktivierung der Methyltransferasen oder eine Inaktivierung der 

Faktoren, die eine Methylierung verhindern sollen, in Betracht. Hierfür gibt es 

jedoch noch keine Beweise. Insbesondere wurde keine spezifische Mutation in 

den Methyltransferasen gefunden; Übersichten in (65,68). Für eine genetische 

Ursache spricht eine familiäre Häufung von CIMP-positiven Fällen (39). Für die 

Theorie der umweltbedingten Methylierung spricht die Tatsache, dass in 

chronisch entzündetem Gewebe ein höherer Grad der Methylierung gefunden 

wurde und daher die Entzündung an sich oder eine überschießende Reaktion des 

Körpers auf die Entzündung ursächlich für die Entstehung von CIMP sein könnte 

(67).  

Es hat sich herauskristalisiert, dass CIMP-positive Tumore spezifische klinische, 

pathologische und molekulare Eigenschaften haben. Dabei wird oftmals eine 

proximale Tumorlokalisation, weibliches Geschlecht, familiäre Häufung, 
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muzinöse oder Siegelringzell-Histologie, schlechte Differenzierung, hohe BRAF-

Mutationen, MSI-H, sowie geringe chromosomale Instabilität und p53-

Mutationsraten beobachtet (8,39,45,100,107,141). Kontroverse Ergebnisse hatten 

sich in einer Assoziation von KRAS-Mutationen und CIMP-positiven Fällen 

gezeigt (130). Dies ist nach neueren Ansätzen auf eine Unterteilung des CIMP-

Status in CIMP-low und –high zurückzuführen. So wird vermutet, dass CIMP-

high mit einer BRAF-Mutation und CIMP-low mit einer KRAS-Mutation 

assoziiert ist (105,130,148). In einem kleinen Anteil der KRK zeigt sich das 

Mismatchrepair-Gen hMLH1 methyliert. Hierdurch entstehen Tumore mit 

Mikrosatelliteninstabilität (MSI) (71). CIMP liegt vielen Fällen von sporadischen 

MSI-Fällen zugrunde (136).  

In der Literatur wurden viele CIMP-Marker beschieben. Es ergab sich das 

Problem der Auswahl der Marker zur Bestimmung des CIMP-Status. Issa et al. 

wiesen bereits 2004 auf das Problem der Auswahl der Marker hin. Es wurden 

weitere Studien zur Identifikation eines Marker-Panels gefordert und darauf 

hingewiesen, dass die Panels für bestimmte Tumoren nicht auf andere Tumore 

übertragen werden können. Die Arbeitsgruppe um Issa arbeitete mit den Markern 

MINT1, MINT2, MINT 31, CDKN2A und MLH1 (65). Weisenberger et al. 

führten 2006 ein weiteres Panel mit fünf CIMP-Markern ein. Dieses Panel besteht 

aus CACNA1G, IGF2, Neurog1, RUNX3 und SOCS1. Ein Tumor wird als 

CIMP-positiv betrachtet, wenn mindestens drei der fünf Marker positiv sind 

(145). Ogino et al. schlugen ebenfalls 2006 eine weitere Unterteilung des CIMP-

Status in CIMP-high und CIMP-low vor. Das dafür eingeführte Panel an Markern 

besteht aus CACNA1G, CDKN2A (p16), CRABP1, MLH1 und Neurog1. CIMP-

high-Status würden Tumore mit vier bzw. fünf positiven Markern erhalten. Als 

CIMP-low werden demnach diejenigen Tumore gelten, die in weniger als vier 

Markern methyliert sind (105). Ein Jahr später verglichen Ogino und Kollegen die 

bestehenden Panels miteinander und kamen zu dem Schluss, dass mindestens vier 

Marker zur Evaluation des CIMP-Status eingesetzt werden sollten. In 

absteigender Spezifität und Sensitivität sind dies RUNX3, CACNA1G, IGF2 und 

MLH1 (104). Es wird auch kontrovers diskutiert, ob CIMP-low existiert. Yagi et 

al. gingen 2010 sogar noch einen Schritt weiter und unterteilten die KRK in drei 

bestimmte Gruppen mit verschiedenen genetischen Charakteristika. Es wurden 

neue Panels an Markern etabliert, um eine Einteilung zu high-, intermediate- und 
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low-methylierten Epigenotypen treffen zu können. Um die high-methylierten 

Epigenotypen zu identifizieren, werden Gruppe-1 Marker (CACNA1G, LOX, 

SLC30A10) verwendet. Bei zwei oder drei positiven Gruppe-1 Markern wird von 

einer high-Methylierung ausgegangen. Die verbleibenden Fälle werden auf 

Methylierungen in den Gruppe-2 Markern (ELMO1, FBN2, THBD, HAND1, 

SLC30A10) untersucht, um die intermediate- und low-methylierten Epigenotypen 

ausfindig zu machen. Wenn drei oder mehr Marker positiv sind, handelt es sich 

um intermediate-methyliert, bei weniger als drei methylierten Markern um low-

methyliert. Es wurde gezeigt, dass die intermediate-methylierten Epignotypen 

stark mit einer KRAS-Mutation korrelierten (146). Es ist davon auszugehen, dass 

dies nicht die letzte Einteilung von CIMP sein wird und es werden auch noch 

weitere Panels zur Erhebung des CIMP-Status folgen. Eine standardisierte  

Festlegung von CIMP-Markern ist bis heute noch nicht erfolgt; Übersicht in (60). 

1.4.2 CIMP-Marker 

In der Literatur werden diverse CIMP-Marker und Panels beschrieben, um den 

CIMP-Status zu ermitteln. SOCS1, RUNX3 und p16 sind drei bekannte Vertreter 

dieser Gruppe (145). 

1.4.2.1 p16       

“Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A” (CDKN2A/INK4a) ist auf dem 

Chromosom 9 (9p21) lokalisiert (128). Es fungiert als Tumorsuppressorgen (135). 

Das p16-Protein bindet an die CDK4- und CDK6-Kinasen und inhibiert diese. Es 

wird der Übergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus verhindert. 

Hierdurch wird der Zellzyklus angehalten (88). p16 ist in vielen Tumoren 

verändert oder gelöscht (70). 

1.4.2.2 SOCS1 

„Suppressor of cytokine signaling 1“ (SOCS1) ist auf dem Chromosom 16 

(16p13.13) lokalisiert (75). Die Expression dieses Gens kann durch eine Reihe 

von Zytokinen (z.B. IL2, IL3, IL4, IL6, EPO, CSF2/GM-CSF, IFN-γ) induziert 

werden. Das Produkt des Gens wirkt in einer negativen Feedback-Schleife und 

schwächt die Signalkaskade von Zytokinen ab. SOCS1 bindet direkt an die 
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Januskinase (JAK) und verhindert deren katalytische Aktivität (76). Es wird 

vermutet, dass es immunmodulierend wirkt (5). 

1.4.2.3 RUNX3 

„Runt-related transcription factor 3“ (RUNX3)/AML2 ist auf dem Chromosom 1 

(1p36) lokalisiert (83). RUNX3 ist beteiligt an der Entstehung des Nervensystems, 

sowie der Osteogenese und spielt eine wichtige Rolle in der Immunabwehr (115). 

Es wird auch in hämatopoetischen Zellen gefunden (80). RUNX3 ist in 

verschiedenen soliden Tumoren oft durch Promotormethylierung inaktiviert, 

jedoch weniger oft durch Deletion, Punktmutation oder Proteinveränderungen 

(81,115). Es gibt sehr viele Hinweise dafür, dass RUNX3 als 

Tumorsuppressorgen fungiert. Eine verminderte Expression wird oft in 

epithelialen Karzinomen wie Kolon-, Magen- und Pankreaskarzinomen gefunden. 

Der Verlust oder die herabgesetzte Expression von RUNX3 korreliert negativ mit 

dem Überleben der Patienten und ist ein unabhängiger prädiktiver Faktor für ein 

schlechtes Outcome (21,84). 

1.5 CA4 

CA4 liegt auf dem Chromosom 17 mit der Lokalisation 17q23 (57). Das Produkt 

von CA4 – die Carboanhydrase IV – gehört zur Familie der Carboanhydrasen.  

Diese sind eine große Familie von Zink-Metalloenzymen, welche die reversible 

Hydratation von Kohlendioxid katalysieren.  

 

Abbildung 7: Carboanhydrasen katalysieren die CO2-Hydratisierung (13) 

Es wurden 14 Isoformen von α-Carboanhydrasen isoliert. α-Carboanhydrasen 

kommen in Vertebraten vor. Die verschiedenen Carboanhydrasen unterscheiden 

sich in ihrer katalytischen Aktivität und Organdistribution. Vier der Isoformen 

sind membrangebunden (CA IV, IX, XII und XIV), eine befindet sich in den 

Mitochondrien (CA V) und CA VI ist im Speichel nachweisbar. Die restlichen 

Isoformen befinden sich intrazellulär (37,64); und Übersicht in (74). 
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Carboanhydrasen nehmen an einer Reihe von biologischen Prozessen teil, 

einschließlich Atmung, Kalzifizierung, Knochenresorption und der Bildung von 

cerebrospinaler Flüssigkeit, Speichel und Magensäure (19,119); und Übersicht in 

(74). In verschiedenen Organen regeln die Carboanhydrasen das pH-

Gleichgewicht (18). 

Nur CA IV ist über einen Glycosylphosphatidylinositolanker mit der Membran 

verbunden (147). Der Glycosylphosphatidyl-inositol-Schwanz verankert das 

Molekül in der Membran und sorgt dafür, dass das aktive Zentrum zum Lumen 

hin orientiert ist (133). 

 

Abbildung 8: Carboanhydrase IV mit Glycosylphosphatidyl-inositol-Anker (134) 

 

Die Carboanhydrase IV kann in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen 

werden, wie der luminalen Oberfläche von Lungen- und Gehirnkapillaren, den 

proximalen Nierentubuli, dem Kolon, der Nasenschleimhaut, dem Epithel des 

Ösophagus, der Speicheldrüsen, dem Herzmuskel, den Gallengängen, den Augen 

und im Pankreas (19,64); und Übersicht in (74). Speziell im Kolon wurde CA IV 

durch immunhistochemische Methoden an der apikalen Plasmamembran des 

Schleimhautepithels nachgewiesen. Außerdem wurde CA IV im Kapillarendothel 

der Submukosa des gesamten Gastrointestinaltraktes gefunden (37).
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2 Zielsetzung 

Der erste Teil der Arbeit besteht aus der statistischen Analyse eines Kollektivs 

von 162 Patienten mit KRK aus der Region Oberpfalz. Dieses Kollektiv wird 

hinsichtlich prätherapeutischer Behandlungssituation, Tumorlokalisation und        

-histologie, Therapie, Rezidivinzidenz und Überleben analysiert. Es soll ein 

Überblick bezüglich dieser Merkmale in der Region erarbeitet werden. 

Im zweiten Teil wird untersucht, ob die Promotormethylierung von CA4 auf die 

Aggressivität (Grading, Tumorstadium, Rezidive, Gesamtüberleben) des Tumors 

Einfluss hat. Außerdem wird der Methylierungsstatus mit molekularen 

Charakteristika wie MSI-Status, CIN, KRAS- und BRAF-Mutation, sowie dem 

p53- und CIMP-Status korreliert. Ferner wird überprüft, ob sich eine 

Methylierungsanalyse von CA4 zur prätherapeutischen Evaluation einer 

Chemotherapie eignet und es sich somit um einen prädiktiven und prognostischen 

Marker handelt. 
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3 Materialien und Methoden 

3.1 Materialien und Geräte 

3.1.1 Geräte 

Heizblöcke:   Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg) 

Thermocycler:  LightCycler 2.0 (Roche, Mannheim) 

Zentrifugen:   Centrifuge 5415 D und 5415 R (Eppendorf, Hamburg) 

   LC Carousel Centrifuge (Roche, Mannheim) 

Vortexer:   MS2 Minishaker (IKA-Labortechnik, Staufen) 

Kapillaren:   LightCycler® Capillaries (Roche, Mannheim) 

Pipetten:  Finnpipette® (Thermo Labsystems, Vantaa, Finnland) 

Pipettenspitzen: Safeseal Tips Premium (Biozym, Oldendorf) 

Reaktionsgefäße: Safe-Lock-Tubes (Eppendorf, Hamburg) 

Photometer:  Spectrophotometer ND-1000 (Peqlab, Erlangen) 

Brutschrank:  Heraeus Typ B6060 (Heraeus, Osterode) 

Software: Microsoft Excel und Word (Microsoft, Unterschleißheim)  

PASW 18 (IBM, Ehningen) 

RelQant 1.0 Software (Roche, Mannheim) 

3.1.2 Chemikalien 

Restriktionsendonukleasen Hin6I, XbaI, DraI (Fermentas, Burlington, Kanada) 

QuantiTect® SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden) 

Tango 10x Buffer (Fermentas, Burlington, Kanada) 

HPLC-Wasser (Qiagen, Hilden) 

Oligonukleotide (Metabion, Martinsried) 
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3.1.3 Patientengut 

Die Gewebeproben, aus denen die DNA isoliert wurde, stammen aus dem Archiv 

des Institutes für Pathologie der Universität Regensburg. Sie wurden im Zeitraum 

von 1993 bis 2004 gesammelt. 

3.1.4 CIMP-Marker 

Zur Auswahl der CIMP-Marker wurde das Panel von Weisenberger (145) 

herangezogen. Dieses besteht aus den Markern CACNA1G, IGF2, Neurog1, 

RUNX3 und SOCS1. CACNA1G wurde jedoch in dieser Arbeit gegen p16 

ersetzt. 

3.1.5 Kontrollen 

Die Kontrollen zur Methylierungsanalyse wurden dem gleichen Prozess 

unterzogen, wie die zu analysierende DNA. Sie wurden ebenfalls verdaut und in 

die PCR eingesetzt. Jede Testreihe wurde mit einer Positiv- und einer 

Negativkontrolle durchgeführt. SW48 ist eine humane KRK-Zelllinie und stammt 

von ATCC. Sie wurde als Positivkontrolle in der Methylierungsanalyse eingesetzt 

(100% Methylierung). Als Negativkontrolle in der Methylierungsanalyse wurde 

DNA von gesunden Probanden (=“Blut“) eingesetzt (0% Methylierung). 

3.1.6 Oligonukleotidsequenzen 

Alle Primer wurden mit Hilfe der Primer 3 Software designed und von der Firma 

Metabion in Martinsried  hergestellt. 

 

Primer Annealing-Temperatur

CA4 

CA4 MSDIG F1: 5´-AAA CCA GGG ACC AGG AGT AGG-3´ 

CA4 MSDIG R1: 5´-CTC ATC TGA AAT CCT CCG CTC T-3´ 
62°C 

p16 

p16 MSDIG F1: 5´-ATG GAG CCT TCG GCT GAC T-3´ 

p16 MSDIG R1: 5´-GGC CTC CGA CCG TAA CTA TTC-3´ 
60°C 
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SOCS1 

SOCS1 QESD F1: 5´-TTC CGT TCG CAC GCC GAT TAC C-3´ 

SOCS1 QESD R1: 5´-ACG CTC AGG GGC CCC CAG TAG-3´ 
68°C 

RUNX3 

RUNX3 QESD1F1: 5´-GCC AGC ACG TCC ACC ATC GAG-3´ 

RUNX3 QESD1R1: 5´-CGG CAA GAT GGG CGA GAA CAG-3´ 
68°C 

Tabelle 3-1:  Primerpaare zur Analyse von CA4, p16, SOCS1 und RUNX3 mit Annealing-
Temperatur 

3.2 Patientengut 

3.2.1 Definition der Patientenkollektive 

Das Ausgangskollektiv ist eine heterogene Gruppe von Patienten mit KRK. 

Hiervon leitet sich eine Subgruppe ab mit Fällen ausschließlich im UICC-Stadium 

3. Um die Fallzahl zu erhöhen, wurden weitere Fälle im UICC-Stadium 3 

hinzugenommen. Somit besteht das Kollektiv, an dem die Methylierungsanalyse 

durchgeführt wird, aus allen Fällen des Ausgangskollektives im UICC-Stadium 3 

plus weitere KRK-Patienten im UICC-Stadium 3. Die klinischen Daten wurden 

aus dem Tumorzentrum Regensburg und den Krankenakten der Patienten 

akquiriert.  

3.2.2 Beschreibung Ausgangskollektiv 

Es wurden 162 Fälle mit erstmalig diagnostiziertem KRK untersucht, deren 

Gewebeproben am Institut für Pathologie der Universität Regensburg im Zeitraum 

von 1993 bis 2004 untersucht worden sind. Dabei wurden nur Fälle ausgewählt, 

bei denen eine ausreichende Mengen an Material zur Analyse vorlag.   

Ein Großteil der Fälle wurde am Universitätsklinikum Regensburg behandelt. Die 

restlichen Fälle wurden an anderen Krankenhäusern der Region operiert, welche 

die histologische Aufarbeitung der Präparate am Institut für Pathologie der 

Universität Regensburg durchführen lassen.  

Zu diesen Fällen wurden histopathologische und klinische Daten gesammelt. Die 

histopathologischen Daten wurden aus dem Computersystem des Institutes für 

Pathologie entnommen. Klinische Daten und die Nachbeobachtung wurde vom 

Tumorzentrum Regensburg bereitgestellt und fehlende Daten wurden aus 
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Patientenakten im Krankenaktenarchiv des Universitätsklinikums Regensburg 

bzw. der jeweiligen behandelnden Krankenhäuser mit deren Genehmigung 

ergänzt.  

Das Ausgangskollektiv setzt sich aus 88 männlichen und 74 weiblichen  Patienten 

zusammen. Der Anteil an unter 70-Jährigen zum Zeitpunkt der Diagnose beträgt 

63%. Dementsprechend waren 37% der Patienten über 70 Jahre alt, als das KRK 

diagnostiziert wurde. Die Spannweite beträgt 59 Jahre (Minimum 27 Jahre, 

Maximum 86 Jahre). Im Mittel waren die Patienten zum Diagnosezeitpunkt 65,04 

Jahre alt (Median 65,00 Jahre). 

Variable Häufigkeit 

(n=162) 

  n % 

Geschlecht     

männlich 88 54,3 

weiblich 74 45,7 

Alter (Diagnose)     

20-29 Jahre 1 0,6 

30-39 Jahre 3 1,9 

40-49 Jahre 6 3,7 

50-59 Jahre 36 22,2 

60-69 Jahre 56 34,6 

70-79 Jahre 46 28,4 

80-89 Jahre 14 8,6 

Tabelle 3-2: Verteilung von Geschlecht und Alter im Ausgangskollektiv 

3.2.3 Beschreibung Subgruppe im UICC-Stadium 3 

Hierbei handelt es sich um alle Fälle im UICC-Stadium 3 des Ausgangskollektivs, 

ergänzt durch weitere Fälle von KRK im UICC-Stadium 3, deren Daten bereits 

vorlagen. Somit ist diese Gruppe, bestehend aus 148 Fällen, sehr homogen. An 

diesen Fällen wurde die Methylierungsanalyse von CA4 und den CIMP-Markern 

durchgeführt. Die Homogenität des Kollektives wurde gewählt, um eine gute 

Vergleichbarkeit der Fälle zu gewährleisten.  
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Es handelt sich dabei um 74 weibliche und 74 männliche Patienten. Das mittlere 

Alter zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 66,47 Jahre (Median 66,0) mit einer 

Spannweite von 54 Jahren (41-95 Jahre).  

Chirurgische Behandlung ohne weitere onkologische Therapie hatten 44 Patienten 

erhalten, während 104 der Patienten zusätzlich einer 5-FU-/Leucovorin-haltigen 

Chemotherapie zugeführt worden waren. Keiner der Patienten hatte eine 

neoadjuvante Therapie erhalten.  

In der folgenden Tabelle 3-3 sind die Altersverteilung und die histopathologischen 

Daten in Abhängigkeit von Chemotherapiegabe dargestellt. 

Variable Insgesamt 

(n=148) 

Chemotherapie 

(n =104) 

keine Chemotherapie

(n = 44) 

 n % n % n % 

Alter (Diagnose)             

< 70 94 63,5 78 75 16 36,4 

> 70 54 36,5 26 25 28 63,6 

Tumorstadium       

pT1 2 1,4 2 1,9 0 0 

pT2 15 10,1 9 8,7 6 13,6 

pT3 89 60,1 60 57,7 29 65,9 

pT4 42 28,4 33 31,7 9 20,5 

Nodalstatus       

pN1 97 65,5 68 65,4 29 65,9 

pN2 51 34,5 36 34,6 15 34,1 

Grading       

G2 89 60,1 61 58,7 28 63,6 

G3 59 39,9 43 41,3 16 36,4 

Tabelle 3-3: Alter, T-Stadium, Nodalstatus und Grading der Fälle im UICC-Stadium 3 
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3.3 Methylierungsanalyse 

3.3.1 Das Prinzip von QESD 

QESD (Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA) basiert auf einer 

Kombination eines methylierungs-sensitiven Verdaus und einer real-time PCR 

(14). 

3.3.1.1 Methylierungs-sensitiver Hin6I-Verdau 

Die Restriktionsendonuklease Hin6I wird zur DNA gegeben, die es zu analysieren 

gilt. Hin6I erkennt GCGC-Sequenzen und schneidet an dieser Stelle. Dies ist 

jedoch nicht möglich, wenn hier eine Methylierung vorliegt. Methylierung schützt 

also den DNA-Strang vor einer Verdauung durch Hin6I. Ein methylierter DNA-

Strang bleibt als ganzer Strang erhalten, während nichtmethylierte GCGC-

Sequenzen geschnitten werden und somit die Kontinuität unterbrochen wird. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Darstellung des methylierungs-sensitiven Verdaus mit Hin6I 

3.3.1.2 Kalibratorverdau 

Um später den Anteil der methylierten DNA errechnen zu können, muss zusäzlich 

eine nicht mit Hin6I verdaute Probe der DNA vorbereitet werden, welche dann als 

Referenz-DNA dient.  

Um die Zugänglichkeit der im nächsten Schritt durchzuführenden PCR zu 

erhöhen, wird auch diese DNA mit Restriktionsendonukleasen verdaut. In diesem 

Fall werden XbaI und DraI eingesetzt, welche die DNA fragmentieren. Wichtig 
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ist, dass diese Enzyme nicht in der später zu analysierenden Region schneiden. Sie 

dienen lediglich dazu, die PCR-Effizienz der des methylierungs-sensitiven 

Verdaus gleichzusetzen und somit eine gute Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 

3.3.1.3 Quantitative PCR (qPCR) 

Die mit Hin6I verdaute DNA (Quantifizierungs-DNA) und die Kalibrator-DNA 

werden als Template in die PCR eingesetzt. Da im Quantifizierungsansatz nur die 

methylierten DNA-Abschnitte als ganzer Strang erhalten sind, kann nur an diesen 

die Amplifikation stattfinden. Nicht-methylierte DNA-Anteile wurden verdaut 

und sind somit nicht amplifizierbar. Der Kalibratoransatz ist unabhängig von der 

Methylierung und dient als Referenz. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Ablaufes der PCR des 
Quantifizierungsansatzes 

 

Durch diese PCR werden die Ct-Werte des Quantifizierungs- und des 

Kalibratoransatztes ermittelt. Die Differenz dieser zwei Ct-Werte ergibt den ∆Ct-

Wert. Zusammen mit der Effizienz (E) der PCR ergibt sich die Formel: 

E∆Ct x 100 = Methylierung in % 

3.3.2 Verdau 

Je Probe wurden zwei Verdaue in 1,5 ml-Cups angesetzt. Wie oben erwähnt, 

wurden ein Quantifizierungsansatz mit Hin6I und ein Kalibratoransatz mit XbaI 

und DraI hergestellt: 
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Quantifizierungsverdau Kalibratorverdau 

DNA 5,0 µl (DNA-Menge 20-200 ng/µl) 

10x Tango-Puffer 2,0 µl 

XbaI (10u/µl) 1,5 µl = 15 U Hin6I (10u/µl)  3,0 µl = 30 U 
DraI (10u/µl) 1,5 µl = 15 U 

HPLC-Wasser ad 20,0 µl 

Tabelle 3-4: Ansätze für den Quantifizierungs- und Kalibratorverdau 

 

Wenn die DNA-Konzentration der Probe 20 ng/µl unterschritten hatte, wurde die 

doppelte Menge an DNA eingesetzt. 

Die Ansätze wurden eine Minute lang bei 13000 upm zentrifugiert, um eventuelle 

Rückstände an der Wand der Cups in die Lösung zu überführen. Danach wurden 

die Cups im Vortexer gut gemischt. Dann wurden sie nochmals 10 Sekunden lang 

bei 13000 upm abzentrifugiert.  

Die Verdaue wurden über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Tests hatten 

ergeben, dass bereits nach einer Inkubation von 4 Stunden Hin6I die DNA nahezu 

vollständig geschnitten hatte. Der längere Zeitraum wurde gewählt, um sicher zu 

gewährleisten, dass die Restriktionsendonuklease alle Schnittstellen geschnitten 

hatte und um den Ablauf zu vereinfachen.  

Am darauffolgenden Tag wurden die Restriktionsenzyme 20 Minuten lang bei 

70°C in einem Heizblock inaktiviert und dann sofort auf Eis abgekühlt. Das 

Kondenswasser wurde abzentrifugiert, die Proben nochmals kurz im Vortexer 

gemischt und dann bei 4°C gelagert. 

3.3.3 Quantitative PCR  

Als nächster Schritt erfolgte eine real-time PCR am LightCycler. Die Proben zur 

Analyse von CA4 und p16 wurden jeweils in Duplikaten eingesetzt, also 2 

Ansätze des Quantifizierungsverdaus und 2 Ansätze des Kalibratorverdaus. Die 

Methylierungsanalyse von SOCS1 und RUNX3 wurde mit Einzelansätzen 

durchgeführt. Auch die Kontrollen wurden als Einfachansätze in die real-time 

PCR eingesetzt. 
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Die PCR wurde mit 20µl-Ansätzen durchgeführt. In jedem Ansatz befanden sich 

7,1 µl HPLC-Wasser, 10,0 µl QuantiTect® SYBR Green PCR Kit, 0,4 µl 

Primermix (siehe 3.1.6 Oligonukleotidsequenzen) und 2,5 µl Template aus dem 

Verdau. 

Mittels DNA-Verdünnungsreihen wurden „fit coefficient files“ erstellt. Aus 

diesen wurde die Effizienz der PCR (E=10-1/slope) berechnet. In der Analyse der 

Promotormethylierung von CA4 konnte eine Effizienz von 1,93, bei p16 von 2, 

bei RUNX3 von 1,84 und bei SOCS1 von 1,91 erreicht werden. 

Die Ct-Werte wurden automatisch über die „Second Derivative Maximum-

Methode“ bestimmt. Bei ungleichmäßigem Fluoreszenzkurvenverlauf wurde in 

wenigen Ausnahmefällen die Ct-Wert-Bestimmung durch die manuelle 

Festlegung von Fit Points vorgenommen. Bei Fällen, in denen die Crossing-Points 

des Kalibratoransatzes über 35 Zyklen (bei insgesamt 45 Zyklen) lagen und eine 

Methylierung von 0% vorlag, wurde entweder die PCR mit einer größeren DNA-

Menge erneut durchgeführt oder ein neuer Verdau dieser Probe angesetzt. 

Hierdurch sollten falsch negative Fälle vermieden werden. Der maximal 

verwendete Crossing-Point lag bei 43,58. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen 

wurden Mehrfachansätze durchgeführt und die Ergebnisse gemittelt. 

Die PCR-Programme unterschieden sich für die jeweiligen Marker. Im Anhang 

wurde exemplarisch ein LC-Protokoll für jeden Marker hinterlegt, denen Details 

entnommen werden können. 

3.3.3.1 PCR-Programm zur Analyse von CA4 

Denaturierung: 94°C über 15 min 

Amplifikation: 45 Zyklen; 10 sek./95°C, 17 sek./62°C  und 6 sek./72°C 

Schmelzkurve: langsames Erhitzen mit 0,2°C/sek. von 60°C bis 99°C bei 

kontinuierlicher Fluoreszenzmessung 

3.3.3.2 PCR-Programm zur Analyse von p16 

Denaturierung: 94°C über 15 min 

Amplifikation: 45 Zyklen; 10 sek./94°C, 17 sek./60°C, 7 sek./72°C und 1 

sek./80°C 
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Schmelzkurve: langsames Erhitzen mit 0,15°C/sek. von 60°C bis 95°C bei 

kontinuierlicher Fluoreszenzmessung 

3.3.3.3 PCR-Programm zur Analyse von SOCS1 

Denaturierung: 95°C über 15 min 

Amplifikation: 45 Zyklen; 10 sek./95°C, 20 sek./68°C  

Schmelzkurve: langsames Erhitzen mit 0,15°C/sek. von 60°C bis 98°C bei 

kontinuierlicher Fluoreszenzmessung 

3.3.3.4 PCR-Programm zur Analyse von RUNX3 

Denaturierung: 95°C über 15 min 

Amplifikation: 45 Zyklen; 15 sek./95°C, 20 sek./68°C  

Schmelzkurve: langsames Erhitzen mit 0,5°C/sek. von 65°C bis 99°C bei 

kontinuierlicher Fluoreszenzmessung 

 

 

Abbildung 11: Beispiel Real-time-quantitative-PCR zur Methylierungsanalyse 
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Abbildung 12: Schmelzkurve zur Real-time-quantitative-PCR aus Abb. 11 

 

3.3.4 Quantifizierung 

Aus den Ct-Werten der Doppelansätze wurde das arithmetische Mittel errechnet. 

Die Mittelwerte der Ct-Werte des Quantifizierungs- und des Kalibratoransatzes 

wurden subtrahiert (=∆Ct). Setzt man diesen Wert in die Formel E∆Ct x 100 (E = 

PCR-Effizienz) ein, erhält man den prozentualen Anteil der methylierten DNA-

Moleküle. Diese Berechnung wurde mit dem Computerprogramm Excel 

durchgeführt. Werte über 100% wurden als 100% Methylierung gewertet.  

Abbildung 13 zeigt die Berechnung der prozentualen Methylierung der Fälle aus 

Abbildung 11 und 12 im Programm Excel. 

1,93 PCR-Effizienz          

Probe CP Quant CP Kal Median CP delta CP Methylierung (%)

1 36,81 1 34,64 36,54 
Fall 1 

2 36,27 2 34,32 34,48 
-2,1 26 

1 33,62 1 31,32 33,625 
Fall 2 

2 33,63 2 31,65 31,485 
-2,1 24 

1 31,57 1 30,47 31,62 
Fall 3 

2 31,67 2 30,33 30,4 
-1,2 45 
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1 38 1 32,93 39,5 
Fall 4 

2 41 2 32,88 32,905 
-6,6 1 

1 31,3 1 30,23 31,385 
Fall 5 

2 31,47 2 30,57 30,4 
-1 52 

1 34,27 1 33,53 34,285 
Fall 6 

2 34,3 2 34,07 33,8 
-0,5 73 

1 30,5 1 23,67 30,5 
Blut 

2 -  2 -  23,67 
-6,8 1 

1 24,04 1 24,1 24,04 
SW48 

2  - 2  - 24,1 
0,1 104 

Abbildung 13: Ct- und Methylierungswerte zur real-time PCR in Abbildung 11 
(CP=Crossing Point, Quant=Quantifizierungsansatz, Kal=Kalibratoransatz, 

Blut=Negativkontrolle, SW48=Positivkontrolle) 

3.4 Daten 

3.4.1 Molekulare und immunhistochemische Daten 

IGF2 und Neurog1 sind zwei CIMP-Marker, deren Werte freundlicherweise von 

Felix Steger zur Verfügung gestellt wurden (Dissertation in Arbeit). Die 

molekularen (MSI-Status, KRAS-, BRAF-Mutation (26) und CIN) und 

immunhistochemischen Daten (p53-Verlust (26)) zu den Fällen wurden am 

Institut für Pathologie der Universität Regensburg erhoben. Der CIN-Status war 

mittels FISH ermittelt worden. 

3.5 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit PASW 18 von der Firma IBM. 

Korrelationen wurden berechnet mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson 

und dem 2-seitigen Fishers-Exakter-Test. Univariate Überlebensanalyse wurde 

durchgeführt mittels der Methode nach Kaplan-Meier und der Unterschied der 

Überlebenskurven wurde mit Hilfe des log-rank-Tests (Mantel-Cox) ermittelt. 

Korrelationen wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 war. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Statistische Analyse des Ausgangskollektives 

4.1.1 Prätherapeutische Behandlungssituation 

Falls Angaben über den Leistungszustand des Patienten in Form des Karnofsky-

Index getroffen wurden, wurden diese Daten in den ECOG (109) übertragen. 

Insgesamt werden 162 Fälle betrachtet. 34,6% der Patienten befanden sich zu 

Beginn der Behandlung in einer guten körperlichen Verfassung (ECOG 0-1), 

während nur 1,8% der Patienten starke körperliche Beschwerden hatten (ECOG 2-

3). Bei 63,6% wurde kein Befund bezüglich der gesundheitlichen Verfassung 

erhoben.  
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Abbildung 14: Allgemeiner Leistungszustand der Patienten nach ECOG zu Beginn der 
Behandlung 

 

Bei einer großen Anzahl der Fälle, nämlich 68 Patienten (42%), wurde vor der 

Therapie von einem auf das Ursprungsorgan beschränkten Tumorbefund 

ausgegangen. 26,5% der Patienten befanden sich in einem fortgeschrittenerem 

Tumorstadium. Damit ist gemeint, dass prätherapeutisch bei 17,3% der Patienten 

(28 Fälle) Lymphknotenmetastasen, bei 8,6% der Patienten (14 Fälle) 

Fernmetastasen und bei einem Patienten vor Therapie bereits mehr als in einem 
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Organ Metastasen vorhanden waren. In 31,5% der Fälle (51 Patienten) wurde 

prätherapeutisch keine Aussage über das Tumorstadium getroffen. 

n = 162 42,0%

17,3%8,6%

0,6%

31,5%

lokalisiert regional metastasiert
lokal/regional plus Fernmetastasen Systemerkrankung
unbekannt

 

Abbildung 15: Tumorstatus zu Beginn der Behandlung 

Bei 151 Patienten (93,2%) wurde eine kurative Zielsetzung angestrebt und bei 11 

Patienten (6,8%) ist von Beginn an von einer palliativen Behandlungssituation 

ausgegangen worden.  

n = 162
kurativ
93,2%

palliativ
6,8%

 

Abbildung 16: Behandlungsintention zu Beginn der Behandlung 

4.1.2 Tumorlokalisation 

49,9% der Tumore waren im linksseitigen Kolon lokalisiert, 6,8% im Querkolon 

und 35,8% im rechtsseitigen Kolon. In 12 Fällen wurden synchrone 

Mehrfachtumoren (11 Doppeltumore, 1 Dreifachtumor) beobachtet. Die meisten 

Tumore (34 Fälle, 21%) waren im Sigma lokalisiert. 
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Abbildung 17: Primärtumorlokalisation in absoluten Zahlen 

In Abbildung 18a) ist die durchschnittliche Verteilung der KRK, wie sie in der 

Literatur zu finden ist, in Prozent dargestellt (127). Abbildung 18b) zeigt analog 

dazu die durchschnittliche Verteilung der KRK im Ausgangskollektiv. Zökum 

und C.ascendens wurden zusammengefasst. 

Abbildung 18: Verteilung von KRK im Darm a) in der Bevölkerung (127) und b) im 
Ausgangskollektiv 
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In 9,9% der Fälle lagen Metastasen vor. 14 Patienten hatten Lebermetastasen und 

2 Patienten Leber- und Lungenfiliae. 

Variable Häufigkeit 

(n=162) 

  n % 

Metastasen bei Primärdiagnose     

nein 146 90,1 

ja 16 9,9 

Art der Metastase     

Leber 14 87,5 

Leber und Lunge 2 12,5 

Tabelle 4-1: Metastasen bei Primärdiagnose und Lokalisation 

 

4.1.3 Operation 

77,8% der Patienten (126 Fälle) hatten zusätzlich zu ihrer Tumorerkrankung zu 

Therapiebeginn keine oder nur eine mäßig schwere systemische Krankheit 

(ASA1-2), welche Auswirkung auf die Operationsfähigkeit gehabt hätte. Eine 

schwere systemische Krankheit lag bei 33 Patienten (20,4%) vor. Kein Patient 

befand sich in ASA 4 oder ASA 5. Bei 3 Patienten (1,9%) wurde präoperativ kein 

ASA-Score erhoben (112). 
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Abbildung 19: ASA-Score im Ausgangskollektiv 
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In 92,6% der Fälle wurde die Operation mit einer kurativen Zielsetzung 

durchgeführt. Bei 11 Patienten (6,8%) ist von einer palliativen Situation 

ausgegangen worden. In einem Fall (0,6%) wurde das KRK bei einer 

diagnostischen Operation entdeckt.  

 

Variable Häufigkeit 

(n=162) 

 n % 

Operationsintention     

diagnostisch 1 0,6 

palliativ 11 6,8 

kurativ 150 92,6 

Tabelle 4-2: Operationsintention 

 

In Abbildung 20 und Tabelle 4-3 sind die Häufigkeitsverteilungen der 

verschiedenen Operationen ersichtlich. Häufig durchgeführte Operationen waren 

die Hemikolektomie rechts (27,2%), die erweiterte Hemikolektomie rechts 

(10,5%), die Hemikolektomie links (13%) und die tiefe anteriore Rektumresektion 

(15,4%). 
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Abbildung 20: Art der Operationen in absoluten Zahlen 
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Variable Häufigkeit 

(n=162) 

 n % 

Art der Operation     

Segmentresektion 2 1,2 

Ileozökalresektion 1 0,6 

Hemikolektomie rechts 44 27,2 

Erweiterte Hemikolektomie rechts 17 10,5 

Transversumresektion 7 4,3 

Hemikolektomie links 21 13,0 

Erweiterte Hemikolektomie links 3 1,9 

Sigmaresektion 16 9,9 

Sigmarektumresektion 14 8,6 

Tiefe anteriore Rektumresektion 25 15,4 

Abdomino-perineale Rektumexstirpation 3 1,9 

Intersphinktäre Rektumresektion 1 0,6 

Hemikolektomie links und Rektumresektion 1 0,6 

Rektumexstirpation und Segmentresektion 1 0,6 

(Sub)totale Kolektomie 6 3,7 

Tabelle 4-3: Durchgeführte Operationen 
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Eine R0-Situation konnte in 84% der Fälle erreicht werden. Bei 12 Operationen 

(7,4%) wurden ein makroskopisch sichtbarer Tumorrest bzw. Metastasen 

belassen, sodass eine R2-Situtation entstand. In 4,3% der Fälle (7 Tumore) wurde 

bei der histopathologischen Untersuchung Tumorbefall an der Resektatgrenze 

(R1) nachgewiesen oder es bestand eine positive Spülzytologie (2 Fälle). Bei all 

diesen Patienten erfolgte keine Nachresektion. Drei Patienten erhielten eine 

adjuvante Therapie. Bei drei dieser Fälle ist unsicher, ob eine Chemotherapie 

durchgeführt wurde. Ein Patient erhielt keine adjuvante Therapie. Bei vier der 

Patienten mit makroskopisch sichtbarem Tumorrest nach Primäroperation wurde 

in einer weiteren Operation in demselben Behandlungsabschnitt eine R0-Situation 

erreicht. Bei einem weiteren Patienten wurde später versucht die Lebermetastasen 

zu resezieren, aber in dieser Operation konnte nur eine R1-Situation herbeigeführt 

werden. Die 7 verbleibenden Patienten mit R2-klassifizierten Tumoren wurden im 

ersten Behandlungsabschnitt nicht mehr chirurgisch behandelt. 
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Abbildung 21: Verteilung der klinischen R-Klassifikation  

 

Der Großteil der Operationen wurde offen (84%), 8,6% laparoskopisch assistiert 

und 6,2% ausschließlich laparoskopisch durchgeführt. Laparoskopisch und 

laparoskopisch assistierte Zugänge kamen vor allem in Operationen, die das 

Sigma und Rektum betrafen, zum Zuge. In Tabelle 4-4 ist die 

Häufigkeitsverteilung der Operationen mit dem jeweiligen operativen Zugang 

dargestellt. 
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Art der Operation Operativer Zugang 

 offen laparoskopisch laparoskopisch 
assistiert 

unbekannt Gesamt 

 n (%) n (%) n(%) n (%) n (%) 

Segmentresektion 2  (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 

Ileozökalresektion 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 

Hemikolektomie rechts 41 (93,2%) 1 (2,3%) 1 (2,3%) 1 (2,3%) 44 (100%)

erweiterte 
Hemikolektomie rechts 17 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%)

Transversumresektion 5 (71,4%) 1 (14,3%) 0 (0%) 1 (14,3%) 7 (100%) 

Hemikolektomie links 20 (95,2%) 0 (0%) 1 (4,8%) 0 (0%) 21 (100%)

erweiterte 
Hemikolektomie links 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 

Sigmaresektion 11 (68,8%) 3 (18,8%) 2 (12,5%) 0 (0%) 16 (100%)

Sigmarektumresektion 11 (78,6%) 1 (7,1%) 2 (14,3%) 0 (0%) 14 (100%)

tiefe anteriore 
Rektumresektion 15 (60%) 4 (16%) 6 (24%) 0 (0%) 25 (100%)

abdomino-perineale 
Rektumexstirpation 1 (33,3%) 0 (0%) 2 (66,7%) 0 (0%) 3 (100%) 

intersphinktäre 
Rektumresektion 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 

Hemikolektomie links 
und Rektumresektion 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 

Rektumexstirpation 
und Segmentresektion 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 

(sub)totale Kolektomie 6 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%) 

Gesamt 136 (84%) 10 (6,2%) 14 (8,6%) 2 (1,2%) 162 (100%)

Tabelle 4-4: Häufigkeitsverteilung der Art der Operation mit jeweiligem Zugang 
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4.1.4 Histologie 

Der Großteil der Karzinome (82,1%) wurde als Adenokarzinom klassifiziert. 

17,3% wurden als muzinöse Adenokarzinome beschrieben. Ein Tumor stellte sich 

als neuroendokriner Tumor heraus.  
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Abbildung 22: Verteilung Tumorentitäten 

 

64,2% der Tumore waren mäßig differenziert (G2), während 35,8% schlecht 

differenziert (G3) waren. Keiner der Tumore befand sich im G1-Stadium. 
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Abbildung 23: Verteilung Grading 
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Die histopathologische Untersuchung der Resektate ergab bei 66% der 

Gewebeproben (107 Fälle) ein pT3-Stadium. In 29 Fällen (17,9%) hatte der 

Tumor bereits Nachbarstrukturen infiltriert (pT4). Bei 15,4% war die Tunica 

muscularis durchbrochen (pT2). Ein Fall (0,6%) wurde als pT1 klassifiziert.  
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Abbildung 24: Verteilung der Tumorstadien 

Mit 45,7% (74 Fällen) lag hauptsächlich pN1 vor, was bedeutet, dass in 1-3 

Lymphknoten metastatische Absiedelungen nachgewiesen wurden. In 43 Fällen 

(26,5%) hatten sich keine Lymphknotenmetastasen gefunden.  Bei 45 Tumoren 

(27,8%) waren mehr als 3 Lymphknoten betroffen. 
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Abbildung 25: Verteilung Nodalstatus 
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Aus dem T-Stadium, dem Nodalstatus und dem M-Stadium ergibt sich das UICC-

Stadium. Das UICC-Stadium 3 ist mit 66,7% am häufigsten vertreten, gefolgt von 

Stadium 2 mit 16,7%. Das Stadium 4 lag in 9,9% der Fälle vor und das Stadium 1 

in 6,85% der Fälle. 
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Abbildung 26: Verteilung UICC-Stadien 

 

In 154 Fällen lag eine Beschreibung des Pathologen bezüglich der 

Tumorkonfiguration vor. Es wurden 21,6% als exophytisch, 3,1% als infiltrativ, 

17,9% als ulzerierend und 52,5% als Mischform klassifiziert.  

In 39 bzw. 40 Fällen wurde auch der L- und V-Status erhoben. Dabei wurde in 32 

Fällen (19,8%) eine Lymphgefäß- und in 25 Fällen (15,4%) eine Veneninvasion 

gefunden. 

Variable Häufigkeit 

(n=162) 

  n % 

Tumorkonfiguration     

exophytisch 35 21,6 

infiltrativ 5 3,1 

ulzerierend 29 17,9 

Mischform 85 52,5 

unbekannt 8 4,9 
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L-Status     

L0 7 4,3 

L1 32 19,8 

unbekannt 123 75,9 

V-Status     

V0 15 9,3 

V1 25 15,4 

unbekannt 122 75,3 

Tabelle 4-5: Auflistung der Tumorkonfiguration und des L- und V-Status 

4.1.5 (Neo-)adjuvante  Therapie 

4.1.5.1 Neoadjuvante Radiochemotherapie 

Vier Patienten erhielten vor der Operation eine kombinierte neoadjuvante 

Radiochemotherapie. Die durchgeführte Chemotherapie war in allen vier Fällen 

5FU-haltig. Zusätzlich zur neoadjuvanten Therapie wurde an dieser Gruppe auch 

eine adjuvante Chemotherapie (ebenfalls 5FU-haltig), aber keine adjuvante 

Radiatio durchgeführt.  

Bei den neoadjuvant therapierten Patienten handelte es sich ausschließlich um 

Rektumkarzinompatienten. Eine kurative Zielsetzung wurde bei zwei Patienten 

angestrebt, während bei den anderen zwei Fällen nur von einer palliativen 

Behandlungssituation ausgegangen wurde. An einem Patienten wurde eine offene 

und an zwei Patienten eine laparoskopische tiefe anteriore Rektumresektion 

durchgeführt. Ein Patient erhielt eine laparoskopisch assistierte abdomino-

perineale Rektumexstirpation. Je ein Patient befand sich in UICC-Stadium 2   

bzw. 4. Bei zwei Patienten waren bereits die regionalen Lymphknoten befallen, 

aber es lag noch keine Fernmetastasierung vor (UICC-Stadium 3). Drei Tumore 

der neoadjuvant vorbehandelten Patienten waren G2 und ein Tumor G3 

differenziert. Ein Patient dieser Gruppe war im Beobachtungszeitraum der Studie 

verstorben. 
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4.1.5.2 Adjuvante Radiochemotherapie und adjuvante Radiotherapie 

In fünf Fällen (3,1%) wurde eine kombinierte adjuvante Radiochemotherapie 

durchgeführt. Wie bei der neoadjuvanten Radiochemotherapie handelte es sich bei 

diesen Fällen ebenfalls um Rektumkarzinompatienten bzw. einem Patienten mit 

Tumorbefall des rektosigmoidalen Überganges. Die Chemotherapie wurde in 

allen Fällen mit 5FU und Folinsäure durchgeführt. 

In einem Fall (0,6%) war eine kombinierte Radiochemotherapie zwar geplant, 

aber es wurde nur eine Radiatio ohne Chemotherapie durchgeführt. Auch hierbei 

handelte es sich um einen Patienten mit Rektumkarzinom. 

4.1.5.3 Adjuvante Chemotherapie 

Im Ausgangskollektiv wurden 58,7% der Patienten adjuvant chemotherapeutisch 

behandelt. Insgesamt erhielten davon 92,6% eine 5FU-haltige Chemotherapie, 

welche in allen Fällen zusammen mit Folinsäure verabreicht wurde. In 16 Fällen 

wurde die 5FU-Therapie mit weiteren Chemotherapeutika kombiniert. Diese 

Medikamente waren Levamisole, Oxaliplatin, Irinotecan und Panorex. Panorex 

und Capecitabine wurden in 4 bzw. 3 Fällen ohne 5FU zur chemotherapeutischen 

Behandlung eingesetzt. 

 

 

Variable Häufigkeit 

 n % 

Adjuvante Chemotherapie                                                   (n= 162)  

nein 67 41,4 

ja 90 55,6 

kombinierte adjuvante Radiochemotherapie 5 3,1 

Adjuvante Chemotherapie mit 5FU                                     (n=95)  

keine 5FU-haltige Chemotherapie 7 7,4 

5FU und Folinsäure 65 68,4 

5FU und anderen Substanzen 18 18,9 

5FU mit Radiatio 5 5,3 



4 Ergebnisse 48 

Adjuvante Chemotherapie mit anderen Substanzen         (n=95) 

Levamisole 10 10,5 

Oxaliplatin 3 3,2 

Irinotecan 2 2,1 

Capecitabine 3 3,2 

Panorex 5 5,3 

Tabelle 4-6: Auflistung der verabreichten Chemotherapeutika 

4.1.5.4 Verteilung der neoadjuvanten und adjuvanten Therapieformen 

Insgesamt erhielten 96 Patienten - zusätzlich zur Operation -  weitere 

Behandlungen des Tumors. Davon erhielten vier Patienten eine neoadjuvante 

Radiochemotherapie und eine adjuvante Chemotherapie. Insgesamt wurden 90 

Patienten adjuvant chemotherapiert. In dieser Zahl sind auch die bereits 

neoadjuvant vorbehandelten Patienten mit eingeschlossen. Adjuvant 

radiochemotherapiert wurden 5 Patienten und in einem Fall wurde ausschließlich 

eine adjuvante Radiotherapie durchgeführt. Die häufigste zusätzlich durchgeführte 

Therapieform war somit die adjuvante Chemotherapie mit 93,8%. 

 

Anteil Therapieformen
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90

1 5

neoadjuvante
Radiochemotherapie

adjuvante Chemotherapie

adjuvante Radiotherapie

adjuvante Radiochemotherapie

 

Abbildung 27: Anzahl der Fälle mit neoadjuvanter Radiochemotherapie, adjuvanter 
Chemotherapie, adjuvanter Radiotherapie und adjuvanter Radiochemotherapie 
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4.1.5.5 Chemotherapie in den verschiedenen UICC-Stadien 

Im UICC-Stadium 3 wurden 86,5% und im Stadium 4 93,8% der Patienten 

chemotherapeutisch behandelt. Im Stadium 2 erhielten noch 22,2% der Patienten 

Chemotherapie. Kein Patient wurde hingegen im UICC-Stadium 1 neoadjuvant 

oder adjuvant chemotherapiert. 

 

UICC-Stadium Chemotherapie 

(n=162) 

  ja nein Gesamt 

1 0 (0%) 11 (100%) 11 (100%) 

2 6 (22,2%) 21 (77,8%) 27 (100%) 

3 74 (68,5%) 34 (31,5%) 108 (100%) 

4 15 (93,8%) 1 (6,3%) 16 (100%) 

Tabelle 4-7: Verteilung der chemotherapeutischen Behandlung auf die UICC-Stadien 

 

4.1.6 CEA-Werte 

4.1.6.1 Prätherapeutische CEA-Werte 

Von 130 Patienten wurde zu Beginn der Behandlung ein CEA-Wert erhoben. 

Hierbei ergab sich ein Mittelwert von 16,228 ng/ml und ein Median von 2,72 

ng/ml. Das Minimum betrug 0,0 ng/ml und das Maximum 432,00 ng/ml. 

In Tabelle 4-8 ist dargestellt, in welchem Ausmaß das UICC-Stadium mit der 

Höhe des prätherapeutischen CEA-Wertes zusammenhängt. Es ist zu sehen, dass 

im UICC-Stadium 1 alle Fälle CEA-Werte <10ng/ml aufwiesen. Im UICC-

Stadium 2 und 3 sind vereinzelt höhere CEA-Werte zu sehen. Der Großteil der 

Fälle im UICC-Stadium 4 (53,4%) liegt über 15ng/ml. Nach dem Chi-Quadrat-

Test nach Pearson ergibt sich eine Signifikanz für diesen Zusammenhang von 

p=0,014. 
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UICC-Stadium Variable 

  1 2 3 4 Gesamt 

 n (%) n (%) n (%) n (%) n 

prätherapeutische 
CEA-Werte in ng/ml      

0-5 6 (75%) 17 (68%) 53 (64,6%) 3 (20%) 79 

5,1-10 2 (25%) 3 (12%) 19 (23,2%) 4 (26,7%) 28 

10,1-15 0 (0%) 2 (8%) 2 (2,4%) 0 (0%) 4 

15,1-20 0 (0%) 1 (4%) 3 (3,7%) 1 (6,7%) 5 

20,1-25 0 (0%) 1 (4%) 1 (1,2%) 0 (0%) 2 

25,1-30 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,2%) 1 (6,7%) 2 

50,1-60 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,2%) 1 (6,7%) 2 

>60,1 0 (0%) 1 (4%) 2 (2,4%) 5 (33,3) 8 

Gesamt 8 (100%) 25 (100%) 82 (100%) 15 (100%) 130 

Tabelle 4-8: Verteilung der prätherapeutischen CEA-Werte auf die UICC-Stadien 

In Abbildung 28 ist die Verteilung der Höhe der prätherapeutischen CEA-Werte 

innerhalb der verschiedenen UICC-Stadien graphisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 28: Verteilung der prätherapeutischen CEA-Werte auf die UICC-Stadien 
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4.1.6.2 Verlauf der CEA-Werte 

Als posttherapeutische CEA-Werte gingen die CEA-Werte in die Berechnung ein, 

welche nach der Primäroperation oder nach einer adjuvanten Therapie erhoben 

wurden. In Fällen, in denen mehrere CEA-Werte vorlagen, wurde der zuletzt 

erhobene Wert im ersten Behandlungsabschnitt verwendet. Es konnte in 71 Fällen 

ein posttherapeutischer CEA-Wert ermittelt werden. Der Mittelwert betrug 5,2123 

ng/ml und der Median 2,72 ng/ml. Das Minimum lag - wie auch beim 

prätherapeutischen CEA-Wert - bei 0,0 ng/ml und das Maximum reduzierte sich 

auf 140,7 ng/ml.  

Von 60 Patienten lag ein prä- und ein posttherapeutischer CEA-Wert vor. Bei 

diesen Fällen konnte der Verlauf der CEA-Werte beobachtet werden. In 51 Fällen 

(85%) lag der posttherapeutische CEA-Wert unter 5 ng/ml und war damit laut 

Definition im Normbereich. Bei 6 dieser Fälle (10%) wurde ein CEA-Wert von 

unter 15 ng/ml festgestellt. 3 Patienten (5%) zeigten posttherapeutisch signifikant 

erhöhte CEA-Werte. Zur graphischen Darstellung des Verlaufes der CEA-Werte 

ist in Abbildung 29 und 30 ein Boxplot zu sehen. Abbildung 30 ist eine 

Detailansicht des Hauptfeldes von Abbildung 29, um den Verlauf besser 

herauszuarbeiten. In diese Darstellung gingen nur Fälle ein, von denen ein prä- 

und ein postherapeutischer CEA-Wert vorlag. 

 

Abbildung 29: Boxplot zum Verlauf der CEA-Werte vor und nach Therapie 
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Abbildung 30: Ausschnitt aus Abbildung 29; Verlauf CEA-Werte 

4.1.7 Rezidive 

48 Patienten (29,6%) erlitten ein Rezidiv. 114 Patienten (70,4%) blieben im 

Beobachtungszeitraum rezidivfrei.  

n = 162

70,4%

29,6%

Kein Rezidiv Rezidiv
 

Abbildung 31: Rezidivverteilung 

 

Dabei handelte es sich bei zwei Patienten (4,2%) um einen lokalisierten Befund, 

also auf das Ursprungsorgan begrenzt. In 20,8% der Rezidive wurden neben 

einem Lokalrezidiv Fernmetastasen gefunden. Im Großteil der Fälle (62,5%) 

wurden Fernmetastasen diagnostiziert. Bei 2 Patienten (4,2%) wurden in mehr als 

zwei Organen Metastasen gefunden, was hier als Systemerkrankung definiert 
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wird. Keine Informationen über den genauen Tumorstatus zum Zeitpunkt des 

Rezidives lagen bei 5 Patienten (10,4%) vor.  
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Abbildung 32: Tumorstatus zum Zeitpunkt des Rezidiv 

Die Leber war das vorrangige Ziel der Metastasierung (47,7%). Auch im 

Peritoneum (13,6%), der Lunge (9,1%), dem Hirn (2,3%) und nichtregionalen 

Lymphknoten (4,5%) wurden Metastasen gefunden. In 18,2% waren zwei Organe 

zeitgleich von Metastasen befallen. Der Anteil an Systemerkrankungen an der 

Metastasierung betrug 4,5%. 
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Abbildung 33: Metastasenlokalisation bei Rezidiv 
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4.1.8 Rezidivfreies Überleben 

In 139 Fällen lagen Daten zur Berechnung des rezidivfreien Survival vor. Hierfür 

wurde der Zeitraum von der Erstdiagnose bis zur Diagnose des Rezidivs bzw. 

einem Progress der Erkrankung ermittelt. Auch der Tod des Patienten wurde als 

Rezidiv gewertet. Zweitmalignome gingen nicht in die Berechnung ein. Der 

mediane Beobachtungszeitraum betrug 35 Monate (0-140 Monate). Die 

nachfolgenden Überlebenskurven beziehen sich auf diese 139 Patienten. Die 

Begriffe Rezidiv und Ereignis werden in diesem Abschnitt als Überbegriff für ein 

Lokalrezidiv, Fernmetastasen, Progress der Erkrankung oder Tod des Patienten 

benutzt. 

4.1.8.1 Rezidivfreies Überleben und UICC-Stadium 

Abbildung 34 zeigt die Überlebenskurven in den jeweiligen UICC-Stadien 1-4. 

Die insgesamt sieben Patienten im Stadium 1 hatten kein Ereignis im 

Beobachtungszeitraum aufzuweisen. Im Stadium 2 überlebten von 16 Patienten 

nur noch 75% rezidivfrei. Von 102 Patienten im Stadium 3 überlebten 53,9% 

rezidivfrei. Im Stadium 4 wurde mit 11 Ereignissen bei insgesamt 14 Fällen die 

geringste Fallzahl der Patienten (21,4%) verzeichnet, die rezidivfrei überlebten. 

Der Unterschied im rezidivfreien Überleben in den verschiedenen UICC-Stadien 

war statistisch signifikant mit p=0,001.  

 

Abbildung 34: Rezidivfreies Überleben in UICC-Stadium 1-4 
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4.1.8.2 Rezidivfreies Überleben und Grading 

Das mittlere rezidivfreie Überleben der Patienten mit G2 differenzierten Tumoren 

betrug 76,32 Monate und der G3-Tumore 84,59 Monate. Hier ergab sich kein 

signifikanter Unterschied (p=0,655) im rezidivfreien Überleben. 

 

 

Abbildung 35: Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit von Grading 
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4.1.8.3 Rezidivfreies Überleben und R-Klassifizierung 

Patienten, bei denen die gesamte Tumormasse durch eine Operation nicht entfernt 

werden konnte, hatten ein signifikant kürzeres rezidivfreies Überleben (p=0,003). 

Patienten mit einem makroskopisch sichtbaren Tumorrest (R2) hatten ein 

mittleres rezidivfreies Überleben von 26,06 Monaten. Die Patienten mit 

mikroskopisch  nachgewiesenem Befall der Resektatgrenzen überlebten im Mittel 

64,17 Monate rezidivfrei. Die längste mittlere Rezidivfreiheit mit 86,75 Monaten 

konnte bei den Patienten verzeichnet werden, denen die gesamte Tumormasse bei 

der Primäroperation entfernt wurde. Fälle mit unbekannter R-Klassifizierung 

(n=6) wurden bei der Berechnung nicht berücksichtigt. 

 

 

Abbildung 36: Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit der R-Klassifizierung 
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4.1.8.4 Rezidivfreies Überleben und Lymphgefäßinfiltration 

Insgesamt wurde in 31 Fällen der L-Status erhoben, von denen auch ein 

rezidivfreier Überlebenszeitraum ermittelt werden konnte. Davon wurden 27 

Tumore mit L1 befundet und in vier Fällen wurde eine Lymphgefäßinvasion 

ausgeschlossen. Die L0-Gruppe wies ein mittleres rezidivfreies Überleben von 

114 Monaten, die L1-Gruppe von 54,93 Monaten auf. Es wurden 16 Ereignisse in 

der L1-Gruppe verzeichnet, womit 59,3% Patienten dieser Gruppe ein Rezidiv 

erlitten. In der L0-Gruppe wurde nur ein einziges Ereignis gemeldet, sodass 75% 

der Patienten dieser Gruppe als rezidivfrei gelten. Es wurde keine signifikante 

Korrelation des rezidivfreien Überlebens in Abhängigkeit von 

Lymphgefäßinfiltration gefunden (p=0,232). 

 

 

Abbildung 37: Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit von der Lymphgefäßinfiltration 
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4.1.8.5 Rezidivfreies Überleben und Blutgefäßinfiltration 

Von den Fällen, die zur Berechnung des rezidivfreien Überlebens berücksichtigt 

werden, wurde der V-Status bei 34 Tumoren erhoben. 24 Fälle zeigten eine 

positive, 10 eine negative Gefäßinfiltration. In der negativen Gruppe wurden 3 

Ereignisse beobachtet, womit 70% der Patienten rezidivfrei blieben. Die V1-

Gruppe verzeichnete 15 Ereignisse, was bedeutet, dass 62,5% der Patienten ein 

Rezidiv erlitten. Das mittlere rezidivfreie Überleben betrug in der V0-Gruppe 92,4 

Monate und in der V1-Gruppe 52,56 Monate. Auch dieser Zusammenhang gilt als 

nicht statistisch signifikant (p=0,140). 

 

 

Abbildung 38: Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit von der Blutgefäßinfiltration 
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4.1.9 Overall Survival 

Von den insgesamt 162 Patienten wurde bei 48 Patienten (29,6%) ein Todesdatum 

gemeldet.  

n = 162

70,4%

29,6%

lebend verstorben
 

Abbildung 39: Survival-Status 

 

In 11 Fällen (22,9%) war der Tod eindeutig auf die Tumorerkrankung 

zurückzuführen. Bei 58,3% (28 Fälle) war eine tumorbedingte Todesursache 

wahrscheinlich, konnte aber nicht eindeutig nachgewiesen werden. Ein Patient 

(2,1%) verstarb an Komplikationen der Behandlung. Eine tumorbedingte 

Todesursache konnte bei zwei Patienten (4,2%) ausgeschlossen werden. In 6 

Fällen (58,3%) konnte keine Todesursache in Erfahrung gebracht werden.  
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Abbildung 40: Todesursachen 

 

Von den verbleibenden 114 lebenden Patienten (70,4%) ging das letztbekannte 

Untersuchungs- bzw. Therapiedatum zur Berechnung des Overall Survivals ein. 

Insgesamt konnte so von 139 Patienten des Ausgangskollektives ein 

Überlebenszeitraum ermittelt werden. Das mediane Follow-up beträgt 45 Monate 

(0-140 Monate). 
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4.1.9.1 Overall Survival und UICC-Stadium 

Im UICC-Stadium1 war unter den 7 Patienten kein Todesfall zu ermitteln. Von 16 

Fällen im Stadium 2 starben zwei Patienten. Die Fälle im Stadium 3 zeigen im 

Beobachtungszeitraum eine Überlebensquote von 61,8% auf (39 Todesfälle bei 

102 Patienten). Die Hälfte der Patienten im UICC-Stadium 4 ist verstorben (7 

Todesfälle bei 14 Patienten). Es besteht eine statistisch signifikante Korrelation 

zwischen den Verläufen der verschiedenen Überlebenskurven in den jeweiligen 

UICC-Stadien (p=0,036). 

 

 

 

 

Abbildung 41: Overall Survival in Abhängigkeit vom UICC-Stadium 
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4.1.9.2 Overall Survival and Grading 

Das mittlere Überleben der Patienten im G2- oder G3-Stadium unterscheidet sich 

nicht signifikant. Patienten mit G2 differenzierten Tumoren lebten im Mittel 

92,249 Monate und bei G3 differenzierten Tumoren lag die mittlere 

Überlebenszeit mit 88,660 Monaten nur knapp darunter. Der p-Wert betrug 0,472. 

 

Abbildung 42: Overall Survival in Abhängigkeit des Gradings 
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4.1.9.3 Overall Survival und Rezidivstatus 

Recht eindrucksvoll unterscheiden sich die Überlebenskurven nach Kaplan-Meier 

bei Patienten mit und ohne Rezidiv (p=0,000). Patienten, die kein Rezidiv erlitten, 

überlebten im Mittel 118,951 Monate, während Patienten mit Rezidiv nur 47,225 

Monate überlebten. 84,6% der rezidivfreien Patienten sind noch am Leben. Bei 

den Patienten mit Rezidiv sind es nur noch 29,2%. 

 

Abbildung 43: Overall Survival in Abhängigkeit vom Rezidivstatus 

4.1.9.4 Overall Survival und Behandlungsabschnitte 

Bei jedem Patienten, der ein Rezidiv bzw. einen Progress der Erkrankung erlitten 

hatte oder auch ein Zweitmalignom aufgetreten war, wurde ein weiterer 

Behandlungsabschnitt angelegt. Jede Verschlechterung der Erkrankung wurde 

also in einem neuen Behandlungsabschnitt zum Ausdruck gebracht. Die 

Unterschiede zur Betrachtung des Overall Survival in Bezug auf Rezidive ergeben 

sich daher, dass hier auch Zweitmalignome betrachtet werden, welche bei den 

vorherigen Berechnungen nicht berücksichtigt wurden. 
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Patienten mit nur einem Behandlungsabschnitt lebten im Mittel 106,727 Monate. 

82,2% von den 73 Patienten dieser Gruppe sind noch am Leben.  

40 Patienten hatten im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv bzw. ein 

Zweitmalignom. Davon überlebten 55%. Das mittlere Überleben betrug 84,621 

Monate in dieser Gruppe.  

Zwei Rezidive wurden bei weiteren 20 Patienten verzeichnet, von denen 11 

Patienten verstorben sind. Im Mittel überlebten diese Patienten 62,706 Monate.  

Alle vier Patienten mit drei Rezidiven verstarben. Das mittlere Überleben betrug 

in dieser Gruppe 38,2 Monate. Ein Patient mit insgesamt vier Progressionen 

seiner Erkrankung verstarb nach 64,0 Monaten.  

Dieser Zusammenhang ist statistisch signifikant mit p=0,000. 

 

 

Abbildung 44: Overall Survival in Abhängigkeit von der Anzahl der Behandlungsabschnitte 
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4.1.9.5 Overall Survival und Chemotherapie 

Alle Fälle zusammengenommen, unterscheiden sich die Überlebenskurven nach 

Kaplan-Meier in Abhängigkeit von Chemotherapiegabe nicht sehr voneinander 

(p=0,525). Das mittlere Überleben bei Patienten mit Chemotherapie betrug 90,788 

Monate und das der Patienten ohne Chemotherapie 89,103 Monate. 

 

 

Abbildung 45: Overall Survival in Abhängigkeit von Chemotherapiegabe 

 

 

Unterteilt man jedoch die Patienten in die verschiedenen UICC-Stadien, ergeben 

sich Unterschiede. Keiner der Patienten im UICC-Stadium 1 und alle Patienten im 

UICC-Stadium 4 hatten eine Chemotherapie erhalten. Daher ist es in diesen Fällen 

nicht möglich, eine Auswertung zu erstellen. Im Stadium 2 gab es in beiden 

Gruppen jeweils nur einen gültigen Wert (je 1 Todesfall). Deshalb konnte auch 

hier keine Überlebensfunktion getrennt nach Chemotherapiegabe berechnet 

werden. Im UICC-Stadium 3 hingegen ergibt sich ein signifikanter Unterschied 

(p=0,011) im Überleben der Patienten mit und ohne Chemotherapie. Von den 70 
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Patienten in diesem Stadium, die eine Chemotherapie erhalten hatten, überlebten 

71,4%. Das mittlere Überleben betrug 95,561 Monate. 32 Patienten im Stadium 3 

erhielten keine Chemotherapie. 19 dieser Patienten verstarben (59,4%). Sie 

überlebten im Mittel 69,492 Monate. 

 

 

 

Abbildung 46: OS bei Patienten im UICC-Stadium 3 mit und ohne Chemotherapie 
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4.1.9.6 Overall Survival und ASA-Score 

Insgesamt gingen 136 Fälle zur Berechnung dieser Überlebenskurven ein. 

Patienten mit ASA1 zeigten mit 104,7 Monaten im Mittel ein etwas längeres 

Überleben als Patienten, die einen ASA-Score von 2 (83,264 Monate) hatten. Das 

kürzeste mittlere Überleben hatten jedoch Patienten mit einem ASA-Score von 3, 

nämlich 61,904 Monate. Diese unterschiedlichen Verläufe zeigen jedoch keine 

statistische Signifikanz (p=0,282). Insgesamt überlebten im ASA1-Stadium 

73,7%, im ASA2-Stadium 61,6% und im ASA3-Stadium 60% der Patienten. 

 

Abbildung 47: Overall Survival in Abhängigkeit vom ASA-Score 
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4.1.9.7 Overall Survival und ECOG 

Es werden insgesamt 59 Patienten bei der Betrachtung des Overall Survivals in 

Abhängigkeit der ECOG-Klassifikation berücksichtigt. Die körperliche 

Verfassung der Patienten – eingeteilt nach dem ECOG – führt zu einer 

signifikanten (p=0,003) Veränderung des Überlebens. Patienten mit ECOG 0, also 

ohne körperliche Beschwerden, zeigten ein mittleres Überleben von 89,404 

Monaten, während Patienten mit ECOG 1 nur 50,823 Monate im Mittel 

überlebten. Ein deutlicher Abfall im mittleren Überleben findet sich auch bei 

Patienten mit ECOG 2 (18 Monate) und ECOG 3 (17 Monate). Dabei überlebten 

58,6% der 29 Patienten mit ECOG 0 und 22,2% der 27 Patienten mit ECOG 1. 

Weiterhin verstarb jeweils ein Patient mit ECOG 2 (50%) und ein Patient mit 

ECOG 3 (100%). 

 

Abbildung 48: Overall Survival in Abhängigkeit von der ECOG-Klassifizierung 
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4.1.9.8 Overall Survival und Therapieintention 

Patienten, die mit einer kurativen Zielsetzung behandelt wurden, überlebten im 

Mittel 97,298 Monate und Patienten, bei denen eine palliative Therapiesituation 

vorlag, zeigten ein mittleres Überleben von 27,730 Monaten. Dieser Unterschied 

kann als statistisch signifikant betrachtet werden (p=0,000). Von den 130 

Patienten mit kurativer Therapieintention überlebten 68,5%, während von den 9 

Patienten mit palliativer Zielsetzung nur 22,2% im Beobachtungszeitraum 

überlebten. 

 

Abbildung 49: Overall Survival in Abhängigkeit von der Therapieintention  
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4.2 Methylierungsanalyse von CA4 

Im Anhang sind die detaillierten Ergebnisse der Methylierungsanalyse der 

Promotorregion von CA4 von insgesamt 148 Fällen in Prozent zu finden. Der 

höchste Methylierungswert lag bei 73%. Das Minimum lag in 5 Fällen bei 0%. 

Der Median lag bei 11%. Um falsch positive Werte zu vermeiden, wurde ein Cut-

off-Wert bei 10% Methylierung gesetzt. Dadurch ergaben sich 72 negativ und 76 

positiv methylierte Fälle. Es haben also 48,6% einen negativen und 51,4% einen 

positiven Methylierungsstatus. In Abbildung 50 ist die Verteilung der 

prozentualen Methylierung graphisch dargestellt.  

Methylierungsverteilung von CA4 in Prozent
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Abbildung 50: Verteilung der Methylierung von CA4 in Prozent als Boxplot 

 

4.2.1 Korrelation  mit klinisch-pathologischen Daten 

Insgesamt waren von den Fällen mit positivem Methylierungsstatus von CA4 zum 

Diagnosezeitpunkt 39,5% über bzw. genau 70 Jahre alt und 60,5% unter 70 Jahre. 

33,3% der negativen Fälle hatten das 70. Lebensjahr überschritten, 66,7% waren 

jünger als 70 Jahre. Das bedeutet, dass 48,9% der unter 70-Jährigen positiv 

methyliert waren und 51,1% einen negativen Methylierungsstatus aufwiesen. Von 

den über 70-Jährigen waren 44,4% positiv und 55,6% negativ methyliert. Es ergab 

sich keine signifikante Korrelation. 
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Auch beim Staging ergab sich keine statistische Signifikanz. Von den Tumoren 

mit positivem Methylierungsstatus waren 1,3% pT1-, 10,5% pT2-, 59,2% pT3- 

und 28,9% pT4-klassifiziert. Bei den negativen Fällen lag in 1,4% ein pT1-, in 

9,7% ein pT2-, in 61,1% ein pT3- und in 27,8% ein pT4-Stadium vor. 

Beim Grading ergab sich eine signifikante Korrelation (p=0,023). Bei den 

positiven Fällen waren 51,3% G2 und 48,7% G3 differenziert, während bei den 

negativen Fällen 69,4% G2 und nur 30,6% G3 differenziert waren. 

 

CA4-Methylierung Variable Insgesamt 

(n=148) positiv  

(n=76) 

negativ 

(n=72) 

 

  n n (%) n (%)  p 

Alter (Diagnose)        

<70 94 46 (48,9%) 48 (51,1%) 

>70 54 30 (55,6%) 24 (44,4%) 
0,496 

Tumorstadium       

pT1 2 1 (50%) 1 (50%) 

pT2 15 8 (53,3%) 7 (46,7%) 

pT3 89 45 (50,6%) 44 (49,4%) 

pT4 42 22 (52,4%) 20 (47,6%) 

0,996 

Grading        

G2 89 39 (43,8%) 50 (56,2%) 

G3 59 37 (62,7%) 22 (37,3%) 
0,023 

Tabelle 4-9: Alter, Tumorstadium und Grading in Korrelation zum Methylierungsstatus von 
CA4 
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In Abbildung 51 ist die Verteilung von positivem und negativem 

Methylierungsstatus in den verschiedenen Differenzierungsstufen der Tumore als 

Kreisdiagramm dargestellt. Von den G2 differenzierten Tumoren sind knapp 44% 

positiv und 56% negativ methyliert. Bei den schlecht differenzierten Tumoren 

hingegen waren 63% positiv und nur 37% negativ methyliert. 

G2

56%

44%

positiv

negativ

   

G3

63%

37%

positiv

negativ

 

Abbildung 51: Korrelation von CA4-Methylierungsstatus und Grading 

4.2.2 Korrelation mit molekularen Charakteristika 

Es ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen einem positiven 

Methylierungsstatus und einer hochgradigen Mikosatelliteninstabilität (MSI-H) 

mit p=0,016. Während bei den Fällen mit MSS bzw. MSI-L ein beinahe 

ausgewogenes Verhältnis zwischen methylierten (48,5%) und unmethylierten 

(51,5%) Fällen besteht, sind bei den MSI-H-Fällen mit 81,3% deutlich mehr Fälle 

methyliert als unmethyliert.  

Kein signifikanter Unterschied ergab sich hingegen für CIN (p=0,097), KRAS- 

(p=0,252) und BRAF-Mutation (p=0,286).  

Chromosomale Instabilität (CIN) wurde ab einer somatischen Deletion (loss of 

heterozygosity, LOH) von über 33% definiert. Die chromosomale Instabilität war 

mittels FISH ermittelt worden und diese Ergebnisse lagen dieser Arbeit vor. 

Insgesamt wurden für diese Berechnung 147 Fälle berücksichtigt. Es hatte sich ein 

relativ ausgeglichenes Verhältnis zwischen methylierten und unmethylierten 

Fällen in Bezug auf den CIN-Status gezeigt. 

Obwohl sich bei Fällen mit KRAS-Mutation im Exon 13 69,2% der Fälle 

methyliert zeigten (Mutation im Exon 12 nur 58,3%), konnte auch hier keine 

Signifikanz nachgewiesen werden. Fasst man beide Mutationen zusammen, 

zeigen sich 61,2% der Fälle mit KRAS-Mutation mit positivem 
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Methylierungsstatus. 38,8% waren nicht methyliert. In diese Berechnung gingen 

145 Fälle ein. 

Von den insgesamt 128 Fällen, bei denen auch eine BRAF-Mutations-Analyse 

durchgeführt worden war, lag in 120 Fällen der Wildtyp vor. Im Wildtyp zeigte 

sich eine nahezu ausgeglichene Verteilung von methylierten und unmethylierten 

Fällen. In den 8 Fällen mit Mutation in BRAF war ein deutlicher Trend 

ersichtlich: 6 Fälle waren methyliert, während nur 2 Fällen nicht methyliert 

waren. Statistische Signifikanz konnte bei geringer Fallzahl nicht ermittelt 

werden. 

CA4-Methylierung Variable Insgesamt

positiv  negativ 

 

 n n (%) n (%) p 

MSI-Status     

MSS/MSI-L 130 63 (48,5%) 67 (51,5%) 

MSI-H 16 13 (81,3%) 3 (18,7%) 

Gesamt 146 76 (52%) 70 (48%) 

0,016 

CIN     

Kein CIN 87 50 (57,5%) 37 (42,5%) 

CIN (>33% LOH) 60 26 (43,3%) 34 (56,7%) 

Gesamt 147 76 (51,7%) 71 (48,3%) 

0,097 

KRAS     

Wildtyp 96 46 (47,9%) 50 (52,1%) 

Exon 12 mutiert 36 21 (58,3%) 15 (41,7%) 

Exon 13 mutiert 13 9 (69,2%) 4 (30,8%) 

Gesamt 145 76 (52,4%) 69 (47,6%) 

0,252 

BRAF     

Wildtyp 120 63 (52,5%) 57 (47,5%) 

Mutiert 8 6 (75%) 2 (25%) 

Gesamt 128 69 (53,9%) 59 (46,1%) 

0,286 

Tabelle 4-10: MSI-Status, CIN, KRAS- und BRAF-Mutation in Korrelation zum 
Methylierungsstatus von CA4 
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4.2.3 Korrelation mit p53-Status 

Insgesamt lagen in 143 Fällen Daten zum p53-Status vor. Diese waren anhand 

immunhistochemischer Untersuchung ermittelt worden. In den Fällen mit p53-

Nachweis zeigten sich mit 42,7% (positiv) zu 57,3% (negativ) beinahe 

ausgewogene Verhältnisse. Bei Abwesenheit von p53 sind mit 68,5% deutlich 

mehr Promotoren methyliert als unmethyliert (31,5%). Es zeigen sich also mehr 

als doppelt so viele Fälle mit positivem Methylierungsstatus als unmethylierte 

Fälle, wenn p53 nicht vorhanden ist. Diese Korrelation ist statistisch signifikant 

mit einem p-Wert von 0,003. 

Variable Insgesamt CA4-Methylierung  

  positiv  negativ  

 n n (%) n (%) p 

p53     

p53 (>5%) 89 38 (42,7)% 51 (57,3%) 

kein p53 54 37 (68,5%) 17 (31,5%) 

Gesamt 143 75 (52,4%) 68 (47,6%) 

0,003 

Tabelle 4-11: p53-Verlust in Korrelation zum Methylierungsstatus von CA4 

 

4.3 Methylierungsanalyse der CIMP-Marker 

Im Anhang sind die Einzelergebnisse der Methylierungsanalyse der CIMP-Marker 

p16, SOCS1 und RUNX3 in Prozent zusammengestellt. In Abbildung 52 sind die 

Verteilungen der Promotormethylierungen von CA4, p16, SOCS1 und RUNX3 in 

Prozent anhand eines Boxplots dargestellt.  

Der maximal erreichte Wert an Methylierung lag bei CA4 bei 73%, bei p16 bei 

94%, bei SOCS1 bei 53% und bei RUNX3 bei 63%. Das Minimum lag bei allen 

Markern bei 0%. Der Median lag bei CA4 bei 10,5%, bei p16 bei 4%. Bei SOCS1 

und RUNX3 lag der Median jeweils bei 0. Im Mittel lag die Methylierung bei 

CA4 bei 18,3%, bei p16 bei 12%, bei SOCS1 bei 3,7% und bei RUNX3 bei 5,4%. 
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Abbildung 52: Verteilung von CA4- und CIMP-Marker-Methylierung in Prozent 

 

Neurog1 und IGF2 sind zwei weitere CIMP-Marker, deren Daten bereits 

vorlagen. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse dieser zwei CIMP-Marker 

werden in den folgenden Berechnungen verwendet.  

Der Methylierungstatus der CIMP-Marker SOCS1, RUNX3, IGF2 und Neurog1 

wurde als positiv gewertet, wenn ihr Wert größer oder gleich 5% war. Bei p16 

wurde ein Cut-off von 10% eingesetzt. Der Cut-off wurde gesetzt, um falsch 

positive Werte zu vermeiden. Bei RUNX3 und SOCS1 (auch bei IGF2 und 

Neurog1) lagen recht eindeutige prozentuale Werte vor, so dass der Cut-off mit 

5% sehr niedrig angesetzt werden konnte. Bei p16 lag der Anteil der 

Methylierung in 71 Fällen um die 5% (3-7%). Um keine falsch-positiven Fälle zu 

produzieren, wurde der Cut-off  mit 10% höher angesetzt.  

Der Promotor von p16 war somit in 26,4% (39 Fälle) der Tumore methyliert, 

RUNX3 zeigte in 18,2% (27 Fälle) und SOCS1 in 12,2% (18 Fälle) einen 

positiven Methylierungsstatus. Der Median lag bei den positiven Fällen von CA4 

bei 29,5%, von p16 bei 36%, von SOCS1 bei 27% und von RUNX3 bei 26%. 
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Prozentuale Verteilung bei positivem Methylierungsstatus
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Abbildung 53: Prozentuale Verteilung bei positivem Methylierungsstatus als Boxplot 

 

Für IGF2 konnte nur in 147 Fällen der Methylierungsstatus erhoben werden. Der 

Fall, für den kein Methylierungswert für IGF2 vorliegt, wurde in den 

Berechnungen, die diesen Marker beinhalten, nicht berücksichtigt.  

Von insgesamt 147 Fällen war in 71 Fällen (48,3%) kein CIMP-Marker positiv, 

während in 11 Fällen (7,5%) alle fünf CIMP-Marker positiv waren. In Abbildung 

54 ist die Häufigkeitsverteilung der synchron methylierten CIMP-Marker 

graphisch dargestellt.   
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Abbildung 54: Häufigkeitsverteilung der Methylierung der CIMP-Marker 
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4.4 Korrelation von CA4- und CIMP-Methylierung 

Die Methylierung aller fünf analysierten CIMP-Marker korreliert signifikant mit 

der Methylierung von CA4. Der p-Wert der Korrelation von p16 mit CA4 beträgt 

0,001, der p-Wert der restlichen CIMP-Marker <0,001. p16 und Neurog1 sind in 

etwas über 70% der Fälle zusammen mit CA4 methyliert, während bei RUNX3, 

SOCS1 und bei IGF2 in über 90% der Fälle eine gemeinsame Methylierung mit 

CA4 vorliegt. 

Variable Insgesamt CA4-Methylierung  

  positiv negativ  

 n n (%) n (%) p 

p16     

negativ 109 47 (43,1%) 62 (56,9%) 

positiv 39 29 (74,4%) 10 (25,6%) 

Gesamt 148 76 (51,4%) 72 (48,6%) 

0,001 

RUNX3     

negativ 121 51 (42,1%) 70 (57,9%) 

positiv 27 25 (92,6%) 2 (7,4%) 

Gesamt 148 76 (51,4%) 72 (48.6%) 

0 

SOCS1     

negativ 130 59 (45,4%) 71 (54,6%) 

positiv 18 17 (94,4%) 1 (5,6%) 

Gesamt 148 76 (51,4%) 72 (48,6%) 

0 

IGF2     

negativ 112 44 (39,3%) 68 (60,7%) 

positiv 35 32 (91,4%) 3 (8,6%) 

Gesamt 147 76 (51,7%) 71 (48,3%) 

0 

Neurog1     

negativ 81 27 (33,3%) 54 (66,7%) 

positiv 67 49 (73,1%) 18 (26,9%) 

Gesamt 148 76 (51,4%) 72 (48,6%) 

0 

Tabelle 4-12: Korrelation Methylierungsstatus CIMP-Marker und CA4 
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In Tabelle 4-13 ist das Verhältnis der übereinstimmenden Methylierung der 

CIMP-Marker und CA4 am Gesamtkollektiv dargestellt. 11,5% des Kollektivs 

sind gleichzeitig im Promotor von CA4 und SOCS1 methyliert und 19,6% der 

Fälle im Promotor von CA4 und p16. Bei RUNX3 und CA4 sind es 16,9%, 

während 21,8% zugleich in IGF2 und CA4 methyliert sind. Die 

Promotormethylierung von Neurog1 hat mit 33,1% den größten Anteil am 

Gesamtkollektiv, welcher auch gleichzeitig mit dem von CA4 methyliert ist. 

  SOCS1 und 
CA4 

RUNX3 und 
CA4 

IGF2 und 
CA4 

Neurog1 und 
CA4 

p16 und   
CA4 

 n % n % n % n % n % 

keiner methyliert 71 48,0 70 47,3 68 46,3 54 36,5 62 41,9 

einer methyliert 60 40,5 53 35,8 47 32,0 45 30,4 57 38,5 

beide methyliert 17 11,5 25 16,9 32 21,8 49 33,1 29 19,6 

Gesamt 148 100 148 100 147 100 148 100 148 100 

Tabelle 4-13: Methylierung von CA4 und CIMP-Markern 

In Abbildung 55 ist die Verteilung der synchronen Methylierung von CA4 und 

den CIMP-Markern graphisch dargestellt. Hier kann man deutlich sehen, dass 

Neurog1 am häufigsten gleichzeitig mit dem Promotor von CA4 methyliert ist. 
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Abbildung 55: Gleichzeitige Methylierung von CA4 und CIMP-Markern 



4 Ergebnisse 79 

In Tabelle 4-14 ist dargestellt, wie sich die CA4-Methylierung in Bezug zur 

CIMP-Marker-Methylierung verhält. 32,9% der Fälle, welche in der 

Promotorregion von CA4 eine Methylierung aufwiesen, zeigten keine 

Methylierung der CIMP-Marker. Ab 3 positiven CIMP-Markern war CA4 immer 

methyliert. Alle sechs Marker waren in 11 Fällen (7,5%) gleichzeitig positiv, 

während in 31,3% weder einer der CIMP-Marker noch CA4 methyliert war. In 

20,4% der Fälle liegt ein positiver CIMP-Status vor (> 3 CIMP-Marker positiv). 

Wenn man CA4 als CIMP-Marker wertet, erhöht sich die Zahl der CIMP-

positiven Tumore auf 25,9% (38 Fälle). 

CA4-Methylierung Variable 

negativ positiv 

  n % n % 

0 CIMP-Marker positiv 46 64,8% 25 32,9% 

1 CIMP-Marker positiv 17 23,9% 13 17,1% 

2 CIMP-Marker positiv 8 11,3% 8 10,5% 

3 CIMP-Marker positiv 0 0% 8 10,5% 

4 CIMP-Marker positiv 0 0% 11 14,5% 

5 CIMP-Marker positiv 0 0% 11 14,5% 

Gesamt 71 100% 76 100% 

Tabelle 4-14: Kreuztabelle zur CA4- und CIMP-Marker-Methylierung 

In Abbildung 56 ist eine graphische Darstellung der Häufigkeitsverteilung der 

zugleich methylierten Marker inklusive CA4 zu sehen. 
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Abbildung 56: Synchrone Methylierung aller CIMP-Marker und CA4 
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4.5 Überlebenskurven 

4.5.1 Progressionsfreies Überleben 

Das progressionsfreie Überleben wurde analog zu dem des Ausgangskollektives 

bestimmt. Es wurde jede Verschlechterung der Erkrankung oder der Tod des 

Patienten als Endpunkt festgelegt. Zweitmalignome wurden nicht als Progression 

der Erkrankung gewertet. 

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied im progressionsfreien Überleben von 

Fällen mit positivem und negativem Methylierungsstatus (p=0,894). Im Mittel 

überlebten Patienten mit positiver Methylierung von CA4  82,54 Monate und mit 

negativer 77,11 Monate progressionsfrei. 

 

 

Abbildung 57: Progressionsfreies Überleben bei Patienten mit positivem und negativem 
Methylierungsstatus 
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Führt man jedoch eine weitere Unterteilung der positiv- und negativmethylierten 

Fälle in Hinsicht auf Chemotherapiegabe durch, ergeben sich Unterschiede im 

Verlauf.  

Patienten mit positivem Methylierungsstatus überlebten im Mittel 56,13 Monate 

progressionsfrei, wenn sie nicht chemotherapeutisch behandelt wurden, während 

die Patienten, die eine Chemotherapie erhalten hatten, 86,37 Monate im Mittel 

ohne Rezidiv überlebten. Dieser Unterschied im progressionsfreien Überleben der 

beiden Subgruppen ist mit p=0,01 statistisch signifikant.  

Bei den methylierungsnegativen Fällen hingegen, hat sich kein signifikanter 

Unterschied (p=0,191) im mittleren progressionsfreien Überleben bei Patienten 

mit und ohne Chemotherapie ergeben. Die Patienten mit Chemotherapie 

überlebten 69,93 Monate rezidivfrei und die Patienten, die keine Chemotherapie 

erhalten hatten, 92,7 Monate. 

 

Methylierung von CA4 

positiv negativ 

keine Chemo Chemo p keine Chemo Chemo p 

56,13 

(n = 25) 

86,37 

(n = 51) 0,01 

92,70 

(n = 19) 

69,93 

(n = 53) 0,191 

Tabelle 4-15: Progressionsfreies Überleben in Monaten in Abhängigkeit von 
Methylierungsstatus und Gabe von Chemotherapie 

 

In Abbildung 58 ist das progressionsfreie Überleben bei Patienten mit positivem 

und in Abbildung 59 mit negativem Methylierungsstatus von CA4 in 

Abhängigkeit von Chemotherapiegabe als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. 
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Abbildung 58: Progressionsfreies Überleben bei positivem Methylierungsstatus von CA4 in 
Abhängigkeit von Chemotherapiegabe 

 

 

Abbildung 59: Progressionsfreies Überleben bei negativem Methylierungsstatus von CA4 in 
Abhängigkeit von der Gabe von Chemotherapie 



4 Ergebnisse 83 

4.5.2 Overall Survival  

Das Gesamtüberleben wurde analog zu dem des Ausgangskollektives bestimmt. 

Der Tod des Patienten wurde als Endpunkt gesetzt. Zur Berechnung des Follow-

up der lebenden Patienten wurde das letztbekannte Datum herangezogen, an dem 

der Patient zur Untersuchung oder Therapie vorstellig wurde. 

4.5.2.1 Overall Survival CA4 

Im Gesamtüberleben ergibt sich kein signifikanter Unterschied bei Patienten mit 

positivem und negativem Methylierungsstatus (p=0,693). Die Patienten, deren 

Tumore eine positive Methylierung zeigten, überlebten im Mittel 87,96 Monate 

und die mit negativem Status 87,54 Monate. 

 

 

Abbildung 60: Gesamtüberleben von Patienten mit positivem und negativem 
Methylierungsstatus 
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Wie beim rezidivfreien Überleben zeigt sich auch beim Gesamtüberleben ein 

signifikanter Unterschied bei den Patienten mit Methylierung in der 

Promotorregion von CA4, die Chemotherapie erhalten hatten, und den positiven  

Fällen ohne chemotherapeutische Behandlung (p=0,002).  

Die positiven Fälle ohne Chemotherapie überlebten im Mittel nur 60,64 Monate, 

während die Patienten mit Chemotherapie 93,31 Monate mittleres Überleben 

aufwiesen. Die Patienten mit positivem Methylierungsstatus und 

chemotherapeutischer Behandlung lebten also im Mittel 32,67 Monate länger, als 

die Patienten ohne Chemotherapie.  

Bei den in CA4 methylierungsnegativen Fällen hingegen ergab sich kein 

signifikanter Unterschied im Überleben der Patienten mit und ohne 

Chemotherapie (p=0,229). In Fällen mit negativem Methylierungsstatus 

überlebten die Patienten im Mittel 99,38 Monate, wenn sie keine Chemotherapie 

erhalten hatten, und 81,2 Monate, wenn sie chemotherapeutisch behandelt 

wurden. 

Methylierung Marker 

positiv negativ 

 keine Chemo Chemo p keine Chemo Chemo p 

CA4       

 60,64 

(n = 25) 

93,31 

(n = 51) 
0,002 

99,38 

(n = 19) 

81,2 

(n = 53) 
0,229 

Tabelle 4-16: Mittleres Gesamtüberleben in Monaten in Abhängigkeit von CA4-
Methylierungsstatus und Gabe von Chemotherapie 

 

In Abbildung 61 ist das Gesamtüberleben bei methylierungspositiven Fällen und 

in Abbildung 62 bei negativen Fällen in Abhängigkeit von Chemotherapiegabe als 

Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. 
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Abbildung 61: Überlebenskurve bei positivem Methylierungsstatus von CA4  in 
Abhängigkeit von Chemotherapiegabe 

 

 

Abbildung 62: Überlebenskurve bei negativem Methylierungsstatus von CA4 in 
Abhängigkeit von Chemotherapiegabe 
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4.5.2.2 Overall Survival CIMP-Marker 

Eine signifikante Unterscheidung der Überlebenskurven zeigte sich weder bei den 

methylierungspositiven noch bei den –negativen Fällen von p16, SOCS1, 

RUNX3, IGF2 und Neurog1, wenn man sie in Gruppen mit und ohne 

Chemotherapie unterteilt. Ebenso verhielt es sich mit den CIMP-Fällen. Der 

CIMP-Status hatte keinen Einfluss auf das mittlere Überleben. Ein positiver 

CIMP-Status wurde ab drei positiven Fällen definiert (145). Patienten mit 

Tumoren mit positivem CIMP-Status überlebten im Mittel 78,74 Monate, 

während Patienten mit CIMP-negativen Tumoren ein mittleres Überleben von 

89,3 Monaten zeigten (p=0,678).  

 

Abbildung 63: Gesamtüberleben der CIMP-positiven und –negativen Fälle 
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Abbildung 64: Gesamtüberleben der CIMP-positiven Fälle in Abhängigkeit von 
Chemotherapie 

 

 

Abbildung 65: Gesamtüberleben der CIMP-negativen Fälle in Abhängigkeit von 
Chemotherapie 
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Die genauen mittleren Überlebenszeiten und p-Werte für die jeweiligen Gruppen 

sind der Tabelle 4-17 zu entnehmen. 

Methylierung Marker 

positiv negativ 

 keine Chemo Chemo p keine Chemo Chemo p 

p16       

 52,58 

(n = 15) 

82,83 

(n = 24) 
0,300 

83,08 

(n = 29) 

88,46 

(n = 80) 
0,420 

SOCS1       

 80,8 

(n = 5) 

102,03 

(n = 13) 
0,398 

77,56 

(n = 39) 

85,01 

(n = 91) 
0,254 

RUNX3       

 59,1 

(n = 10) 

89,22 

(n = 17) 
0,109 

83,59 

(n = 34) 

86,69 

(n = 87) 
0,522 

IGF2       

 67 

(n = 11) 

87,45 

(n = 24) 
0,209 

80,63 

(n = 33) 

87,51 

(n = 79) 
0,315 

Neurog1       

  61,92 

(n = 25) 

87,92 

(n = 42) 
0,053 

92,78 

(n = 19) 

86,17 

(n = 62) 
0,859 

CIMP       

 68,7 

(n = 10) 

85,15 

(n = 20) 
0,291 

80,890 

(n = 34) 

88,440 

(n = 83) 
0,281 

Tabelle 4-17: Mittleres Gesamtüberleben in Monaten in Abhängigkeit von CIMP-
Methylierungsstatus und Gabe von Chemotherapie 
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Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtüberleben der Patienten 

mit Methylierung in CA4 bei positivem bzw. negativem CIMP-Status. So 

überlebten die Patienten mit Methylierung in CA4 und positivem CIMP-Status im 

Mittel 78,74 Monate, während Patienten mit negativem CIMP-Status in dieser 

Gruppe 87,92 Monate überlebten. Bei negativem Methylierungsstatus von CA4 

gab es nur Fälle mit negativem CIMP-Status. Diese Patienten überlebten im Mittel 

87,54 Monate. 

Methylierung CA4 

positiv negativ 

CIMP-positiv CIMP-negativ p CIMP-positiv CIMP-negativ p 

      

78,74 

(n = 30) 

87,92 

(n = 46) 0,789 
- 

(n=0) 

87,54 

(n = 72) - 

Tabelle 4-18: Mittleres Gesamtüberleben in Monaten in Abhängigkeit von CIMP-Status und 
Methylierung von CA4 
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5 Diskussion 

5.1 Statistische Analyse des Ausgangskollektives 

In den nun folgenden Abschnitten wird Stellung genommen zu den Ergebnissen 

der statistischen Analyse des Ausgangskollektives. Der Aufbau ist analog zum 

Ergebnisteil. 

5.1.1 Prätherapeutische Behandlungssituation 

Vor Beginn der Behandlung befand sich nur ein geringer Anteil der Patienten in 

einem schlechten körperlichen Zustand (1,8%). Jedoch nur bei weniger als der 

Hälfte der Fälle war bekannt, in welcher körperlichen Verfassung sie sich 

befanden (siehe Abbildung 14). Daher ist die Aussage, dass sich der Großteil der 

Patienten in gutem körperlichen Zustand befand und der daraus resultierende 

Umkehrschluss nur bedingt verwertbar. Man könnte jedoch argumentieren, dass 

in der Praxis bei Patienten mit reduziertem Allgemeinzustand eher eine 

standardisierte Einschätzung der Leistungsfähigkeit getroffen wird, um dies zu 

dokumentieren, als bei Patienten mit gutem Befinden. Wenn man diese Annahme 

zu Grunde legt, könnte die erhobene Verteilung der Wirklichkeit im 

Gesamtkollektiv in etwa entsprechen.  

Obwohl sich ein nicht unwesentlicher Teil der Patienten in einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium befand (26,5%), wurde in fast allen Fällen ein 

kuratives Behandlungsergebnis angestrebt (93,2%).  

5.1.2 Tumorlokalisation 

Im Vergleich zum Verteilungsmuster in der Gesamtbevölkerung hatten sich 

prozentual weniger Karzinome im Rektum, im Sigma und in der rektosigmoidalen 

Übergangszone befunden. Dafür waren mehr Tumore im Zäkum lokalisiert (127). 

Die Verteilung entsprach also nicht exakt dem der Gesamtbevölkerung, aber die 

jeweiligen Tendenzen waren ähnlich (siehe Abbildung 18).  

Das Auftreten von synchronen kolorektalen Zweit- bzw. Drittkarzinomen liegt mit 

7,4% nur minimal über dem in der Literatur genannten Wert von 4% (11). 

Alle metastasierten Fälle wiesen eine Lebermetastasierung auf. Dies entspricht 

dem primären hämatogenen Metastasierungsweg bei nicht-tiefsitzenden KRK 
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über die Vena portae. Diesem Weg entsprechend, zeigte sich die Lunge als 

zweites befallenes Organ (78). Andere Metastasen lagen bei Diagnosestellung 

nicht vor. 

5.1.3 Operation 

Im Gegensatz zur Leistungserfassung über den ECOG, war in nahezu allen Fällen 

(98,2%) eine Aussage über das Operationsrisiko in Form des ASA-Score (112) 

getroffen worden. Bei einem nicht unerheblichen Teil der Fälle (20,4%) lag zum 

Zeitpunkt der ersten Operation eine weitere schwere systemische Erkrankung vor 

(siehe Abbildung 19). 

Die R0-Resektion war das anzustrebende Ziel der Operation. Dies konnte auch bei 

der Mehrheit der Fälle erreicht werden (84%). In der heute gängigen 

Tumorchirurgie wird versucht, den Tumor als Ganzes (en-bloc) zu entfernen, 

sodass das Risiko einer Streuung von Tumorzellen in den Operationssitus 

reduziert wird. Die Fähigkeit des Chirurgen ist als unabhängiger Prognosefaktor 

für das Überleben des Patienten anerkannt (56). Bei 4,3 % der Fälle konnte nur 

eine R1-Situation erreicht werden. Eine Nachresektion konnte in keinem der Fälle 

erfolgen, da bereits bei der Primäroperation sehr schwierige 

Operationsbedingungen bestanden oder – wie in zwei Fällen – nur die 

Spülzytologie positiv war, was auch als R1-Situation gewertet werden muss. 

Leitliniengerecht muss bei einer R1-Situation zumindest eine adjuvante Therapie 

durchgeführt werden (126). Hier zeigen sich die Limitationen einer retrospektiven 

Datenanalyse. In drei Fällen konnte das weitere Prozedere nicht eindeutig erfasst 

werden. Diesen Patienten wurde eine Chemotherapie angeraten, aber es liegen 

keine Daten vor, ob diese durchgeführt wurde. Falls die Patienten bei einem Arzt 

zur Therapie vorstellig wurden, welcher Informationen nicht an das 

Tumorzentrum Regensburg weitergab, sind diese Daten für diese Studie verloren 

gegangen. In einem weiteren Fall konnte ermittelt werden, dass sich der Patient 

gegen eine adjuvanten Therapiemaßnahme entschieden hatte. Es zeigt sich, dass 

gelegentlich individuelle Therapieentscheidungen vom Patienten selbst oder vom 

Behandler getroffen werden, welche von den Leitlinien abweichen. In diesem Fall 

war die Entscheidung rückblickend wohl gerechtfertigt, da sich bei einer 

Nachuntersuchung des Patienten zwei Jahre nach Erstdiagnose kein Anzeichen für 

ein Rezidiv der Erkrankung gezeigt hatte. Laut einer Studie ereignen sich 40-50% 
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der Rezidive kolorektaler Tumore im ersten Jahr. 90% nach vier Jahren (87). Um 

die Entscheidung endgültig zu werten, müsste ein Intervall von fünf Jahren 

betrachtet werden. Diese Informationen lagen bei diesem Patienten nicht vor. 

Therapieentscheidungen abweichend von den Leitlinien müssen jedoch unbedingt 

Ausnahmen bleiben, da in den meisten Fällen die Patienten nicht profitieren. Bei 

den R2-Situationen waren in allen Fällen Fernmetastasen vorhanden, welche nicht 

operativ entfernt worden waren. Daraus ergibt sich die R2-Resektion.  

Die Tumore wurden entsprechend ihrer Lokalisation und Ausdehnung chirurgisch 

therapiert (siehe Abbildung 20 und Tabelle 4-3). Insgesamt war der offene 

Zugang die bevorzugte Methode im Kollektiv. Da das Kollektiv in einem 

Zeitraum von 1993 bis 2004 rekrutiert wurde, ist der Zugangsweg sicherlich nicht 

mehr mit heutigen Daten zu vergleichen. Die Laparoskopie ist in den letzten 

Jahren zunehmend populärer geworden und in den Krankenhäusern der Region 

werden zunehmend laparoskopische Operationen auch in der Tumorchirurgie 

vorgenommen.  

5.1.4 Histologie 

Wie zu erwarten, waren die meisten Tumore Adenokarzinome (82,1%). Dies 

entspricht in etwa den Zahlen in der Literatur mit 85-90% (52). Als zweithäufigste 

Entität zeigte sich – der Literatur entsprechend – das muzinöse Adenokarzinom. 

Neuroendokrine Tumore stellen eigentlich eine eigenständige Tumorerkrankung 

dar und hätten daher in einer reinen Betrachtung des KRK nicht berücksichtigt 

werden dürfen. Aufgrund der Lokalisation wurde der Fall dennoch aufgenommen.  

Interessanterweise wies keiner der Tumore einen guten oder einen 

entdifferenzierten Differenzierungsgrad auf. Die neuere Einteilung des Gradings 

bezieht sich auf ein zweigliedriges System. Hier werden G1/G2 Tumore als low-

grade und G3/G4 Tumore als high-grade Tumore klassifiziert (31). Demnach 

wären nicht ganz zwei Drittel der Tumore low-grade differenziert und ca. ein 

Drittel high-grade.  

Vom Tumorstadium und der Lymphknoteninfiltration her zeigten sich die Tumore 

im Kollektiv weit fortgeschritten. Der Großteil der Tumore befand sich im pT3-

Stadium (66%). Ein ähnlich hoher Wert für pT3-Tumore (54,5%) wird auch aus 

dem Tumorregister München gemeldet. 17,9% der Tumore waren im 
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Ausgangskollektiv im pT4-Stadium und damit waren auch sehr weit 

fortgeschrittene Tumorstadien stark vertreten. Auch bei den pT4-Tumoren ist eine 

Vergleichbarkeit mit den Daten aus München gegeben. Hier hatten sich 15,6% im 

pT4-Stadium gezeigt. Lediglich im pT1-Stadium gehen die Angaben mit 0,6% im  

hier analysierten Kollektiv und 10,9% aus München stark auseinander. Die hier 

erhobenen Daten für den Nodalstatus korrelieren nicht mit den Daten des 

Tumorregisters in München. In München wurde eine absteigende Häufigkeit 

bezüglich des Nodalstatus verzeichnet. Der Großteil der Fälle ist demnach pN0 

(56,3%). Im hier analysierten Kollektiv zeigen sich nur 26,5% der Tumore negativ 

bezüglich eines Lymphknotenbefalls. Im Gegensatz dazu zeigt sich im 

Ausgangskollektiv der überwiegende Teil der Tumore mit pN1 (45,7%). Das 

Münchner Tumorregister hingegen meldet lediglich 21,4% der Tumore im pN1-

Stadium. Mit den Daten aus München deckt sich jedoch wieder die Verteilung der 

UICC-Stadien. So wurde auch in München am häufigsten das UICC-Stadium 3 

registriert (138). Da die Daten zumindest im UICC- und pT-Stadium mit den 

Daten aus München korrelieren und mit 162 die Fallzahl recht groß ist, kann man 

davon ausgehen, dass es sich um ein  realistisches Abbild der 

Darmkrebsneuerkrankungen in der Region von 1993 bis 2004 handelt. Interessant 

wäre es nun, die Zahlen in der Region ab der Einführung der 

Früherkennungskoloskopie im Rahmen des deutschen 

Früherkennungsprogrammes im Oktober 2002 im Vergleich zu diesen Daten zu 

sehen. Erste Zahlen zeigen, dass durch die Screeningkoloskopien in Deutschland 

Karzinome in einem früheren Stadium entdeckt werden können oder sogar die 

Verhütung der Karzinomentstehung erreicht werden kann (17). Dies würde 

natürlich eine rege Teilnahme der Bevölkerung an einem solchen Programm 

voraussetzen. 

5.1.5 (Neo-)adjuvante Therapie 

Nur wenige Fälle waren mit einer neoadjuvanten Radiochemotherapie behandelt 

worden (4 Fälle). Insgesamt ist daher die Fallzahl zu klein, um eine Aussage 

bezüglich der Effektivität einer neoadjuvanten Therapie im Ausgangskollektiv zu 

treffen. Ebenso verhält es sich bei den Fällen, in denen eine adjuvante 

Radiotherapie durchgeführt wurde. Aus diesem Grunde wurde auf eine gesonderte 

Auswertung der strahlentherapeutisch behandelten Patienten verzichtet. Alle 

strahlentherapeutisch behandelten Patienten, bis auf einen Fall, wurden auch 
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chemotherapeutisch behandelt. Diese Fälle fließen im Rahmen dieser Auswertung 

ein.  

Insgesamt wurden über die Hälfte der Patienten bei Primärdiagnose 

chemotherapeutisch behandelt. Eigentlich hätte, wenn man die Verteilung der 

UICC-Stadien im Kollektiv betrachtet (siehe Tabelle 4-7), bei mehr Patienten laut 

aktuell geltenden Leitlinien eine adjuvante Therapie durchgeführt werden müssen. 

So wäre im Stadium 3 eine adjuvante Therapie obligat (126). Tatsächlich haben 

jedoch nur 68,5% der Patienten in diesem Stadium eine Chemotherapie erhalten. 

Bei einigen Fällen könnte es möglich sein, dass eine Chemotherapie durchgeführt 

worden ist, ohne dass dies durch die retrospektive Datenanalyse erfasst werden 

konnte. In den restlichen Fällen wurde wohl keine adjuvante Therapie 

durchgeführt, teils auf Patientenwunsch, teils als Entscheidung des behandelnden 

Arztes. Bei den chemotherapeutisch behandelten Patienten wurde in beinahe allen 

Fällen eine 5FU-haltige Chemotherapie angewandt. Ausnahmen waren vier 

Patienten, welche im Rahmen einer Studie mit Panorex behandelt wurden und drei 

Patienten, welche mit einer Capecitabine-Monotherapie behandelt wurden. 

Einmalig wurde Panorex zusammen mit 5FU appliziert. Studien zeigen einen 

absoluten Überlebensvorteil von 10-15% unter einer Therapie mit 5FU im UICC-

Stadium 3 (95). Das am häufigsten angewandte Regime war das Mayo-Protokoll 

[Leucovorin 20mg/m²KOF + 5FU 425 mg/m²KOF Tag 1-5, Wiederholung Tag 28 

über 6 Zyklen (114)]. Dieses Schema wurde auch oft bei Patienten im UICC-

Stadium 3 eingesetzt. Nach den aktuell geltenden S3-Leitlinien sollte jedoch in 

diesem Fall bei fehlenden Kontraindikationen eine oxaliplatinhaltige 

Chemotherapie angewandt werden. Nur im Stadium 2 ist ein 

Fluoropyrimidinmonotherapie (z. B. 5FU/Folinsäure oder Capecitabine) 

vorgesehen (126). Problematisch in dieser Studie ist der lange 

Beobachtungszeitraum, in welchem ein großer Wandel in der Applikation der 

Chemotherapeutika erfolgte. Man muss also davon ausgehen, dass ein Großteil 

der Patienten, nach heute gängigen Maßstäben, nicht adäquat behandelt wurde. 

Der Vorteil hingegen ist, dass zwei Gruppen von Patienten im gleichen Stadium 

mit und ohne Chemotherapie vorliegen. Hierdurch können vergleichende Studien 

z.B. über den Einfluss genetischer Marker auf die Effektivität der Chemotherapie 

– wie im zweiten Teil dieser Arbeit – durchgeführt werden. 
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5.1.6 CEA-Werte 

Die Verlaufskontrolle des CEA-Wertes soll laut S3-Leitlinie zur 

Therapieüberwachung und zur Nachsorge eingesetzt werden (126). Als 

Screeningparameter in der asymptomatischen Bevölkerung ist dieser 

Tumormarker aufgrund mangelnder Sensitivität und Spezifität vor allem in der 

asymptomatischen Bevölkerung – wie beinahe alle Tumormarker – nicht geeignet 

(38). Interessanterweise war bei den Fällen im UICC-Stadium 1 der CEA-Wert 

nicht signifikant erhöht. Es gab jedoch auch eine beträchtliche Anzahl von Fällen 

mit weit fortgeschrittenen  Tumorleiden, welche keine Erhöhung des CEA-Wertes 

aufzeigten (siehe Tabelle 4-8). Dies untermauert die vorhin beschriebene 

mangelnde Sensitivität. Es ergab sich jedoch eine statistische Signifikanz für den 

Zusammenhang, dass ein erhöhter CEA-Wert ein Indikator für ein weit 

fortgeschrittenes Tumorstadium ist. Dieses Ergebnis korreliert mit den Angaben 

in der Literatur, dass der Anteil an Patienten mit erhöhtem CEA-Wert in 

fortgeschrittenen Tumorstadien ansteigt (20). 

Wenn man nun den Verlauf der CEA-Werte prä- und posttherapeutisch verfolgt, 

kann man eindeutig eine Reduktion der Höhe der CEA-Werte sehen (siehe 

Abbildungen 29 und 30). Dies ist verständlich, da der Tumor CEA exprimiert 

(46). Nach Entfernung der Tumormasse muss der CEA-Wert folglich sinken. Falls 

der CEA-Wert nach der Behandlung noch signifikant erhöht ist, spricht dies – 

abgesehen von Fällen, in denen ein falsch positives Ergebnis vorliegt – dafür, dass 

nicht die komplette Tumormasse entfernt worden ist. Dies war z. B. der Fall bei 

der Patientin mit dem postoperativen CEA-Wert von 140,7 ng/ml. In diesem Fall 

lagen bereits bei Diagnosestellung Leber- und Lungenmetastasen vor, welche 

nicht chirurgisch entfernt werden konnten. Es wurde lediglich der Primärtumor 

entfernt. Der CEA-Wert war zwar nach der Operation gesunken (präoperativ 

175,3 ng/ml), jedoch wurde durch die Filiae weiterhin CEA vom Tumor 

produziert. Bei zwei weiteren Fällen war der CEA-Wert postinterventionell um 

die 30 ng/ml erhöht. Beide Patienten hatten Leberfiliae, welche nicht chirurgisch 

therapiert wurden. In einem der beiden Fälle hatte sich jedoch nach chirurgischer 

Resektion des Primärtumors und nach Chemotherapie ein signifikanter Rückgang 

des CEA-Wertes gezeigt. Beim anderen Fall hatte der Patient wohl kein 

Ansprechen auf die Therapie gezeigt und der CEA-Wert war unter Therapie sogar 

angestiegen. Auch durch andere Untersuchungen war ein Tumorprogress zu 
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verzeichnen gewesen. Die Chemotherapie wurde in diesem Fall abgebrochen und 

der Patient verstarb im Beobachtungszeitraum. Im Großteil der Fälle (85%) hatte 

sich der posttherapeutische CEA-Wert im Normbereich befunden. In den Fällen, 

in denen sich der CEA-Wert nach Therapie zwischen 5-15 ng/ml befunden hatte, 

ist von einer Grauzone zu sprechen. Hierbei liegt zwar keine signifikante 

Erhöhung des CEA-Wertes vor, aber er befindet sich auch nicht im Normbereich. 

Wie bereits zuvor erwähnt, ist auch die Spezifität des CEA-Wertes nur mäßig 

(38). Falls andere Hinweise auf einen Tumorprogress bzw. –persistenz fehlen, 

sollte an diesem Wert alleine keine Therapieindikation gestellt werden, aber die 

Nachbeobachtung des Patienten intensiviert werden (126). Insgesamt hat sich aus 

den Daten gezeigt, dass der CEA-Wert einen guten Verlaufsparameter darstellt, 

aber aufgrund der mangelnden Sensitivität und Spezifität nicht alleine zur 

Therapieevaluation herangezogen werden kann. 

5.1.7 Rezidive 

Obwohl insgesamt ein recht weit fortgeschrittenes Tumorstadium im 

Ausgangskollektiv bei Erstdiagnose vorlag, blieben 70,4% der Patienten 

rezidivfrei im Beobachtungszeitraum. Das bedeutet, dass diese Patienten durch 

die Therapie geheilt wurden. Hier muss wieder darauf hingewiesen werden, dass 

es sich bei der Datenerhebung um eine retrospektive Analyse handelt und 

eventuell einige Rezidive nicht erfasst wurden, falls sich die Patienten in einem 

anderen Krankenhaus oder bei einem niedergelassenen Onkologen vorgestellt 

hatten und die Informationen nicht an das Tumorzentrum Regensburg 

weitergeleitet wurden.  

Bei einem Drittel der Patienten wurde ein Rezidiv verzeichnet. In einer 

Metaanalyse von Patienten mit KRK nach kurativ intendierter Operation hatten 

sich Rezidivraten von 19-57% gezeigt (36). Das hier analysierte Kollektiv liegt 

also mit 29,6% im unteren mittleren Bereich, obwohl in diesem Wert auch die 

palliativen Fälle eingeschlossen sind. Vorrangig handelte es sich um 

Fernmetastasen als Ausdruck eines Rezidivs. Hauptort der Fernmetastasierung 

war die Leber (47,7%). Sehr häufig (13,6%) traten auch Peritonealkarzinosen auf. 

Auch in der Literatur wird die Lebermetastasierung am häufigsten beobachtet 

(33%). Zweithäufigste Manifestation eines Rezidivs sind laut Literatur 
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Lungenmetastasen mit 22% (40). Mit 9,1% war die Inzidenz an 

Lungenmetastasen im Ausgangkollektiv deutlich geringer. 

5.1.8 Rezidivfreies Überleben 

Wie zu erwarten, war bei Patienten mit weit fortgeschrittenem Tumorstadium die 

Rezidivwahrscheinlichkeit höher, als bei Patienten mit lokalisiertem Befund bei 

Erstdiagnose (siehe Abbildung 34). Die Patienten, welche bereits im UICC-

Stadium 1 identifiziert wurden, konnten alle geheilt werden. Im UICC-Stadium 4 

zeigten 78,6% der Fälle einen Progress der Erkrankung im 

Beobachtungszeitraum. Somit konnte bei 3 Fällen (21,4%) trotz des weit 

fortgeschrittenem Tumorstadiums ein sehr guter Therapieerfolg verzeichnet 

werden. Im UICC-Stadium 3 blieb über die Hälfte rezidivfrei, obwohl – wie 

bereits oben erwähnt – nach den aktuellen Leitlinien nicht optimal therapiert 

wurde. Im Stadium 2 blieben sogar drei Viertel der Patienten rezidivfrei.  

Interessanterweise ergab sich kein Unterschied bezüglich der Rezidivrate bei 

Patienten mit G2- und G3-differenzierten Tumoren (siehe Abbildung 35). 

Patienten mit high-grade Tumoren hatten also die gleiche Rezidivhäufigkeit, wie 

Patienten mit low-grade Tumoren. Eigentlich hätte man erwartet, dass 

aggressivere Tumore eher Rezidive hervorbringen würden. Das 

Differenzierungsstadium ist ein unabhängiger prognostischer Faktor. So ist eine 

schlechte Differenzierung in der Literatur mit einer ungünstigen Prognose 

assoziiert (23). 

Selbsterklärend ist wohl der Zusammenhang, dass Patienten mit makroskopisch 

oder mikroskopisch verbliebenem Tumorrest einen geringeren Zeitraum bis zum 

Rezidiv aufwiesen, als Patienten mit komplett entfernter Tumormasse (siehe 

Abbildung 36). Es ist jedoch anzumerken, dass eine R1-Resektion gegenüber der 

R2-Resektion eine bedeutende Verlängerung des rezidivfreien Überlebens gezeigt 

hatte. 

Bezüglich der Auswertung der Lymph- und Blutgefäßinfiltration in Korrelation 

zum rezidivfreien Überleben ist anzumerken, dass hier die Fallzahl sehr gering ist. 

Bei beiden Betrachtungen ergab sich kein signifikanter Unterschied im 

rezidivfreien Überleben, obwohl das mittlere Überleben in Monaten in den 

jeweiligen Gruppen deutlich divergiert (siehe Abbildungen 37 und 38). Die 
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fehlende Signifikanz muss wohl mit der geringen Fallzahl begründet werden. 

Lymph- und Blutgefäßeinbrüche sind vergleichsweise neue Parameter, welche 

vom Pathologen begutachtet werden. Eine standardmäßige Bewertung der 

Gefäßinfiltration wird in den S3-Leitlinien noch nicht gefordert (126). Eine 

Infiltration der Blut- oder Lymphgefäße ist in der Literatur mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert (94). 

5.1.9 Overall Survival 

Die Betrachtung des Overall Survival zeigt eine weitere Schwierigkeit der 

Datenanalyse auf. Die gemeldeten Todesursachen entsprechen rein den 

subjektiven Wahrnehmungen des Arztes, welcher den Totenschein ausgestellt 

hatte. Keiner der Patienten war obduziert worden. Oft konnte die Todesursache 

nicht ermittelt werden. Bei 58,3% der Fälle wurde zwar eine tumorbedingte 

Todesursache vermutet, aber ein Beweis war nicht zu erbringen. Somit wird 

zusammengenommen bei 81,2% der Fälle ein Tod aufgrund der Tumorerkrankung 

vermutet oder gilt als bewiesen. Beinahe ein Drittel der Patienten im 

Ausgangskollektiv verstarb. Anzumerken ist, dass nur ein Patient im Kollektiv an 

Behandlungskomplikationen verstarb. 

Die Überlebensraten von Krebspatienten in Deutschland werden von den 

einzelnen Tumorzentren und Tumorregistern gepflegt. Hier werden nun Angaben 

vom Tumorzentrum Erlangen (59), Tumorregister München (138) und 

Tumorzentrum Rheinland-Pfalz (117) mit den in dieser Arbeit erhobenen Werten 

verglichen. Zum internationalen Vergleich werden die SEER-Daten vom National 

Cancer Institute (USA) (97) herangezogen. Alle Angaben beziehen sich auf 5-

Jahres-Überlebensraten. In dieser Arbeit beziehen sich die Überlebensraten jedoch 

auf den gesamten Beobachtungszeitraum (0-140 Monate, Median 45 Monate). 

Hierdurch ist zwar keine exakte Vergleichbarkeit gegeben, die Tendenzen 

zeichnen sich jedoch deutlich ab. In den Tumorregistern und -zentren waren im 

UICC-Stadium I 5-Jahres-Überlebensraten von > 80,1% verzeichnet worden. Im 

Ausgangskollektiv hatten alle Patienten (100%) in diesem Stadium überlebt. Im 

UICC-Stadium 2 zeigten sich mit 87,5% Überlebensrate im Ausgangskollektiv 

vergleichbare Werte mit den Daten aus Rheinland-Pfalz (87,8%) und Erlangen 

(85%). In München war mit 67% die geringste 5-Jahres-Überlebenquote in 

diesem Stadium ermittelt worden. In den SEER-Daten wurde nicht zwischen 
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UICC-Stadium 1 und 2 differenziert. So wird dort im lokalisierten Stadium (^ 

UICC-Stadium 1+2) eine 5-Jahresüberlebensrate von 90,1% beschrieben. Mit 

61,8% entspricht die Überlebensrate im UICC-Stadium 3 den von den nationalen 

und internationalen Studien erhobenen Werten von 49,9%-69,2%. Lediglich im 

UICC-Stadium 4 differierten die Werte stark. So werden in den Studien 5-Jahres-

Überlebensraten von 8,5%-11,7% beschrieben, während in dem hier untersuchten 

Kollektiv 50% der Patienten im Beobachtungszeitraum überlebten 

(59,97,117,138). Wie bereits erwähnt, entsprach der mediane 

Beobachtungszeitraum mit 3,75 Jahren nicht einem 5-Jahres-Intervall, doch 

wurden Todesdaten dem Tumorzentrum Regensburg im Jahre 2009 entnommen. 

Dies sind genau fünf Jahre nach dem letzten Einschluss der Fälle. Unter der 

Annahme, dass dem Tumorzentrum Regensburg alle oder zumindest die meisten 

Todesfälle gemeldet wurden, liegt also bezüglich der Sterblichkeit ein 

Nachbeobachtungszeitraum von mindestens fünf Jahren vor.  Daher sind die 

Daten aus der Literatur und die Daten im Ausgangskollektiv gut vergleichbar und 

es kann postuliert werden, dass insgesamt ein ähnliches und im Stadium IV sogar 

besseres Gesamtüberleben  erreicht wurde, als in der Gesamtbevölkerung. 

Wie zuvor bei der Betrachtung des rezidivfreien Überlebens, war auch in der 

Auswertung des Gesamtüberlebens – korreliert mit dem Grading der Tumore – 

kein signifikanter Unterschied im Überleben vorhanden (siehe Abbildung 42). 

Zwar überlebten die Patienten mit gut differenzierten Tumoren im Mittel etwas 

länger, als die Patienten mit G3-Tumoren, aber signifikant war dieser Unterschied 

nicht. Dieses Ergebnis ist sehr verwunderlich und entspricht nicht dem in der 

Literatur angegebenem negativem Prognosefaktor bei schlecht differenzierten 

Tumoren (23). 

Naturgemäß ist bei Patienten mit einem oder mehreren Rezidiven die 

Lebenserwartung stark verringert im Gegensatz zu Patienten ohne Rezidiv (siehe 

Abbildung 43). Nicht einmal ein Drittel der Patienten mit einem Rezidiv 

überlebten im Beobachtungszeitraum. Wenn man dann noch die Fälle unterteilt in 

die Anzahl der Rezidive bzw. Entwicklung von Zweittumoren, sieht man recht 

eindrücklich, dass die Lebenserwartung mit jedem neuen Progress stark abnimmt 

(siehe Abbildung 44). Das Auftreten eines einzigen Rezidives wurde jedoch von 

über der Hälfte der Patienten überlebt. Diese Daten zeigen, dass zwar die 

Aussichten auf eine Heilung stark reduziert sind, aber dass dennoch eine 
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Remission oder zumindest eine Eindämmung des Tumorprogresses auch bei 

einem Rezidiv noch möglich ist. Bei einer second-line-Therapie werden in der 

Literatur Remissionsraten von ca. 10 % und eine Kontrolle des Tumorwachstumes 

in ca. 50% der Fälle bei entsprechenden Therapieregimen beschrieben 

(111,121,132). Für die second-line-Therapie entsprechen die vorliegenden Daten 

also den angegebenen Werten in der Literatur. Für third-line-Therapie oder sogar 

weitere Therapien liegen keine Daten vor. 

Bei der first-line-Therapie im Ausgangskollektiv konnte ein signifikanter 

Unterschied im Überleben bei Fällen im UICC-Stadium 3 mit und ohne 

Chemotherapie ermittelt werden (siehe Abbildung 46). Das mittlere Überleben 

wurde um 26 Monate verlängert. Es verstarben signifikant weniger Patienten mit 

Chemotherapie als ohne. Wie zuvor bereits erwähnt, wird in den aktuellen 

Leitlinien im UICC-Stadium 3 eine Chemotherapie empfohlen (126). Dies kann 

durch die vorliegenden Daten bestätigt werden. Leider war es aufgrund der 

geringen Fallzahl im UICC-Stadium 2 nicht möglich, eine Auswertung bezüglich 

Überlebensvorteil durch Chemotherapie durchzuführen. Gerade in diesem 

Stadium wäre eine Differenzierung interessant gewesen, da hierfür keine 

eindeutigen Empfehlungen vorliegen. 

Während kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem mittleren Überleben 

und dem ASA-Score aufgezeigt werden konnte (siehe Abbildung 47), wurde ein 

Zusammenhang mit der Leistungsfähigkeit des Patienten, eingeteilt mittels 

ECOG, festgestellt (siehe Abbildung 48). Dieser Sachverhalt ist verwunderlich. 

Der ASA-Score wird verwendet, um das relative Operationsrisiko eines Patienten 

festzustellen (112). Hierfür werden die Erkrankungen eines Patienten 

herangezogen. Der ECOG hingegen beschreibt die Leistungsfähigkeit eines 

Patienten (109). Man sollte vermuten, dass die Nebendiagnosen eines Patienten 

die mittlere Überlebenswahrscheinlichkeit ähnlich beeinflussen wie die 

Leistungsfähigkeit. Trotz der fehlenden Signifikanz ist jedoch auch beim ASA-

Score ein Trend ersichtlich. Das mittlere Überleben war mit ASA-Score 1 um ca. 

21 Monate länger als mit ASA-Score 2. Der gleiche Zeitraum zeigte sich bei 

ASA-Score 2 und 3.  

Ein eindeutiges Ergebnis zeigte sich in der Korrelation des Gesamtüberlebens mit 

der Therapieintention (siehe Abbildung 49). Bei Patienten mit palliativer 
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Zielsetzung war das mittlere Überleben signifikant geringer als bei Patienten mit 

kurativer Therapieindikation. Trotzdem überlebten nur 68,5% der Patienten mit 

kurativer Zielsetzung bei Erstdiagnose. 

5.2 Methylierungsanalyse von CA4 

Es wird darauf hingewiesen, dass sich die Daten der Methylierungsanalyse von 

CA4 auf eine homogene Gruppe von Patienten im UICC-Stadium 3 beziehen. 

Hierdurch kann eine gute Vergleichbarkeit erreicht werden. 

Interessanterweise hatte sich eine beinahe gleichmäßige Verteilung der positiv 

und negativ methylierten Fälle bei CA4 gezeigt. Der Cut-off-Wert von 10% war 

ein empirischer Wert. Auch bei p16 wurde 10% als Cut-off-Wert angesetzt. Bei 

SOCS1, RUNX3, IGF2 und Neurog1 hingegen konnte mit 5% ein niedrigerer 

Cut-off-Wert festgelegt werden, da recht eindeutige Methylierungswerte bei der 

Analyse vorlagen. Durch die individuelle Wahl der Cut-off-Werte sollten falsch 

positive Ergebnisse verhindert werden. Hierdurch ist es jedoch möglich, dass 

einige positive Fälle nicht erfasst wurden. Bei der QESD (14) handelt es sich um 

eine noch selten verwendete Methode, um den Methylierungsstatus zu 

untersuchen. Die bisherigen Standardmethoden zur Analyse der Methylierung 

erforderte die chemische Modifikation von Cytosin zu Uracil durch Verwendung 

von Bisulfit (54). Um den Methylierungsstatus zu bestimmen, wird bei einigen 

der Bisulfitmethoden die „Percentage of methylated reference“ (PMR) errechnet, 

sodass eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse erreicht werden kann. Hierfür wird 

eine M.SssI (= CpG-Methyltransferase)-behandelte DNA als konstante Referenz 

verwendet. Durch eine Formel [100 x (Methylierungsreaktion / 

Kontrollreaktion)Probe / (Methylierungsreaktion / Kontrollreaktion)M.SssI-Referenz = 

PMR] kann die PMR errechnet werden. (29,145). Die PMR entspricht jedoch 

nicht dem prozentualen Anteil der Methylierung (30). In mehreren Studien wurde 

ein PMR Cut-off-Wert von > 4 für eine positive Methylierung festgelegt 

(29,62,103). Andere Studien hingegen verwendeten einen PMR Cut-off-Wert von 

> 10 (30,145).  Dies zeigt, dass es auch bei diesen häufig verwendeten Methoden 

kein standardisiertes Verfahren zur Festlegung des CIMP-Status eines Markers 

vorhanden ist. Um einheitliche und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, sollten 

jedoch bei allen Methoden standardisierte Methoden zur Bestimmung der 

Methylierung etabliert werden. Vorteile der in dieser Arbeit verwendeten 
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Analysemethode zur Bestimmung der Methylierung bestehen sicherlich in der 

Schnelligkeit der Durchführung. Es kann in kurzer Zeit eine große Anzahl an 

Proben untersucht werden. Außerdem können sich durch die Verwendung von 

Bisulfit Bedingungen einstellen, welche Teile der DNA degradieren könnten (50). 

Dieses Problem besteht bei der QESD nicht, da auf Bisulfit verzichtet werde kann. 

5.2.1 Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten 

Obwohl Promotorhypermethylierung einen normalen Prozess der Alterung 

darstellt (4), zeigt sich bei den über 70-jährigen Patienten kein erhöhtes positives 

Methylierungsprofil von CA4. In beiden Gruppen war die Verteilung von 

positiven und negativen Fällen in etwa gleich (siehe Tabelle 4-9). Die 

vorliegenden Daten zeigen also, dass Alter keinen Einfluss auf die 

Promotormethylierung von CA4 hat.  

Ebenso verhält es sich mit dem Tumorstadium. Auch hier zeigte sich ein relativ 

homogenes Verteilungsmuster im Methylierungsprofil innerhalb der 

unterschiedlichen Tumorstadien (siehe Tabelle 4-9). Die Promotormethylierung 

von CA4 ist also nicht mit dem Tumorstadium assoziiert. In der Literatur wird die 

Promotorhypermethylierung als frühes Ereignis in der Entstehung eines KRK 

beschrieben und stellt somit einen Marker als Hinweis auf die Transformation von 

Adenom zum Karzinom dar (3). Auch wurden spezifische 

Promotormethylierungen mit verschiedenen Tumorstadien bzw. -größe assoziiert 

(69,125). Dies trifft jedoch nicht für die Promotormethylierung von CA4 zu. 

Durch diese Daten könnte vermutet werden, dass die Promotormethylierung von 

CA4 ein relativ frühes Ereignis in der Tumorentstehung ist. 

Interessanterweise waren von den G3-Tumoren deutlich mehr Fälle methyliert, 

während bei den G2-Tumoren der negative Methylierungsstatus überwog (siehe 

Abbildung 51). Unter den CIMP-Markern konnte in der Literatur eine Korrelation 

von schlechtem Differenzierungsgrad und positivem CIMP-Status nachgewiesen 

werden (125,141). Diese Beobachtung lässt sich also auch für die 

Promotormethylierung von CA4 bestätigen. 

5.2.2 Korrelation mit molekularen Charakteristika 

Es gibt sehr viele Studien, welche den CIMP-Status von Tumoren mit MSI, CIN, 

KRAS- und BRAF-Mutationen korrelieren. Es ist sehr sinnvoll molekulare 
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Charakteristika zu vergleichen, da so Hinweise auf die Pathogenese gewonnen 

werden können. Molekulare Subtypen von Tumoren können so entdeckt oder 

nachgewiesen werden. Eventuell können durch diese Korrelationen auch 

Fehlschlüsse verhindert werden. Desweiteren ist es hierdurch möglich, Ersatz- 

bzw. Referenzmarker, welche durch einfachere Methoden zu untersuchen sind, zu 

identifizieren; Übersicht in (102). 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, stellt die schrittweise Veränderung 

molekularer Strukturen einen wesentlichen Bestandteil in der Entstehung des 

KRK dar (35). Die Tumorgenese wird durch mindestens eine Art der genetischen 

Instabilität angestoßen. Neben CIMP sind dies CIN und MSI (82); und Übersicht 

in (66). Die meisten Tumore mit MSI zeigen keine chromosomale Instabilität 

(CIN) auf (34). 

Chromosomale Instabilität (CIN) verursacht genetische Deletionen, Duplikationen 

und Neuanordnungen im Nukleus der Tumorzellen, was sich als Aneuploidie und 

häufig auch als „Loss of heterozygositiy“ (LOH) manifestiert. Die molekularen 

Grundlagen hinter CIN sind noch nicht vollständig geklärt (45,82). Goel et al. 

2007 und Cheng et al. 2008 zeigten auf, dass CIMP-positive Tumore invers 

korreliert sind mit CIN. Dies bedeutet, dass Tumore mit positivem CIMP-Status 

weniger chromosomale Aberrationen aufweisen als CIMP-negative. Hierdurch 

kann vermutet werden, dass zwei verschiedene Grundlagen für die genetischen 

bzw. epigenetischen Veränderungen ursächlich sind (22,45). Hier muss jedoch 

zwischen CIMP-high und CIMP-low unterschieden werden. CIMP-low weist 

häufiger CIN auf als MSI; Übersicht in (47). Bei Korrelationen zwischen  dem 

Methylierungsstatus von CA4 und CIN zeigte sich keine statistische Signifikanz. 

Es hatte sich eine relativ ausgewogene Verteilung von Methylierungsstatus und 

CIN-Status gezeigt (siehe Tabelle 4-10). Die nachgewiesene inverse Korrelation 

von CIMP und CIN ist demnach bei der Promotormethylierung von CA4 nicht 

ersichtlich. 

Bei Korrelation des Mikrosatellitenstatus zum Methylierungsstatus von CA4 

(siehe Tabelle 4-10) hingegen, zeigte sich eine eindeutige Signifikanz. 

Mikrosatelliteninstabilität (MSI) resultiert aus einer Inaktivierung des DNA-

Mismatch-Repair-Systems. Dadurch können bestimmte Mutationen in kurzen 

repetitiven Basensequenzen, den Mikrosatelliten, nicht korrigiert werden. Es folgt 
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oft eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, z.B. durch Frameshift-

Mutationen (27). CIMP-positive Tumore zeigen sehr häufig MSI auf (45); und 

Übersicht in (47). Je höher der CIMP-Status (CIMP-high), desto höher ist auch 

die Korrelation mit der Mikrosatelliteninstabilität (10). In der Übersichtsarbeit 

von Grady 2010 wird bei CIMP-low Tumoren eine vergleichbar geringe 

Assoziation mit Mikrosatelliteninstabilität beschrieben, wie bei Non-CIMP-

Fällen. Es wird angenommen, dass es sich bei CIMP-low-Tumoren um eine 

weitere Untergruppe an Karzinomen handelt, mit dementsprechend 

unterschiedlichem klinisch-pathologischen Profil (47). Hierüber müssen jedoch 

erst weitere Studien durchgeführt werden, da in den meisten Studien bisher die 

Unterscheidung in CIMP-low und –high nicht erfolgt war. Man geht davon aus, 

dass ungefähr die Hälfte der CIMP-positiven Tumore auch MSI-positiv sind, was 

durch ein methylierungs-induziertes Silencing des hMLH1-Mismatch-repair-

Genes begründet wird. Dieser epigenetischen Veränderung liegen viele Fälle von 

Mikrosatelliteninstabiltät zugrunde (71). Obwohl in den analysierten Fällen 

insgesamt nur sehr wenige Fälle MSI waren (11%, 16 Fälle), wiesen jedoch die in 

CA4 positiv methylierten Tumore signifikant mehr MSI auf, als die negativen 

Fälle. Die Promotormethylierung von CA4 zeigt also in Bezug auf den 

Mikrosatellitenstatus eine ähnliche Korrelation wie der CIMP-Status. In der 

Literatur wird ein deutlich vermindertes Überleben  in den seltenen Fällen mit 

MSS und CIMP-high beschrieben (10).  

KRAS und BRAF sind Protoonkogene, welche Einfluss auf das Zellwachstum 

und die –proliferation haben. Mutationen der beiden Gene werden sehr oft im 

KRK gefunden (KRAS-Mutationen 30-40% (110), BRAF-Mutationen 5-22% 

(58,85). KRAS- und BRAF-Mutationen sind signifikant öfter in CIMP-positiven 

Tumoren nachweisbar, als in CIMP-negativen (137); und Übersicht in (47). 

Wobei auch hier wieder – ähnlich wie beim Mikrosatellitenstatus und CIN – eine 

Unterscheidung in CIMP-low und –high gefordert wird. So zeigen sich auch hier 

deutliche Unterschiede im genetischen Profil. CIMP-low-Tumoren weisen 

bezüglich BRAF hauptsächlich den Wildtyp auf, während KRAS mutiert ist. Bei 

CIMP-high-Tumoren ist dies genau umgekehrt. Dies ist ein weiterer Hinweis, 

dass es sich bei CIMP-high- und CIMP-low-Tumoren um unterschiedliche 

Subgruppen des KRK handelt; Übersicht in (47). Bei der Methylierungsanalyse 

von CA4 hatten sich keine signifikante Korrelationen mit BRAF- oder KRAS-
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Mutationen ergeben. Bei BRAF hatte sich jedoch ein eindeutiger Trend gezeigt. 

Von 8 mutierten Fällen waren 6 methyliert in CA4. Hier kann jedoch aufgrund der 

geringen Fallzahl keine Signifikanz abgeleitet werden (siehe Tabelle 4-10).  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Fälle mit positiver Methylierung 

in CA4 – ähnlich der Fälle mit CIMP-high – signifikant häufiger MSI-H sind, in 

KRAS den Wildtyp aufzeigen und tendenziell (jedoch nicht signifikant) häufiger 

in BRAF mutiert sind. Diese Ergebnisse könnten darauf hinweisen, dass eine 

Methylierung in CA4 eine weitere Eigenschaft der CIMP-high-Tumoren darstellt 

oder auch, dass CA4 ein eigenständiger Marker für CIMP-high-Tumoren ist. 

5.2.3 Korrelation mit p53-Status 

In dieser Arbeit werden Daten verwendet, in denen der p53-Status mittels 

immunhistochemischen Methoden ermittelt wurde. p53 ist ein bekannter und gut 

untersuchter Tumorsuppressor (12). Eine Mutation im p53-Gen ist – wie bereits 

oben erwähnt – ein wesentlicher Bestandteil in der Entwicklung des KRK (35). 

Interessanterweise werden p53-Mutationen signifikant häufiger in CIMP-

negativen Fällen gefunden (137). Es gibt nur wenige Arbeiten, in denen die 

Expression von p53, ermittelt durch immunhistochemische Methoden, mit dem 

CIMP-Status verglichen wird. Ogino et al. zeigte jedoch, dass – ähnlich der p53-

Mutationsanalyse – ebenfalls eine inverse Korrelation von CIMP-Fällen und der 

p53-Expression vorliegt. Dies bedeutet, dass eine Methylierung der CIMP-Marker 

(CIMP-high) signifikant öfter in p53-negativen Tumoren nachgewiesen wurde 

(100). Ähnlich wie bei den CIMP-Markern, zeigte sich auch in dieser Arbeit bei 

unmethylierten Fällen von CA4 ein signifikant höherer Nachweis von p53 als bei 

den methylierten Tumoren (siehe Tabelle 4-11). Somit kann also auf der 

immunhistochemischen Ebene gezeigt werden, dass – ähnlich wie beim CIMP-

Status – eine Veränderung innerhalb von p53 häufiger bei unmethylierten 

Promotoren von CA4 vorkommt. Zur Methodik ist jedoch kritisch anzumerken, 

dass hierdurch nicht alle Mutationen erfasst werden. Hintergrund der 

Immunhistochemie ist, dass in normalem Gewebe Wildtyp p53 aufgrund einer 

raschen Elimination nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. In diversen 

Situationen, wie z.B. Hypoxie, Azidität, Entzündung, bei veränderter DNA oder 

Störung der Funktion von Wachstumssignalen, akkumuliert dieses Protein jedoch 

im Gewebe.  Eine weitere  dieser Ursachen ist die Tumorgenese (12). Studien 
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belegen jedoch, dass, im direkten Vergleich mit der häufig verwendeten PCR-

SSCP der betreffenden DNA-Abschnitte, nicht alle Mutationen im p53-Gen 

erfasst werden, da nicht alle Veränderungen Einfluss auf die Halbwertszeit von 

p53 haben (24). 

5.3 Methylierungsanalyse der CIMP-Marker 

Ähnlich wie bei der Methylierungsanalyse von CA4, wurde auch bei den CIMP-

Markern ein Cut-off-Wert gewählt, welcher sich an den Ergebnissen orientiert 

hatte. Wie bereits zuvor erwähnt, kann dies zu falsch negativen Fällen oder falls 

der Cut-off-Wert zu niedrig angelegt wurde, zu falsch positiven Werten führen. 

Als Marker wurde das von Weisenberger et al. vorgeschlagene Panel bestehend 

aus CACNA1G, IGF2, Neurog1, RUNX3 und SOCS1 verwendet (145). 

CACNA1G wurde jedoch gegen p16 ersetzt. Die Daten für Neurog1 und IGF2 

lagen – wie bereits erwähnt – vor. Ein Tumor wird nach Weisenberger als CIMP-

positiv betrachtet, wenn mindestens drei der fünf Marker positiv sind (145). 

Problematisch ist, dass es zum aktuellen Zeitpunkt noch keinen Konsensus gibt, 

welche Marker zur Erfassung von CIMP verwendet werden sollten. Ein 

standardisiertes Panel ist auch heute noch nicht vorhanden; Übersicht in (60). Die 

experimentellen Arbeiten zur Methylierungsanalyse von CA4 begannen zu einem 

Zeitpunkt, als die verwendeten Marker nach Weisenberger als hinreichend zur 

Identifizierung von CIMP galten. Im Bereich der CIMP-Forschung gab es in den 

letzten Jahren einen großen Wandel. Insbesondere wird eine Unterteilung in 

CIMP-high und –low, bzw. No-CIMP als nötig befunden; Übersicht in (47). 

Ogino et al. zeigten 2007 auf, dass ein Panel zur CIMP(-high)-Analyse 

mindestens aus RUNX3, CACNA1G, IGF2 und MLH1 bestehen sollte. Hiervon 

wurden in dieser Arbeit nur zwei Marker verwendet. Es wurde durch Ogino 

jedoch auch die Validität der anderen hier verwendeten Marker p16, SOCS1 und 

Neurog1 bestätigt (104). Neben der Auswahl der Marker besteht jedoch noch ein 

weiteres Problem der CIMP-Analyse. Ein positiver CIMP-Status wurde z.B. von 

Weisenberger festgelegt, wenn drei aus fünf Marker positiv sind (145). Aber 

ebenso wie beim Panel der CIMP-Marker, existiert auch bei der Anzahl der 

positiven Marker kein Standard, welcher den CIMP-Status definiert. Da sich das 

Panel der CIMP-Marker, welches in dieser Arbeit benutzt wurde, an dem Panel 

von Weisenberger et al. orientiert, wird ein positiver CIMP-Status ab drei 
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positiven CIMP-Markern angenommen. Da nur fünf CIMP-Marker zur Verfügung 

standen, wurde eine Unterteilung in CIMP-high und –low als nicht sinnvoll 

erachtet. Es zeigten sich 20,4% (30 Fälle) als CIMP-positive Tumoren. In anderen 

Studien hatten sich 15-18% CIMP-positive Tumoren beim KRK gezeigt 

(101,104,145). Damit hatten sich im vorliegenden Kollektiv leicht höhere, aber 

vergleichbare Werte gefunden. 

Bezeichnenderweise hatten sich in dem analysierten Kollektiv bezüglich der 

CIMP-Marker beinahe exakt die gleichen prozentualen Methylierungswerte 

gefunden wie in anderen Studien. In dem von Barault et al. analysierten Kollektiv 

war mit ebenfalls 26% exakt die gleiche prozentuale Häufigkeit an positiv 

methylierten Fällen in p16 gefunden worden. Neben p16 wurden in dieser Studie 

hMLH1, MINT1, MINT2 und MINT31 analysiert. Somit ergaben sich keine 

weiteren Überschneidungen in den Markern. Barault definierte zur Festlegung des 

CIMP-Status drei Subgruppen. Es wurde festgelegt, dass bei 4-5 positiven CIMP-

Markern CIMP-high, bei 1-3 positiven Markern CIMP-low und bei fehlender 

Methylierung No-CIMP vorlag (10). Bei Ogino et al. war mit 30% ein ähnlicher 

Wert in der Methylierung von p16 gefunden worden. Ähnlich verhielt es sich mit 

den Methylierungsanalysen von RUNX3 (20% bei Ogino vs. 18%) und SOCS1 

(17% bei Ogino vs. 12%). Auch bei IGF2 zeigten sich exakt die gleichen 

prozentualen Methylierungswerte (24% bei Ogino vs. 24%). Lediglich bei 

Neurog1 unterschieden sich die Werte gering (30% bei Ogino vs. 45%). In der 

Analyse von Ogino waren mit CACNA1G, CRABP1 und MLH1 noch weitere 

Marker untersucht worden. Es wurde eine Unterteilung in CIMP-low (1-5/8), 

CIMP-high (> 6/8) und CIMP-0 (0/8) getroffen (104). Die Vergleichbarkeit der 

Ergebnisse ist aufgrund unterschiedlicher Methoden der Analyse nur 

eingeschränkt gegeben. Insgesamt hatten sich jedoch mit der hier verwendeten  

Analysemethode des Methylierungsstatuses realistische Werte abgezeichnet. Die 

Ähnlichkeit der Ergebnisse ist umso erstaunlicher, da bei epigenetischen 

Veränderungen oft auch regionale bzw. ethnische Unterschiede eine große Rolle 

spielen (92). Bei Ogino stammte das untersuchte Kollektiv aus dem Raum Boston 

(USA), während es sich bei Barault um Patienten aus dem Gebiet der Côte-d´Or 

(Frankreich) handelte (10,104). 
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5.4 Korrelation von CA4- und CIMP-Methylierung 

In diesem Abschnitt soll geklärt werden, ob CA4 nur ein weiterer CIMP-Marker 

ist oder ob es sich dabei um einen eigenständigen prognostischen Marker handelt. 

Da ein Panel aus drei CIMP-Markern eine zu geringe Aussagekraft besitzt, 

wurden – wie bereits oben erwähnt – zwei weitere Marker (IGF2 und Neurog1) 

aus einer anderen Arbeit am gleichen Kollektiv ergänzt. 

Es hatte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Methylierung von CA4 

und allen analysierten CIMP-Markern gezeigt (siehe Tabelle 4-12). Bei einer 

Gegenüberstellung der einzelnen CIMP-Marker und CA4 zeigten sich recht 

häufig beide Promotoren methyliert (11,5% bei SOCS1, 16,9% bei RUNX3, 

21,8% bei IGF2, 33,1% bei Neurog1 und 19,6 % bei p16, siehe Tabelle 4-13). 

Damit gibt es also einige Fälle, in denen die Methylierung von CA4 mit dem 

CIMP-Pathway zusammenhängt. Wenn sich mehr als zwei CIMP-Marker als 

positiv methyliert zeigten – womit laut der hier verwendeten Definition von einem 

positiven CIMP-Status des Tumors ausgegangen wird –, war in keinem der Fälle 

eine negative Methylierung in CA4 nachzuweisen. Es gibt auch nur wenige 

Ausnahmen, in denen CA4 nicht methyliert war und der CIMP-Marker schon. 

Damit muss CA4 auch zu den CIMP-Markern gezählt werden. Auf der anderen 

Seite gab es jedoch viele Tumoren, welche in CA4 methyliert waren, aber in den 

hier analysierten CIMP-Markern nicht. Insgesamt lag in 32,9% der Fälle eine 

Methylierung des Promotors von CA4 vor, aber kein einziger der CIMP-Marker 

war methyliert. Dies lässt auf einen zusätzlichen Weg schließen, wodurch die 

Methylierung von CA4 angestoßen wird. Die Frage ist also nun, wodurch diese  

Fälle, also die Fälle, in denen eine Methylierung in CA4 vorliegt, aber keiner der 

analysierten CIMP-Marker positiv ist, erklärt werden können und welche 

klinische Konsequenzen daraus resultieren. Im folgenden Abschnitt werden die 

Auswirkungen der Promotormethylierung von CA4 auf das Überleben und die 

Rezidivhäufigkeit beleuchtet und mit den CIMP-Markern verglichen, um die 

Frage nach den klinischen Konsequenzen zu diskutieren. 

5.5 Progressionsfreies und Overall Survival 

Alle Fälle zusammengenommen, ergibt sich kein Unterschied zwischen den 

methylierten und nichtmethylierten Fällen (CA4) im progressionsfreien Überleben 
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(siehe Abbildung 57) oder im Gesamtüberleben (siehe Abbildung 60). Trifft man 

jedoch eine Unterteilung der Fälle in Patienten mit und ohne Chemotherapie, 

zeigen sich signifikante Unterschiede. Dies ist auch das bedeutendste Ergebnis 

dieser Arbeit. Patienten mit Methylierung von CA4, welche eine Chemotherapie 

erhalten hatten, lebten signifikant länger und auch länger progressionsfrei, als 

Patienten ohne Chemotherapie und positivem Methylierungsstatus (p=0,010) 

(siehe Abbildungen 58 und 61). Diese Patienten hatten also eindeutig von der 

Chemotherapie profitiert. Bei den negativ methylierten Fällen hingegen, zeigte 

sich keine Unterscheidung im Überleben bzw. der Rezidivhäufigkeit in Fällen mit 

und ohne Chemotherapie (siehe Abbildungen 59 und 62). Diese Patienten mussten 

sich also einer nebenwirkungsreichen Chemotherapie unterziehen, ohne dass 

hierdurch ein Überlebensvorteil für sie erreicht werden konnte. Welchen Einfluss 

gerade die Stilllegung des CA4-Genes auf die Verstoffwechslung der 

Chemotherapeutika hat, ist unklar. Studien an CA IX und XII  hatten gezeigt, dass 

diese Proteine in bestimmten Tumoren durch eine Mutation im VHL-Gen 

überexprimiert sind, während bei CA I und II die Aktivität von normalem Gewebe 

über Adenome bis hin zum Karzinom abnimmt. CA IX wurde insbesondere in 

Tumoren aus dem GI-Trakt nachgewiesen; Übersicht in (74). Die 

Carboanhydrasen sind also in irgendeiner Form an der Tumorgenese beteiligt oder 

werden dadurch beeinflusst. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, unterscheiden 

sich die Carboanhydrasen in ihren Lokalisationen. CA IX und XII sind 

membrangebunden, während sich CA I und II intrazellulär befinden (37,64). 

Damit ergeben sich auch unterschiedliche Mechanismen und Funktionen. CA IV 

stellt eine Sonderform in der Familie der Carboanhydrasen dar. Nur diese Isoform 

ist mit einem Glycosylphosphatidylinositolanker mit der Membran verbunden 

(64). Leider gibt es insgesamt nur wenige Studien, die CA IV betrachten, aber 

wenn man die unterschiedlichen Reaktionen der anderen Carboanhydrasen in 

Tumoren betrachtet, wird man nicht um eine genaue Erforschung des 

Mechanismus von CA IV umhinkommen, da kein Rückschluss von anderen 

Carboanhydrasen gezogen werden kann. Fakt ist jedoch, dass Carboanhydrasen 

auf den pH-Wert Einfluss nehmen. In Tumoren wird generell eher ein sauerer pH-

Wert gefunden, welcher auch Einfluss auf die Entwicklung der Tumorzelle 

nehmen kann; Übersicht in (74). Auch die Verstoffwechslung von Medikamenten 

wie Chemotherapeutika ist pH-abhängig. In Studien konnte eine Abhängigkeit 
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vom pH-Wert bei der Aufnahme von 5-FU in Tumorzellen nachgewiesen werden 

(108). Man könnte nun mutmaßen, dass die Stilllegung von CA4 und die damit 

resultierende Downregulation des Proteins eine Veränderung des pH dahingehend 

beeinflusst, dass eine bessere Wirksamkeit der chemotherapeutischen Substanzen 

erreicht werden kann. Dies sind natürlich reine Spekulationen und bedürfen einer 

genauen Überprüfung. 

Auffallend war, dass die Fälle mit Methylierung in CA4, p16, SOCS1, RUNX3, 

IGF2, Neurog1 und auch die CIMP-positiven Fälle ohne Chemotherapie die 

vergleichsweise kürzesten Überlebenszeiten aufwiesen. Insgesamt konnte jedoch 

kein signifikanter Unterschied im Überleben zwischen Fällen mit positivem und 

negativem Methylierungsstatus gefunden werden (siehe Tabellen 4-16 und 4-17). 

Eigentlich sollte man davon ausgehen, dass die Tumorpatienten ohne 

Chemotherapie ein kürzeres Überleben aufzeigen. Wie oben bereits beschrieben, 

trifft dies in den in CA4 positiv methylierten Fällen auch zu. Erstaunlicherweise 

war jedoch in den negativ methylierten Fällen – wenn auch nicht signifikant – das 

mittlere Überleben und auch das progressfreie Intervall in Monaten ohne 

Chemotherapie etwas länger als bei den Fällen ohne Chemotherapie. Im 

Gesamtüberleben war der Unterschied sehr gering, was eventuell auf die 

Fallzahlen oder auch auf die Berechnung zurückzuführen ist und daher keiner 

weiteren Betrachtung bedarf (siehe Tabelle 4-16). Beim progressionsfreien 

Überleben ging das mittlere Überleben mit 92,7 Monaten ohne Chemotherapie vs. 

69,93 Monate mit Chemotherapie jedoch rein zahlenmäßig weit auseinander 

(siehe Tabelle 4-15). Diese Zahlen verdeutlichen nochmals, dass in dieser Gruppe 

kein Vorteil bezüglich der Rezidivinzidenz durch die Chemotherapie erreicht 

werden konnte. Den Zahlen zufolge könnte man mutmaßen, dass dieser Gruppe 

durch die Chemotherapie geschadet wurde. Die Gründe hierfür sind jedoch 

unklar. Es muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass für die Unterschiede 

im mittleren Überleben in dieser Gruppe keine statistische Signifikanz ermittelt 

werden konnte, sondern es sich lediglich um einen Trend handelt.  

Im Gegensatz zu CA4 hatte sich bei den in dieser Arbeit analysierten CIMP-

Markern kein signifikanter Unterschied im Überleben zwischen Fällen mit und 

ohne Chemotherapie gezeigt, wenn man eine Unterscheidung zwischen 

methylierten und unmethylierten Fällen in den konkreten Markern trifft. Dies trifft 
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auch auf den CIMP-Status zu, ausgehend von einem positiven CIMP-Status bei 

mehr als drei positiven CIMP-Markern (siehe Tabelle 4-17). Im Durchschnitt 

überlebten die Patienten jedoch 25,61 Monate länger bei positivem 

Methylierungsstatus (p16, SOCS 1, RUNX3, IGF2 oder Neurog1), wenn sie eine 

Chemotherapie erhalten hatten. Im Gegensatz hierzu überlebten die Patienten mit 

negativem Methylierungsstatus in p16, SOCS1, RUNX3 und IGF2 im Schnitt nur 

5,7 Monate länger. Bei negativem Methylierungsstatus in Neurog1 verkürzte sich 

das Überleben sogar um 6,61 Monate, wenn diese Patienten eine Chemotherapie 

erhalten hatten (ähnlich wie bei CA4). Betrachtet man nun den CIMP-Status, so 

konnte durch eine Chemotherapie bei den CIMP-positiven Fällen eine 

Verlängerung des mittleren Überlebens um 16,45 Monate erreicht werden, 

während bei den CIMP-negativen Fällen die Patienten nur 7,55 Monate länger 

überlebten. Es hat sich hier keine statistische Signifikanz gezeigt. Der Trend, dass 

die Fälle mit positiver Methylierung in den hier analysierten CIMP-Markern von 

einer Chemotherapie mehr profitierten, als die Fälle mit negativer Methylierung, 

ist deutlich ersichtlich. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit anderen Studien. So 

wurde bei CIMP-positiven Fällen ein gutes Ansprechen auf eine Therapie mit 5-

FU/Leucovorin-haltigen Chemotherapeutika gezeigt (63,140). Andere Studien 

hingegen zeigten, dass ein positiver CIMP-Status eher ein schlechtes Ansprechen 

auf eine Chemotherapie vorhersagen würde (9,106). Es gibt vergleichsweise 

wenig Studien, welche sich auf den CIMP-Status und das Ansprechen auf eine 

Chemotherapie beziehen. Im Gegensatz hierzu gibt es sehr viele Studien, welche 

den Mikrosatellitenstatus in Hinblick auf die Effektivität einer Chemotherapie 

analysieren. Auch hier hatten sich kontroverse Ergebnisse gezeigt (86,98). 

Hypermethylierung des hMLH1-Promotors liegt vielen Fällen von MSI zugrunde 

(71). Auch in dieser Arbeit wurde eine signifikante Korrelation zwischen der 

Methylierung von CA4 und MSI gefunden. Daher ist anzumerken, dass CIMP und 

Mikrosatelliteninstabilität keine völlig unabhängigen Vorgänge sind. Interessant 

ist es daher, dass kontroverse Ergebnisse bezüglich der Effektivität einer 

Chemotherapie bei CIMP-positiven Tumoren auch unabhängig vom 

Mikrosatellitenstatus gefunden wurden. Bei van Rijnsoever wurde ein gutes 

Ansprechen auf Chemotherapie bei positivem CIMP-Status unabhängig vom 

Mikrosatellitenstatus beschrieben (140), während Ogino über ein schlechtes 

Ansprechen bei CIMP-positiven und MSS-Tumoren berichtete (106).  
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Wenn man nun die biochemischen Grundlagen betrachtet, müsste man davon 

ausgehen, dass ein positiver CIMP-Status die Effektivität einer Chemotherapie 

eher begünstigen sollte. Es wurde gezeigt, dass CIMP-positive Tumoren eine 

verminderte Expression von γ-Glutamyl-Hydrolase (GGH) aufzeigen. Durch 

mehrere Zwischenschritte vermindert die GGH indirekt die zelluläre 

Folsäurekonzentration. Die Reduktion der GGH bewirkt also erhöhte 

Folsäurekonzentrationen (72). Folsäure wird für die Wirkung von 5FU benötigt 

und erhöhte Konzentrationen von Folsäure verstärken die Wirkung von 5FU. Aus 

diesem Grund wird in den meisten Therapieregimen Folsäure zusammen mit 5FU 

verabreicht (122). Die genauen Abläufe sind jedoch noch nicht geklärt. Es müssen 

weitere Studien durchgeführt werden, um den genauen Mechanismus ausfindig zu 

machen. Wenn die biochemischen Grundlagen verstanden sind, kann eventuell 

auch die Wirkung einer Therapie mit 5FU vorhergesagt werden. Aktuell kann 

man sich nur an Studien orientieren, welche leider zu gegensätzlichen Aussagen 

kommen. Legt man die Ergebnisse dieser Arbeit zu Grunde, hatten die Fälle mit 

positivem CIMP-Status - dem biochemischen Modell entsprechend – tendenziell 

(nicht signifikant) mehr von einer Chemotherapie profitiert, als Fälle mit 

negativem CIMP-Status. Die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien sind 

sicherlich auch dadurch bedingt, dass es keinen einheitlichen Standard zur 

Identifizierung von CIMP gibt und auch viele weitere unbeantworteten Fragen 

bezüglich der Entstehung und Auswirkungen von CIMP bestehen. Daher ist es 

essenziell wichtig, ein standardisiertes Vorgehen zur Bestimmung von CIMP zu 

etablieren, um später therapeutische Konsequenzen ableiten zu können. 
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6 Zusammenfassung 

Im ersten Teil der Arbeit wurde retrospektiv ein Profil bezüglich der Ausprägung 

verschiedener histologischer und klinischer Merkmale des KRK in einem  

Kollektiv, dessen Gewebeproben am Institut für Pathologie der Universität 

Regensburg von 1993 bis 2004 archiviert wurden, erarbeitet. Auswahlkriterium 

war das ausreichende Vorhandensein von Gewebe für spätere molekulare 

Untersuchungen.  

Im Vergleich zu Angaben in der Literatur, hatten sich in diesem Kollektiv 

prozentual mehr Tumore im Zäkum und etwas weniger Tumore im Sigma und 

Rektum gezeigt. Das Auftreten von synchronen Zweit- und Drittkarzinomen lag 

mit 7,4% minimal über dem in der Literatur angegebenen Wert von 4% (11). 

Hauptsächlich befanden sich die Patienten bei Erstdiagnose im UICC-Stadium 3. 

Damit lag bei den meisten Patienten ein fortgeschrittenes Tumorstadium vor. 

Diese Beobachtung deckt sich mit Daten aus dem Tumorregister München (138). 

Histologisch wurden überwiegend Adenokarzinome mit mäßiger oder schlechter 

Differenzierung diagnostiziert. Das vorherrschende Tumorstadium war pT3. Auch 

diese Angaben korrelierten mit der Literatur bzw. den Daten aus dem 

Tumorregister München (52,138). Im Nodalstatus hingegen zeigten sich im 

Vergleich zum Tumorregister München im Kollektiv häufiger fortgeschrittene 

Stadien (138). Die erhobenen prä- und posttherapeutischen CEA-Werte stellten 

gute Verlaufsparameter dar, aber aufgrund mangelnder Sensitivität und Spezifität 

sollte sich eine Therapieentscheidung nicht alleine auf eine Erhöhung des CEA-

Wertes stützen (38).  

Obwohl insgesamt bei Erstdiagnose ein fortgeschrittenes Stadium vorlag, blieben 

70% der Patienten rezidivfrei. Im Kollektiv hatten sich also vergleichbare 

Rezidivraten wie in verschiedenen Studien gezeigt; Metaanalyse in (36). Die 

häufigsten Rezidive wurden in Form von Fernmetastasen – genauer 

Lebermetastasen – verzeichnet. Interessanterweise trat bei allen Patienten im 

UICC-Stadium 1 im Beobachtungszeitraum kein Rezidiv auf, wodurch man von 

einer Heilung ausgehen kann. Zu bemerken ist, dass sich ein signifikanter 

Unterschied im mittleren Überleben zeigte, wenn man die Fälle bezüglich des 

ECOG (109) betrachtet, aber kein Unterschied im mittleren Überleben zwischen 

den ASA-Stadien (112) vorliegt. Obwohl beide Klassifizierungen eine direkte 
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oder indirekte Aussage über den Allgemeinzustand des Patienten treffen, ergeben 

sich unterschiedliche Resultate im mittleren Überleben. Fraglich ist, weshalb in 

den Fällen mit low-grade und high-grade Tumoren kein Unterschied in der 

Rezidivrate oder auch im mittleren Überleben auftrat, obwohl high-grade Tumore 

laut Literatur mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind (23). Insgesamt 

zeigten sich im nationalen und internationalen Vergleich in den UICC-Stadien 1-3 

vergleichbare Überlebensraten. Im UICC-Stadium 4 zeigte sich im 

Ausgangskollektiv sogar eine bessere Überlebensrate (59,97,117,138).  

In etwas über der Hälfte der Fälle wurde eine adjuvante Therapie durchgeführt. Es 

wurden jedoch nur 68% der Patienten im UICC-Stadium 3 einer adjuvanten 

Therapie zugeführt. Die Patienten im UICC-Stadium 3, welche eine 

Chemotherapie erhalten hatten, lebten signifikant länger, als die Patienten ohne 

adjuvante Therapie. Diese Daten untermauern die Empfehlung der aktuell 

geltenden Leitlinien, dass ab UICC-Stadium 3 eine Chemotherapie durchgeführt 

werden sollte (126).  

Zusammenfassend konnte in der hier vorliegenden Studie nicht nur eine Aussage 

über histologische und klinische Merkmale der kolorektalen Karzinome in einem 

bestimmten Kollektiv getroffen werden, sondern es konnte auch eine große 

Subgruppe innerhalb dieses Kollektivs identifiziert werden, welche – definiert 

durch das UICC-Stadium 3 – eine homogene Struktur für weitere Analysen bietet. 

Zu berücksichtigen sind jedoch die Limitationen des retrospektiven 

Studiendesigns. An dieser Subgruppe (ergänzt durch weitere Fälle im UICC-

Stadium 3) wurde die Methylierungsanalyse von CA4 im zweiten Teil dieser 

Arbeit durchgeführt. 

Ziel der Methylierungsanalyse von CA4 war es, einen prädiktiven Marker zur 

prätherapeutischen Evaluation einer Chemotherapie zu identifizieren. Hierzu 

wurde die Promotormethylierung von CA4 in einem homogenen Kollektiv mit 

KRK im UICC-Stadium 3 mittels QESD (14) untersucht. Es hatte sich eine 

nahezu homogene Verteilung von methylierten und unmethylierten Promotoren 

von CA4 gezeigt. Problematisch ist jedoch, dass es weder bei der QESD, noch bei 

anderen Methoden zur Analysierung des Methylierungsstatus, ein standardisiertes 

Vorgehen zur Festlegung der Cut-off Werte für einen positiven Statuts gibt. Die 

Cut-off Werte bei CA4 und auch den CIMP-Markern waren empirische Werte, 
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welche sich an den vorliegenden Daten orientierten. Es ist also möglich, dass sich 

falsch positive oder falsch negative Werte in der Auswertung befinden.  

Die Frage nach epigenetischen Markern hängt direkt mit dem CIMP-Status 

zusammen. CIMP definiert sich durch eine Hypermethylierung von CpG-Inseln 

(136). Bisher gibt es keinen Konsensus in der Frage, welche Marker zur 

Bestimmung des CIMP-Status herangezogen werden sollten. Diverse Panels 

wurden vorgeschlagen. Diese Arbeit orientiert sich an den von Weisenberger et al. 

vorgeschlagenen Markern CACNA1G, IGF2, Neurog1, RUNX3 und SOCS1, 

wobei CACNA1G gegen p16 ersetzt wurde (145). In den untersuchten CIMP-

Markern hatten sich beinahe exakt die gleichen Methylierungshäufigkeiten der 

einzelnen Marker gezeigt wie in groß angelegten Studien von Ogino und Barault 

(10,104). Somit hatten sich unter den gewählten Cut-off Werten realistische Werte 

abgezeichnet.  

Ähnlich wie in der Festlegung der Marker selbst, gibt es auch unterschiedliche 

Ansichten, ab welcher Anzahl an positiven Markern ein positiver CIMP-Status 

vorliegt und welche Subtypen sich dahinter verbergen (No-CIMP, CIMP-low, 

CIMP-high und eventuell auch intermediate-CIMP) (47,104,146). Wie bei 

Weisenberger wurde hier ein positiver CIMP-Status ab 3 positiven Markern 

festgelegt (145).  

In der Literatur ist ein positiver CIMP-Status mit höherem Alter (>70 Jahre), 

schlechterer Differenzierung (G3),  höherem Tumorstadium (UICC-Stadium III), 

MSI-H, KRAS-Mutation (CIMP-low) und BRAF-Mutationen (CIMP-high) 

assoziiert und ist invers korreliert mit CIN und p53-Status 

(4,8,45,69,73,100,125,141); und Übersicht in (47). Bezüglich der Effektivität 

einer Chemotherapie in Abhängigkeit vom CIMP-Status liegen in der Literatur 

kontroverse Ergebnisse vor (9,63,106,140). In dieser Arbeit hatte sich kein 

statistisch signifikanter Unterschied im Überleben allgemein und in Abhängigkeit 

von Chemotherapiegabe ergeben. Tendenziell hatten die Patienten mit positivem 

Methylierungsstatus in den einzelnen Markern und auch mit positivem CIMP-

Status mehr von einer Chemotherapie profitiert, als die Fälle mit negativem 

Methylierungsstatus. 

Die Korrelation des Methylierungsstatus von CA4 mit Grading, MSI und p53-

Status ergab ein ähnliches Profil wie bei positivem CIMP-Status. Keine 



6 Zusammenfassung 116 

Korrelation hatte sich bezüglich des Alters und des histologischen Tumorstadiums 

gezeigt. Hierdurch könnte vermutet werden, dass die Promotormethylierung von 

CA4 ein relativ frühes Ereignis in der Tumorentstehung ist. Bei der Betrachtung 

von CIN lag eine homologe Verteilung von positiven und negativen Fällen vor, 

sodass keine inverse Korrelation wie beim CIMP-Status abgeleitet werden konnte. 

Bei BRAF hatte sich ein deutlicher Trend ohne statistische Signifikanz gezeigt. 

Bei sehr geringer Fallzahl von BRAF-Mutationen im Kollektiv wies der Großteil 

der mutierten Fälle eine Promotormethylierung in CA4 auf. Bei KRAS lag 

tendenziell – jedoch ebenfalls ohne Signifikanz – eher der Wildtyp vor. 

Berücksichtigt man die Trends, so verhalten sich die Fälle mit positiver 

Methylierung in CA4 ähnlich der CIMP-high-Fälle, wie sie in der 

Übersichtsarbeit von Grady dargestellt sind (47). Diese Ergebnisse könnten darauf 

hinweisen, dass eine Methylierung in CA4 eine weitere Eigenschaft der CIMP-

high-Tumoren darstellt oder auch, dass CA4 ein eigenständiger, sensitiver Marker 

für CIMP-high-Tumoren ist. Festzuhalten ist jedenfalls eine Ähnlichkeit im 

Verhalten von Tumoren mit Methylierung in CA4 und CIMP-positiven Tumoren. 

In der Korrelationsanalyse des Methylierungsstatus von CA4 und den CIMP-

Markern hatte sich eine statistisch signifikante Assoziation gezeigt. Die CIMP-

Marker waren beinahe ausschließlich in Fällen methyliert, in denen auch der 

Promotor von CA4 methyliert war. Umgekehrt lag in ca. einem Drittel der Fälle 

eine Methylierung des Promotors von CA4 vor, aber kein einziger der CIMP-

Marker war methyliert. Dies lässt auf einen zusätzlichen Weg schließen, wodurch 

die Methylierung von CA4 angestoßen wird.  

Das interessanteste Ergebnis dieser Arbeit lag jedoch in der Betrachtung des 

Gesamtüberlebens bzw. progressfreien Überlebens in Abhängigkeit von 

Chemotherapiegabe und Methylierungsstatus. So hatten sich keine Unterschiede 

im mittleren und progressfreien Überleben bei Fällen mit positivem oder 

negativem Methylierungsstatus gezeigt, aber wenn man eine Unterteilung in Fälle 

mit und ohne adjuvante Chemotherapie trifft, ergibt sich ein signifikanter 

Unterschied im Verlauf. Die Patienten mit Tumoren mit positivem 

Methylierungsstatus von CA4 lebten mit Chemotherapie signifikant länger und 

waren auch signifikant länger rezidivfrei, als Fälle mit positivem 

Methylierungsstatus ohne adjuvante Therapie. Bei den methylierungsnegativen 

Fällen hingegen ergab sich kein Unterschied im Verlauf bei Patienten mit und 
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ohne adjuvanter Therapie. Die positiv methylierten Fälle profitierten also 

signifikant von einer Chemotherapie, während Patienten mit negativ methylierten 

Tumoren sich einer nebenwirkungsreichen Chemotherapie unterzogen hatten, 

ohne dass hierdurch ein Überlebensvorteil für sie erreicht werden konnte. 

Welchen Einfluss die Stilllegung des CA4-Gens auf die Verstoffwechslung von 

Chemotherapeutika haben könnte, ist unklar und muss gesondert erforscht 

werden. Zusammengefasst kann die prätherapeutische Methylierungsanalyse von 

CA4 anhand der hier erstellten Daten zur Therapieentscheidung beitragen. Eine 

Verifizierung dieser Daten sollte nun durch eine prospektive, randomisierte und 

multizentrische Studie erfolgen. 
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1. LC-Protokoll für RUNX3 
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2. LC-Protokoll für SOCS1 
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3. LC-Protokoll für p16 
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4. LC-Protokoll für CA4 
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5. Methylierungswerte von CA4 in Prozent 

Nr. CA4 (%) Nr. CA4 (%) Nr. CA4 (%) Nr. CA4 (%) 

1 57 38 14 75 5 112 42 

2 1 39 12 76 8 113 3 

3 38 40 3 77 13 114 10 

4 2 41 7 78 17 115 4 

5 3 42 3 79 38 116 44 

6 9 43 13 80 3 117 2 

7 2 44 31 81 7 118 7 

8 60 45 6 82 38 119 17 

9 4 46 26 83 0 120 3 

10 1 47 34 84 2 121 0 

11 41 48 8 85 32 122 2 

12 19 49 10 86 5 123 4 

13 3 50 5 87 55 124 13 

14 0 51 55 88 3 125 6 

15 24 52 29 89 12 126 2 

16 39 53 5 90 4 127 8 

17 14 54 31 91 11 128 1 

18 51 55 18 92 4 129 8 

19 52 56 23 93 68 130 19 

20 31 57 7 94 1 131 36 

21 39 58 3 95 7 132 12 

22 6 59 20 96 45 133 5 

23 15 60 9 97 5 134 20 

24 21 61 2 98 45 135 16 

25 16 62 16 99 73 136 3 

26 26 63 13 100 7 137 12 

27 2 64 3 101 12 138 3 

28 3 65 3 102 45 139 34 

29 24 66 2 103 49 140 2 

30 2 67 8 104 29 141 25 
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31 42 68 60 105 1 142 16 

32 3 69 0 106 46 143 50 

33 52 70 1 107 2 144 30 

34 3 71 1 108 50 145 5 

35 23 72 11 109 7 146 9 

36 39 73 51 110 0 147 4 

37 72 74 21 111 8 148 68 

 
 
6. Methylierungswerte von p16, SOCS1 und RUNX3 in Prozent 

Nr.  p16 

(%) 

SOCS1 

(%) 

RUNX3 

(%) 

Nr. p16

(%)

SOCS1

(%) 

RUNX3

(%) 

Nr. p16 

(%) 

SOCS1

(%) 

RUNX3

(%) 

1 46 41 63 51 2 23 0 101 3 0 0 

2 3 0 34 52 3 1 0 102 6 0 0 

3 5 0 0 53 3 0 0 103 3 27 26 

4 2 1 0 54 8 0 0 104 7 0 0 

5 44 0 0 55 21 0 0 105 2 0 0 

6 3 1 0 56 4 3 0 106 22 27 17 

7 4 0 0 57 5 2 0 107 2 0 0 

8 7 0 0 58 40 1 0 108 39 0 38 

9 4 0 0 59 6 0 0 109 3 0 0 

10 70 0 0 60 32 0 0 110 94 0 0 

11 62 0 26 61 8 0 0 111 3 0 0 

12 5 0 0 62 4 0 0 112 52 0 0 

13 2 0 0 63 1 0 0 113 3 0 0 

14 3 53 0 64 5 0 11 114 19 37 28 

15 75 0 0 65 3 0 0 115 8 0 0 

16 3 1 0 66 3 1 0 116 3 0 0 

17 3 1 0 67 4 0 0 117 4 0 0 

18 4 1 0 68 48 27 54 118 5 0 0 

19 2 0 0 69 6 0 0 119 2 0 0 

20 2 0 21 70 9 0 0 120 2 0 0 

21 42 0 42 71 20 1 0 121 6 0 0 
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22 3 0 0 72 2 3 0 122 1 0 0 

23 4 0 0 73 34 33 21 123 6 0 0 

24 2 1 0 74 2 0 0 124 4 0 0 

25 5 0 0 75 3 0 0 125 3 1 0 

26 4 13 0 76 5 0 0 126 3 0 0 

27 1 1 0 77 3 0 0 127 2 0 0 

28 5 0 0 78 25 0 33 128 3 0 0 

29 5 1 0 79 10 0 5 129 5 1 0 

30 2 0 0 80 3 0 0 130 63 0 0 

31 5 35 0 81 3 0 0 131 17 24 26 

32 1 0 0 82 0 0 0 132 39 0 0 

33 37 26 39 83 4 0 0 133 2 0 0 

34 6 0 0 84 8 0 0 134 2 0 0 

35 13 16 8 85 3 0 26 135 7 0 0 

36 40 0 0 86 4 4 0 136 4 0 0 

37 64 0 52 87 4 0 0 137 2 0 0 

38 2 0 0 88 2 0 0 138 2 0 0 

39 3 0 0 89 2 0 0 139 1 0 0 

40 2 0 0 90 2 0 0 140 18 0 0 

41 3 0 0 91 10 14 10 141 2 0 0 

42 16 0 2 92 4 0 0 142 3 0 0 

43 1 1 0 93 24 0 0 143 42 41 46 

44 38 0 21 94 3 0 0 144 38 34 0 

45 22 0 0 95 16 0 0 145 3 0 0 

46 15 0 18 96 21 0 19 146 2 0 0 

47 3 0 0 97 1 0 0 147 3 0 0 

48 3 0 0 98 4 16 37 148 27 31 51 

49 3 0 0 99 36 0 19     

50 6 0 3 100 4 0 0     
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