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1 Einleitung und Fragestellung 

 

Kolorektale Karzinome (KRK) stellen eine der häufigsten malignen Tumorerkrankungen in 

Europa und den Vereinigten Staaten von Amerika dar und zeigen eine seit mehr als drei 

Jahrzehnten andauernde Zunahme der Inzidenz (Husmann 2010). Prognosen sagen voraus, 

dass sich dieser Trend stetig fortsetzen wird, und es zu einer weiteren Progredienz der 

jährlichen Neuerkrankungen kommen wird (Husmann 2010). Allein in Niedersachsen 

erkrankten im Jahr 2008 insgesamt 6381 Menschen an einem malignen Tumor im Bereich 

des Dickdarms (Vohmann et al. 2011). Überdies stellen KRK bei beiden Geschlechtern die 

zweithäufigste Krebstodesursache in Deutschland dar (Husmann 2010, Vohmann et al. 

2011). 

Folglich handelt es sich beim KRK ohne Zweifel um eine bedeutende Erkrankung unserer 

Gesellschaft, sowohl aus medizinischer als auch aus sozioökonomischer Sichtweise. Aufgrund 

eines Anstiegs der durchschnittlichen Lebenserwartung und demographischer 

Veränderungen innerhalb Deutschlands wird dieser hohe Stellenwert auch zukünftig 

wachsen. Eine ausgereifte Früherkennung und die Weiterentwicklung der Stadien-

adaptierten Therapie  sind unerlässlich, um dieser Entwicklung entgegentreten zu können.  

Die Etablierung eines individualisierten und Risiko-angepassten Therapieregimes kann zu 

einer Minimierung der therapieassoziierten Nebenwirkungen, aber vor allem auch zu einer 

Minimierung des Tumorrezidivrisikos führen.  Dank neu entwickelter multimodaler 

Therapiestrategien konnte so die 5-Jahres-Überlebensrate (5-JÜR) von Patienten mit einem 

Rektumkarzinom in Deutschland in den letzten 30 Jahren von rund 45% auf 60% gesteigert 

werden (Husmann 2010, Sauer et al. 2012). Dieser Behandlungsfortschritt basiert auf einer 

stetigen Forschung und Weiterentwicklung der Therapiemöglichkeiten. Dem 

entgegengesetzt zeigen rund 30% aller Patienten trotz aller Fortschritte eine schlechte 

Therapieantwort auf die zur Verfügung stehenden Behandlungsmöglichkeiten und neigen zu 

einer frühen Fernmetastasierung. Diese Patienten könnten von einem intensivierten 

Therapiekonzept profitieren. Bislang ist jedoch nicht möglich, vor Einleitung der Therapie 

eine verlässliche Aussage über den Therapierespons zu treffen. Eine Zunahme der 

Individualisierung des Therapiekonzepts könnte den Behandlungserfolg weiterhin 

optimieren, die belastenden Nebenwirkungen der Therapie für den Patienten senken und 
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demgemäß auch zu einer Minderung der ökonomischen Belastung für das 

Gesundheitssystem führen.  

Ein grundlegender Baustein für die Möglichkeit einer individualisierten und gleichzeitig 

Risiko-adaptierten Tumortherapie stellt das genaue Wissen über die molekularbiologischen 

Eigenschaften des Karzinomgewebes dar. Neue Angriffspunkte für eine individualisierte 

Therapie liegen in der Anwendung moderner Therapiekonzepte, wie den Einsatz von 

Antikörpern (AK) gegen tumoreigene Proteine oder die Kombinationen verschiedener 

Zytostatika. Eine Umsetzung dieser Möglichkeiten fußt auf der umfassenden Kenntnis über 

die Tumorbiologie. Insofern sind eine bestmögliche Charakterisierung der intrazellulären 

Stoffwechselprozesse und Signalwege des Rektumkarzinoms und ein genaues Wissen über 

dessen zytologische Beschaffenheit unerlässlich.     

 

1.1 Epidemiologie kolorektaler Karzinome 

KRK stellen in Deutschland bei beiden Geschlechtern die zweithäufigste 

Malignomerkrankung dar, der Altersgipfel des Diagnosezeitpunktes liegt dabei zwischen dem 

60. und 75. Lebensjahr (Liersch et al. 2007). Bei weniger als 10% der Patienten tritt ein 

maligner Dickdarmtumor vor Vollendung des 50. Lebensjahres auf (Fuchs et al. 2011). Im 

Jahr 2008 sind weltweit mehr als 1,2 Millionen Neuerkrankungen diagnostiziert worden und 

nach Schätzungen sind im gleichen Jahr global rund 608.700 Patienten an einem KRK 

verstorben (Jemal et al. 2011), davon rund 2635 innerhalb Niedersachsens (Vohmann et al. 

2011). In Deutschland versterben jährlich rund 30.000 Menschen an einer malignen 

Entartung im Bereich des Dickdarms (Fuchs et al. 2011). Die Inzidenz KRK stellt sich in den 

verschiedenen Teilen der Erde heterogen dar. Die höchste Rate an Neuerkrankungen findet 

man in Industriestaaten (Australien, Nordamerika und Europa), die niedrigsten Raten in 

Afrika und Südzentral-Asien (Jemal et al. 2011).  

Grundsätzlich sind Männer häufiger von malignen Tumoren des Dickdarms betroffen als 

Frauen (Fuchs et al. 2011).  So sind 2004 in Deutschland rund 36.000 Frauen und rund 

37.000 Männer bei steigender Inzidenz an Darmkrebs erkrankt (Husmann 2010).  

Es ist von immenser Wichtigkeit, in welchem Erkrankungsstadium die Diagnosestellung 

erfolgt, da dies Prognose-entscheidend ist. Kann die Erkrankung in einem frühen Stadium 

(Stadium I/II nach Klassifikation der Union contre le cancer; UICC) diagnostiziert und der 
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geeigneten Therapie zugeführt werden, liegt die 5-JÜR bei 85-90% (Schmiegel et al. 2010, 

Fuchs et al. 2011). Erfolgt die Diagnosestellung erst im metastasierten Stadium, sinkt die 

Heilungsrate nach 5 Jahren trotz Therapie auf weniger als 10% (Fuchs et al. 2011). 

Bei 30-50% aller KRK  handelt es sich um Tumore, die im Bereich des Rektums lokalisiert sind 

(Liersch et al. 2007, Vohmann et al. 2011). Nach heutigem Wissensstand muss davon 

ausgegangen werden, dass es sich bei malignen Kolon- und Rektumtumoren um zwei 

eigenständige Entitäten handelt, die folgerichtig eigenständiger Therapiekonzepte bedürfen 

(Li und Lai 2009, Li et al. 2012, Hong et al. 2012). 

 

1.2 Ätiologie kolorektaler Karzinome 

Auf die Ätiologie KRK wirken sowohl exogene, als auch endogene Faktoren ein.  

Als exogene Risikofaktoren werden bestimmte Ernährungs- und Lebensweisen eingestuft. So 

gilt ein hoher Konsum an Fleisch, Fett und Alkohol und eine unzureichende Versorgung mit 

Vitaminen und Ballaststoffen als negativer Prädiktor (Liersch et al. 2007, Vohmann et al. 

2011). Körperliche Inaktivität und ein hoher sozioökonomischer Status begünstigen ebenso 

die Entstehung eines Dickdarmtumors. Als endogene Risikofaktoren betrachtet man heute 

das Vorhandensein von adenomatösen Polypen im Gastrointestinaltrakt, sowie chronisch 

entzündliche Darmerkrankungen wie Colitits ulcerosa oder Morbus Crohn. Des Weiteren 

tragen genetische Dispositionen, wie die Familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) oder das 

hereditary non-polyposis colorectal cancer-Syndrome (HNPCC) zum Auftreten von KRK bei. 

Liegt der Entstehung eines KRK eine genetische Disposition zugrunde, treten maligne 

Tumore hereditär auf. Man geht davon aus, dass bei 10-15% aller Patienten mit einem 

malignen Tumor im Bereich des Dickdarms eine genetische Disposition vorliegt (Liersch et al. 

2007). Aber auch bei sporadisch auftretenden KRK wird ein Entstehungsmechanismus auf 

genetischer Ebene in Betracht gezogen. Die Adenom-Karzinom-Sequenz nach Vogelstein 

beschreibt die Hypothese, dass sich maligne Neoplasien im Bereich des Kolons aus 

vorbestehenden benignen Adenomen entwickeln (Muto et al. 1975, Fearon und Vogelstein 

1990). Dieser Karzinogenese gehen mehrere Mutationen, welche zu einer Aktivierung von 

Onkogenen und einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führen, voraus (Fearon und 

Vogelstein 1990). Hierbei spielt zum Beispiel der Verlust des Tumorsuppressors p53 und eine 

Mutation im k-ras-Gen eine entscheidende Rolle. Schätzungen sagen, dass zwischen dem 
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Auftreten von Polypen und der Entstehung eines invasiven Karzinomwachstums bis zu 20 

Jahre vergehen können. Anzumerken ist, dass die morphologische Charakteristik der 

Adenome einen wichtigen Einfluss auf den Krankheitsverlauf zu haben scheint. Breitbasig 

aufsitzende, villöse Adenome infiltrieren vergleichsweise frühzeitig das daruntergelegene 

Gewebe der Submukosa, als gestielt wachsende Polypen der Dickdarmschleimhaut. Gemäß 

dieser Hypothese werden Polypen der Dickdarmschleimhaut einer zeitnahen Polypektomie 

zugeführt, um das maligne Entartungsrisiko zu minimieren. Auf diesen Erkenntnissen 

begründet sich die Empfehlung einer regelmäßigen Koloskopie im Rahmen einer 

Krebsfrüherkennung ab dem 55. Lebensjahr. Ziel ist es auffällige Polypen frühestmöglich zu 

identifizieren und zu entfernen, um die Gefahr einer malignen Entartung zu senken 

(Schmiegel et al. 2010).        

 

1.3 Klassifikation des Rektumkarzinoms 

Rektumkarzinome werden mittels histopathologischer Sicherung anhand der TNM-

Klassifikation und UICC-Stadiengruppierung klassifiziert. Die geltenden Richtlinien zum 

Zeitpunkt der histopathologischen Aufarbeitung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

Gewebeproben geben die Tabellen 1 und 2 wieder. Die aktuell gültige TNM-Klassifizierung 

und UICC-Einteilung ist zum Vergleich im Anhang (siehe Seite 85 und 86)  eingefügt.    

Die genaue Höhenlokalisation der Neoplasie bestimmt dabei die Unterscheidung zwischen 

einem Tumor des Rektums und einem Tumor des Kolons. Die Höhenlokalisation des unteren 

Tumorrandes muss mit einem starren Rektoskop ermittelt werden. Maligne Neubildungen, 

deren untere Tumorränder weiter als 16 Zentimeter (cm) von der Anokutanlinie entfernt 

liegen, gelten als Kolonkarzinome. Innerhalb des Rektums werden Tumore weiterhin drei 

Rektumdritteln zugeordnet. Karzinome, welche bis 6 cm ab Anokutanlinie lokalisiert sind 

werden dem unteren Rektumdrittel zugeteilt. Das mittlere Rektumdrittel erstreckt sich von 6 

bis 12 cm ab Anokutanlinie und Tumore, welche zwischen 12 und 16 cm beginnen, werden 

dem oberen Rektumdrittel zugeordnet (siehe Abbildung 1, Seite 5). Diese Zuordnung nimmt 

Einfluss auf die chirurgische Rektumresektion und wird aktuell auf ihren prognostischen 

Nutzen untersucht (siehe Kapitel 1.6, Seite 13).  
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Die UICC-Stadieneinteilung erfolgt zunächst prätherapeutisch und wird anhand der 

klinischen (c) Ergebnisse der Staging-Untersuchungen (cUICC) bestimmt. Dieser Einschätzung 

der Krankheitsausbreitung kommt  eine hohe Bedeutung zu, da sie therapieentscheidend ist. 

Die endgültige Festlegung des Krankheitsstadiums stellt das pathologisch ermittelte UICC-

Stadium nach TNM (pUICC) dar. Das pUICC-Stadium wird postoperativ durch die 

histopathologische Aufarbeitung des Rektumresektats bestimmt und ist wegweisend für 

eine mögliche (adjuvante) Therapie. Aufbauend auf allen wichtigen Tumormerkmalen, wie 

dem Lymphknotenstatus (N-Status) oder dem Auffinden von Fernmetastasen kann jeder 

Tumor einem von fünf Stadien mit entsprechender Prognose zugeordnet werden (siehe 

Tabelle 2, Seite 6). 

Der T-Status richtet sich nach der Invasionstiefe des Karzinoms in die Wandschichten des 

Rektums und nicht nach der Größe des Primärtumors (siehe Tabelle 1, Seite 6). Der 

Lymphknotenstatus wird durch die mikroskopische Untersuchung der chirurgisch 

entnommenen regionären Lymphknoten (LK) erhoben. Es ist darauf zu achten, dass 

ausreichend LK in die pathologische Aufarbeitung einbezogen werden. Heute wird 

empfohlen mindestens 12-14 regionäre LK histopathologisch zu untersuchen, um eine 

zuverlässige Aussage über die Tumorausbreitung treffen zu können  (Hermanek 1995, Edge 

2010, Wittekind und Meyer 2010). Als regionäre Lymphknotenstationen des Rektums gelten 

LK entlang den Aa. rectales superiores, mediae und inferiores, an der A. mesenterica inferior, 

an der A. iliaca interna, sowie mesorektale, lateral-sakrale und präsakrale LK. Werden 

Malignomzellen in LK anderer Stationen gefunden, zum Beispiel paraaortal, so gelten diese 

als Fernmetastasen. Der genauen Erfassung des N-Status kommt eine immens hohe 

Bedeutung zu. Durch unsere Arbeitsgruppe innerhalb der klinischen Forschergruppe (KFO) 

 
Abbildung 1: Dritteleinteilung des Rektums 
Das untere Rektumdrittel beschreibt den 
Bereich von <6 cm ab Anokutanlinie, das 
mittlere Rektumdrittel den Bereich von 6 - 
<12 cm und das obere Rektumdrittel den 
Bereich von 12 - <16 cm ab Anokutanlinie. Die 
Höhenlokalisation muss immer  mittels einer 
starren Rektoskopie bestimmt werden.   
 
(Abbildung nach Liersch et al.  2007, Seite 48) 
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179 konnte gezeigt werden, dass der Lymphknotenstatus einen erheblichen Einfluss auf die 

Langzeitprognose eines Patienten mit Rektumkarzinom nimmt (Sprenger et al. 2009). 

Bevorzugte hämatogene Metastasierungsorte des Rektumkarzinoms stellen die Lunge 

(besonders Tumore im Bereich des unteren Rektumdrittels) und die Leber (Tumore im 

Bereich des mittleren und oberen Rektumdrittels), sowie angrenzende Organe wie das Ovar 

oder die Harnblase dar (Wittekind und Meyer 2010). 

 

 

TNM-Klassifikation (Wittekind und Sobin, 2002) 

T Primärtumor 
T0 kein Anhalt für Primärtumor  

Tis 
Carcinoma in situ; Infiltrationstiefe geht nicht über die Muscularis mucosae 
hinaus 

T1 Tumor infiltriert die Submucosa, ohne Eindringen in die Muscularis propria 
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria 
T3 
 

Tumor durchbricht die Muscularis propria und infiltriert die Subserosa / das 
pararektale Gewebe 

T4 
Tumor infiltriert direkt angrenzende Organe und / oder durchbricht das 
viszerale Peritoneum 

N regionäre Lymphknoten 

N0  keine Metastasen in regionären LK nachweisbar 

N1 Metastasen in 1-3 regionären LK nachweisbar 
N2 Metastasen in ≥ 4 regionären LK  nachweisbar 

M Fernmetastasen 
M0 keine Fernmetastasen vorhanden 
M1 Fernmetastasen vorhanden 

 

 
Tabelle 2:  
UICC-Stadiengruppierung nach 
Wittekind und Sobin, 2002                                     
Anhand des TNM-Status des 
Tumors kann jedes 
Rektumkarzinom einem                                    
Stadium zugeordnet werden. Die 
Stadienzuordnung korreliert mit  
dem Fortschreiten der 
Erkrankung. 

Tabelle 1: TNM-Klassifikation nach Wittekind und Sobin, 2002 
Der T-Status beschreibt die Infiltrationstiefe des Tumors in die Wandstrukturen des 
Rektums. Der N-Status beschreibt den Befall regionärer LK und der 
M-Status gibt das Auftreten von Fernmetastasen wieder. 

 
(Tabelle modifiziert nach Becker H et al. 2006, Seite 580)  

  Stadiengruppierung nach UICC (Wittekind und Sobin, 2002) 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium I T1, T2 N0 M0 

Stadium II  T3, T4 N0 M0 

Stadium III A T1, T2 N1 M0 

Stadium III B T3, T4 
jedes T 

N1 
N2 

M0 
M0 

Stadium IV  Jedes T Jedes N M1 
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1.4 Diagnosesicherung und Staging des Rektumkarzinoms 

Maligne Tumore, welche sich im Bereich des Enddarms manifestieren, bleiben häufig lang 

unentdeckt. Dies liegt zum einem an einer unspezifischen Beschwerdesymptomatik, aber 

auch an einer Bagatellisierung eindeutiger Warnsignale. So werden in einer hausärztlichen 

Praxis vielfach Blutbeimengungen im Stuhl mit einem zusätzlich bestehenden 

Hämorrhoidalleiden erklärt, ohne dass ein Karzinomausschluss erfolgt. Die daraus 

resultierende Verzögerung der Diagnosestellung und Therapieeinleitung kann einen 

prognostischen Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. Demgemäß müssen Symptome, 

welche Hinweis auf ein Neoplasiewachstum im Kolon geben, zeitnah mittels einer 

kompletten Koloskopie abgeklärt werden. Als Warnsignal sollte jede Blutbeimengung im 

Stuhl (sowohl makroskopisch sichtbare, als auch ein positiver fäkaler Okkultbluttest (FOBT)), 

sowie Veränderungen der Defäkation, wie zum Beispiel paradoxer Stuhlgang, eine neu 

aufgetretene Sphinkterinsuffizienz oder Tenesmen angesehen werden. Eine ausführliche 

Anamneseerhebung und eine komplette körperliche Untersuchung stellen den Grundstein 

für alle folgenden Untersuchungen (Liersch et al. 2007, Bruns et al. 2010).         

Ein sehr einfaches, schnelles und vor allem kostengünstiges Verfahren, um einen Überblick 

des distalen Rektums zu erhalten, stellt die digitale-rektale Untersuchung dar. Hierbei kann 

der Untersucher neben möglichen tiefsitzenden Tumoren (30-40% aller Rektumkarzinome, 

Gaedcke et al. 2011) auch den Sphinktertonus orientierend beurteilen. Anhand der Mason-

Klassifikation kann eine erste Einschätzung über das Fortschreiten eines bestehenden 

Tumorwachstums getroffen werden. Dabei beurteilt der Untersucher die Verschieblichkeit 

der Neoplasie gegenüber dem umliegenden Gewebe (Mason 1976).  

Epidemiologisch zeigt sich eine deutliche Zunahme der Inzidenz für Rektumkarzinome nach 

dem 50. Lebensjahr. Daher wird eine jährliche digitale Untersuchung des Rektums und die 

jährliche Durchführung eines FOBT ab dem 50. Lebensjahr für Patienten ohne erhöhtes 

Risiko empfohlen. Ab dem 55. Lebensjahr empfiehlt sich zusätzlich eine komplette 

Koloskopie, die bei unauffälligem Befund alle 10 Jahre wiederholt werden sollte (Bruns et al. 

2010, Schmiegel et al. 2010).  

Um bei Verdacht auf ein Rektumkarzinom die Diagnose zu sichern muss eine starre 

Rektoskopie erfolgen. Allein diese Untersuchung ermöglicht eine zuverlässig Messung der 

Distanz zwischen Anokutanlinie und Höhe des unteren Tumorunterrandes (Liersch et al. 

2005, Schmiegel et al. 2010, Fuchs et al. 2011). Während der Rektoskopie werden 
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Probeexzisionen (PE) entnommen, um die Dignität der Raumforderung histopathologisch zu 

klären. Dabei empfiehlt es sich, verschiedene Regionen des neoplastischen Gewebes zu 

biopsieren. Es besteht die Möglichkeit der Markierung der distalen Tumorregion mittels 

eines Goldclips. Dieser ist für die Planung des Strahlenfeldes unter Schonung der 

Sphinktermuskulatur bei Durchführung einer neoadjuvanten RCT von Bedeutung (Vorwerk 

et al. 2009).   

Um die lokale Ausbreitung des Tumors und dessen Tiefeninfiltration in die Wandschichten 

des Rektums beurteilen zu können und damit eine Einschätzung des Erkrankungsstadiums zu 

treffen, ist eine rektale Endosonographie (rES) unabdingbar. Hierbei wird ein Rotorschallkopf 

endoluminal in das Rektum eingeführt. Diese Untersuchung ermöglicht eine genaue 

Beurteilung des Wachstumsverhaltens des Karzinoms, sowie eine Untersuchung regionaler 

LK hinsichtlich Metastasen und eine Beurteilung des Sphinkterapparates. Die rES in den 

Händen eines erfahrenen Untersuchers zeigt im Vergleich zu anderen bildgebenden 

Verfahren (Computertomographie (CT)/Magnetresonanztomographie (MRT)) die höchste 

Sensitivität und Spezifität bei der Beurteilung der Tiefeninfiltration des Tumors (Kwok et al. 

2000, Liersch et al. 2005, Fuchs et al. 2011). Für die Erfassung des regionären 

Lymphknotenstatus eignet sich eine rektale Ultraschalluntersuchung, distale LK oder 

Fernmetastasen können jedoch nicht beurteilt werden. Zudem sollte die rES vor der 

bioptischen Gewebeentnahme erfolgen, da sich durch Biopsien regionale LK reaktiv 

vergrößern können. Folglich droht ein Overstaging des N-Status, sofern die rES  innerhalb 

einer Woche nach bioptischer Sicherung des Rektumkarzinoms durchgeführt wird. 

Weitere radiologische Bildgebungen des Beckens wie eine CT oder eine MRT sollten bei 

fortgeschrittenem Tumorwachstum (>uT2 oder N+), stenosierend wachsenden Tumoren 

oder multiplem LK-Befall durchgeführt werden (Schmiegel et al. 2010). Beide 

Untersuchungen weisen jedoch eine geringere Spezifität und Sensitivität als die rES auf 

(Kwok et al. 2000). 

In bis zu 5% der Fälle liegt ein maligner Zweittumor im Bereich des Kolons vor, sodass stets 

eine komplette Koloskopie durchzuführen ist (Chen und Sheen-Chen 2000, Liersch et al. 

2005, Schmiegel et al. 2010). Ist eine komplette Spiegelung des Dickdarms nicht möglich, 

sollte ein weiteres radiologisches Verfahren Einsatz finden (Schmiegel et al. 2010). 

Nach histopathologischer Sicherung des Rektumkarzinoms schließt sich ein umfassendes 

Staging an, um den Ausbreitungsgrad der Tumorerkrankung zu erfassen. Diese 
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Stadieneinteilung ist therapieentscheidend. Zu den Staging-Untersuchungen zählt eine 

perkutane Sonographie des Abdomens und eine Röntgenaufnahme des Thorax in zwei 

Ebenen. Ergebenen sich aus diesen Untersuchungen auffällige Befunde, werden weitere 

bildgebende Verfahren angeschlossen. Je nach Fall können zusätzliche Untersuchungen, wie 

eine gynäkologische oder urologische Inspektion notwendig werden (Schmiegel et al. 2010). 

Zu den intraoperativen Staging-Untersuchungen zählen eine Inspektion und Palpation der 

Leber, sowie eine direkten Sonographie des Organs (Schmiegel et al. 2010, Charnley et al. 

1991). 

Vor Therapieeinleitung hat eine Bestimmung des CEA-Werts zu erfolgen. Das 

Karzinoembryonale Antigen gilt heute als ein unabhängiger prognostischer Faktor (Chapman 

et al. 1998) und kann als Verlaufsparameter dienen, um Lokalrezidive (LR) zu detektieren.     

 

1.5 Stadien-adaptierte Therapie des Rektumkarzinoms 

Mit Einführung moderner Operationstechniken und einer neoadjuvanten RCT hat sich die 

Therapie des Rektumkarzinoms innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte deutlich gewandelt 

(Gaedcke et al. 2011). Heutzutage erfolgt die Therapie Stadien-adaptiert (siehe Abbildung 2, 

Seite 12) und multimodal. Dabei umfasst die multimodale Therapie in kurativer Zielsetzung 

die chirurgisch-onkologische Resektion des Primärtumors, eine medikamentös-zytostatische 

Therapie zur Strahlensensibilisierung der Malignomzellen und eine Radiotherapie (RT) des 

kleinen Beckens (mit einer Gesamtdosis von bis zu 50,4 Gray (Gy)). Zielsetzung jeder 

onkologischen Rektumresektion ist, einen histopathologisch bestätigten R0-Status zu 

erreichen, auch wenn dies ein multiviszerales Vorgehen erforderlich machen sollte. Dabei 

wird das Ausmaß der chirurgischen Darmresektion durch die anatomischen Verhältnisse (zu- 

und abführende Gefäße, regionäres Lymphabflussgebiet) vorgegeben. Es empfiehlt sich eine 

gleichzeitige Entnahme des Mesorektums, um eine Senkung der Lokalrezidivrate zu 

erreichen (Liersch et al. 2007, Schmiegel et al. 2010). Beim Rektumkarzinom gelten die 

gleichen onkologischen Resektionsprinzipien, die auch bei Karzinomen im Bereich des Kolons 

Anwendung finden. Dazu sind eine No-Touch-Isolations-Technik des Tumors, eine luminale 

Darmligatur (erfolgt proximal des tumortragenden Rektumabschnitts), eine zentrale 

Gefäßdissektion, eine lokoregionäre Lymphadenektomie, die Einhaltung eines 

ausreichenden Sicherheitsabstands und eine En-bloc-Resektion unabdingbar (Liersch et al. 
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2007, Fuchs et al. 2011). Weiterhin müssen die autonomen Nerven (Plexus hypogastrici 

superiores et inferiores) im Operationsgebiet bestmöglich geschont werden, um die 

postoperativen Beeinträchtigungen (Blasen- und Sexualfunktionsstörrungen) für die 

Patienten so gering wie möglich zu halten.  

 

1.5.1 Therapie lokal begrenzter Rektumkarzinome (cUICC-I-Stadien) 

Lokal begrenzte Tumore, die keine LK-Invasion aufweisen (T1/2, N0, M0) werden kurativ rein 

chirurgisch therapiert, zytostatische Therapiemöglichkeiten finden keine Anwendung. Gut 

differenzierte Malignome (G1-2, sogenannte low-risk-Karzinome), deren Durchmesser 

maximal 3 cm beträgt, werden einer lokalen Vollwandexzision mittels transanaler-

endoskopischer Mikrochirurgie (TEM) zugeführt (Schmiegel et al. 2010). Diese rein lokale 

Resektion der Rektumwand wird durch ein geringes Risiko für einen LK-Befall (3-10%) 

gerechtfertigt (Bruns et al. 2010). Weist der Tumor jedoch einen schlechten 

Differenzierungsgrad auf (G3-4, sogenannte high-risk-Karzinome), steigt das Risiko für eine 

stattgefundene lymphogene Metastasierung auf 10-20% (Schmiegel et al. 2010). In diesen 

Fällen wird eine transabdominelle Resektion des Rektums, inklusive totaler mesorektaler 

Exzision (TME) empfohlen (Schmiegel et al. 2010).    

   

1.5.2 Therapie lokal fortgeschrittener Rektumkarzinome (cUICC-II/III-Stadien) 

Die Durchführung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie (RCT) mit einer nachfolgenden 

tiefen anterioren Rektumresektion (TARR), inklusive einer TME gilt nach der aktuellen 

Studienlage als Therapie der Wahl für Adenokarzinome des Rektums im Stadium cUICC-II/III 

(des mittleren und unteren Drittels, Gaedcke et al. 2011, Glynne-Jones 2012). Die 

CAO/ARO/AIO-94-Studie der German Rectal Cancer Study Group (GRCSG) konnte belegen, 

dass die Einbindung einer neoadjuvanten RCT in das multimodale Therapiekonzept zu einer 

signifikanten Senkung der Lokalrezidivrate nach 5 Jahren und zu einer höheren Rate an R0-

Resektionen führt (Sauer et al. 2004, siehe Kapitel 1.6, Seite 13). Die Senkung der 

Lokalrezidivrate hat auch nach einem Nachbeobachtungszeitraum von mittlerweile 10 

Jahren gegenüber den Patienten, die einer primären Operation zugeführt wurden, Bestand 

(Rödel C et al. 2012). Auch das Auftreten von toxischen Akut- und Langzeitnebenwirkungen 

ist bei einer neoadjuvanten RCT signifikant geringer (Sauer et al. 2004).  
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Neben der Senkung der LR-Häufigkeit und einer höheren Rate an R0-Resektionen wird durch 

eine präoperative RCT auch bei tiefsitzenden Tumoren häufiger eine sphinktererhaltende 

Operation realisierbar. Verschiedene unabhängige Studien konnten zudem eine signifikant 

bessere Remissionsrate bei systemischer Behandlung mit 5-FU und gleichzeitiger 

Verabreichung von Folinsäure belegen (Petrelli et al. 1989, Poon et al. 1989). Laut der 

aktuellen CAO/ARO/AIO-04-Studie kann auch das FOLFOX-Schema zum Einsatz kommen 

(Schmiegel et al. 2010, siehe Kapitel 1.6, Seite 13). Es beinhaltet eine Kombination aus drei 

Wirkstoffen - 5-Fluorouracil (5-FU), Oxaliplatin und Folinsäure. Aktuell zeigen erste 

Studienergebnisse eine höhere Rate an Komplettremissionen (17% gegenüber 13% bei einer 

neoadjuvanten Chemotherapie (CTx) mittels 5-FU) unter diesem Therapieregime (Rödel C et 

al. 2012, siehe Kapitel 1.6, Seite 13).  

Die postoperative adjuvante Bestrahlung des kleinen Beckens mit Kombination einer 

zytostatischen Therapie wird nach den aktuellen Leitlinien durchgeführt bei Patienten mit 

einer R1-Resektion oder bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom, 

die keine neoadjuvante RCT erhalten haben (Gaedcke et al. 2012).  

 

1.5.3 Therapie des metastasierten Rektumkarzinoms (cUICC-IV-Stadium) 

Für Patienten, welche erst in einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium einer Therapie 

zugeführt werden, existieren keine feststehenden Therapieleitlinien. Jeder Krankheitsfall 

muss individuell über eine interdisziplinäre Tumorkonferenz entschieden und therapiert 

werden. Um Tumorkomplikationen zu vermeiden, kommt der chirurgischen Resektion des 

Primärtumors auch in diesem Fall eine hohe Bedeutung zu. Auch eine zytostatische Therapie 

kann in der palliativen Situation Anwendung finden, um eine weitere Tumorausdehnung 

einzuschränken (Fuchs et al. 2011).   
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Abbildung 2: Stadien-adaptierte Therapie des Rektumkarzinoms mit kurativer Zielsetzung 
Eine rein chirurgische Therapie erfolgt nur bei Tumoren im Stadium cUICC-Ia. Alle weiteren Stadien 
müssen einem multimodalen Therapiekonzept zugeführt werden. Dieses umfasst eine zytostatische 
Tumortherapie, eine Radiatio von 50,4 Gy des kleinen Beckens und die chirurgische 
Rektumresektion.  Auch die Nachsorgeuntersuchungen gestalten sich abhängig vom 
Erkrankungsstadium. 
Die chirurgische Rektumresektion umfasst derzeit immer eine begleitende Exzision des 
Mesorektums. 
 
(Abbildung modifiziert nach Liersch et al.  2007, Seite 55) 
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1.6 Übersicht aktueller Studien zur Optimierung der multimodalen Therapie des 

lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms  

Alle Patienten wurden im Rahmen der GRCSG oder analog der Therapieregime behandelt. 

Die CAO/ARO/AIO-94-Studie, eine große Phase-III-Multicenterstudie, die deutschlandweit 

durchgeführt wurde, untersuchte die Fragestellung, ob eine neoadjuvante RCT Vorteile 

gegenüber einer adjuvanten Therapie aufweist (Studienprotokoll siehe Anhang c, Seite 86). 

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass durch ein neoadjuvantes Therapiekonzept eine 

Senkung des Lokalrezidivrisikos auf die Hälfte erzielt werden kann. Adjuvant behandelte 

Patienten wiesen laut dieser Studie eine Lokalrezidivrate von 13% auf, demgegenüber steht 

eine Lokalrezidivrate von 6% in der neoadjuvanten Behandlungsgruppe (Sauer et al. 2004).  

Zusätzlich traten während der präoperativen Bestrahlung des kleinen Beckens signifikant 

weniger Akut- und Langzeittoxizitäten auf. Ein Einfluss auf das krankheitsfreie Überleben 

(disease free survival, DFS) oder das Gesamtüberleben (overall survival, OS) konnte nach 

einer Nachbeobachtungszeit von zehn Jahren nicht gezeigt werden (Sauer et al. 2004).  

Auch nach erneuter Auswertung der Langzeitdaten (Median 134 Monate) konnte ein 

Persistieren der besseren lokalen Kontrolle durch eine neoadjuvante RCT gezeigt werden. Ein 

Effekt auf das OS oder auf die Rate der Fernmetastasierung zeigt sich auch bisher nicht 

(Sauer et al. 2012). 

Die multizentrische CAO/ARO/AIO-04-Studie der GRCSG untersucht ebenfalls eine 

Verbesserung der systemischen Tumortherapie, um zukünftig eine weitere 

Prognoseverbesserung zu erzielen. In dieser Untersuchung wurde dem Prüfarm zusätzlich zu 

einer neodjuvanten RCT, bestehend aus 5-FU/Folinsäure, wie auch mit der postoperativen 

CTx, das Alkylanz Oxaliplatin verabreicht (FOLFOX-Schema, Studienprotokoll siehe Anhang d, 

Seite 87). Die Zugabe von Oxaliplatin zur systemischen Tumortherapie zeigt als ein erstes 

Ergebnis eine signifikant höhere Rate an Komplettremissionen (13% bei Verabreichung des 

FOLFOX-Schemas gegen 17% bei RCT mittels 5-FU, p<0,05; Rödel C et al. 2012). Ergebnisse 

über den primären Endpunkt dieser Studie, eine Verlängerung des DFS, stehen bislang noch 

aus und könnten durch Auswertung der Langzeit- und Überlebensdaten gewonnen werden 

(Glynne-Jones 2012).   

Eine Studie zur primär operativen Therapie des Rektumkarzinoms stellt die DFG-geförderte 

GAST-05-Studie dar (Studienprotokoll siehe Anhang e, Seite 87). Diese untersucht die 

Fragestellung, ob Rektumkarzinome des oberen Rektumdrittels (12-16 cm) tatsächlich einer 
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kompletten TME bedürfen. Diesbezüglich wird das onkologische Outcome hinsichtlich einer 

partiellen mesorektalen Exzision (PME) und einer TME verglichen. Sollten die Ergebnisse 

dieser Studie eine onkologische Gleichwertigkeit beider Operationsverfahren belegen, 

können funktionelle Vorteile bei Durchführung einer PME erwartet werden.  Aktuelle 

Ergebnisse dieser Untersuchung stehen noch aus.    

 

1.7 Nachsorge und Prognose 

Die Prognose aller Rektumkarzinompatienten wird maßgeblich von dem primären 

Tumorstadium, sowie von der Qualität und Radikalität der Operation beeinflusst (Bruns et al. 

2010). Weisen Patienten mit einem UICC-I-Rektumkarzinom eine tumorspezifische relative 

5-JÜR von über 90% auf, liegt diese bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom (UICC-II/III) trotz erfolgter R0-Resektion wesentlich niedriger. Patienten mit 

einer disseminierten Erkrankung (UICC-IV) weisen eine OS nach 5-Jahren von knapp 10% auf 

(Bruns et al. 2010).    

Nach abgeschlossener Therapie in kurativer Zielsetzung ist eine engmaschige Nachsorge 

indiziert. Patienten, welche an einem Karzinom des Rektums erkrankt waren, zeigen ein 

erhöhtes Risiko für einen Zweittumor im Bereich des Dickdarms, ein LR oder für das 

Auftreten von Fernmetastasen für 5 Jahre nach Therapieabschluss. Dabei ist zu beachten, 

dass das Risiko mit dem Stadium des Primärtumors steigt und daher auch die Nachsorge 

Stadien-adaptiert verläuft  (Schmiegel et al. 2010).  

Bei Patienten, die an einem UICC-I-Tumor erkrankt waren und einer R0-Resektion zugeführt 

werden konnten, ist keine regelmäßige Nachsorge in den aktuellen Leitlinien verankert. Eine 

individuelle Entscheidung über die Notwendigkeit ist bei diesen Patienten zu treffen. 

Eine regelmäßige Nachsorge wird bei Patienten mit erfolgreicher R0-Resektion in 

Tumorstadium UICC-II/III in den Leitlinien empfohlen, sofern sich bei Auftreten eines LR oder 

von Fernmetastasen therapeutische Konsequenzen ergeben (Schmiegel et al. 2010, Bruns et 

al. 2010). Die Nachsorge sollte eine regelmäßige körperliche Untersuchung, eine komplette 

Koloskopie, eine Abdomensonographie, eine Röntgenaufnahme des Thorax, sowie eine 

einmalige CT des Beckens 3 Monate nach Therapieabschluss umfassen (Bruns et al. 2010).   
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1.8 Prädiktive und prognostische Biomarker des Rektumkarzinoms 

Rund 45% aller Patienten, die an einem lokal-fortgeschrittenen Rektumkarzinom erkrankt 

sind, zeigen keine Tumorregression und keine Erniedrigung des T-Levels nach Verabreichung 

einer neoadjuvanten RCT und zählen somit zu den Non-Respondern beziehungsweise Poor-

Respondern (Kuremsky et al. 2009). Aktuell besteht nicht die Möglichkeit, vor Einleitung 

einer Therapie den individuellen Therapierespons abzuschätzen (Kuremsky et al. 2009). 

Verschiedene Biomarker könnten aufgrund ihrer Funktionsstellung im Zellzyklus und in 

Signalwegen Einfluss auf die Wirksamkeit einer systemischen Tumortherapie nehmen. Zum 

jetzigen Zeitpunkt ist kein etablierter Biomarker mit einem prädiktiven oder prognostischen 

Potential für das lokal fortgeschrittene Rektumkarzinom im klinischen Routineeinsatz 

verfügbar. Eine Übersicht über bisherige Studienergebnisse und die untersuchten Biomarker 

in lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen gibt die Metaanalyse von Kuremsky et al. 

(2009). Zwei, basierend auf ihrer zellulären Funktion, vielversprechende Proteine stellen der 

Tumorsuppressor p53 und der Proliferationsmarker Ki67 dar. Trotz zahlreicher 

vorangegangener Studien konnte nicht eindeutig die Rolle der p53- oder Ki67-Expression im 

Adenokarzinom des Rektums geklärt werden (siehe Tabelle 11, Seite 70 und Tabelle 12, Seite 

78).  

Das Protein p53 gilt als der meistmutierte Tumorsuppressor in humanen Karzinomen und 

scheint bei der Entwicklung maligner Zelleigenschaften und der Tumorgenese beteiligt zu 

sein (Fearon und Vogelstein 1990, Hollstein et al. 1991, Levine et al. 1991, Kuremsky et al. 

2009). Dieser Tumorsuppressor spielt eine entscheidende Rolle bei der Initialisierung der 

Zellapoptose und somit der Wirksamkeit von Desoxyribonukleinsäure(DNA)-schädigenden 

Agenzien (siehe Kapitel 2.5.1, Seite 34). So wurde in verschieden Studien belegt, dass das 

Expressionslevel von Wildtyp-p53 signifikanten Einfluss auf die Strahlensensibilität von 

Zellen nimmt (Clarke et al. 1993, Lowe et al. 1993 a, Lowe et al. 1993 b, McIlwrath et al. 

1994). In der Metaanalyse von Kuremsky et al. (2009) wurden 21 Studien ausgewertet, die 

die prädiktive und prognostische Bedeutung von p53 auf das Therapieansprechen und auf 

die Überlebensdaten von Rektumkarzinompatienten untersuchten. In 17 dieser Studien zeigt 

sich keine Korrelation zwischen der Expression von p53 und dem Erfolg einer zytostatischen 

Therapie beziehungsweise dem Outcome der Patienten (Kuremsky et al. 2009). Die 

restlichen vier Studien belegen eine signifikante Korrelation zwischen dem Expressionslevel 

von p53 im Tumorgewebe und dem Therapierespons neoadjuvant therapierter Patienten 
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(Spitz et al. 1997, Luna-Perez et al. 1998, Esposito et al. 2001, Lin et al. 2006). Jedoch stellen 

sich die Ergebnisse dieser vier Untersuchungen sehr uneinheitlich dar und lassen keine 

sichere Aussage über den Nutzen von p53 als Biomarker zu (siehe Tabelle 11, Seite 70).     

Ki67, ein etablierter Marker für die Teilungsaktivität und Proliferation eines Gewebes, wurde 

schon in vorrangegangenen Studien als ein prädiktiver und prognostischer Marker im 

Rektumkarzinom herangezogen. Kuremsky et al. (2009) verglichen 13 Studien, welche diesen 

möglichen Nutzen untersuchten. Zwei Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der 

Expression im prätherapeutischen Gewebe und dem histopathologisch erfassten 

Tumorregressionsgrad (TRG) belegen. Diese beiden Untersuchungen wurden an neoadjuvant 

behandelten Patientenkollektiven durchgeführt. Jakob et al. (2008) zeigen anhand ihrer 

Untersuchungen einen negativen Zusammenhang zwischen der Ki67-Expression und dem 

Ansprechen einer neoadjuvanten Therapie (gemessen am TRG).  Dem entgegengesetzt 

zeigen Kim et al. (2001) einen höheren Ki67-Index bei Patienten, die eine komplette 

Tumorregression aufwiesen, als bei Non-Respondern. Die verbleibenden Untersuchungen 

konnten keinen signifikanten Zusammenhang erheben. Die Datenlage zum Nutzen des 

Proteins Ki67 als Biomarker ist also widersprüchlich.    

Diese Metaanalyse zeigt auf, dass weder das prädiktive und prognostische Potential für den 

Tumorsuppressor p53 noch für den Proliferationsmarker Ki67 verlässlich geklärt ist. 

Weiterhin offenbart die Gegenüberstellung der einzelnen Studien eine mangelnde 

Standardisierung der Untersuchungsverfahren. Häufig wurden kleine Kollektive untersucht, 

welche zudem eine sehr heterogene Patientengruppe umfassten. Demzufolge könnte hierin 

eine Ursache für die widersprüchlichen Studienergebnisse liegen. Die Biomarkerexpression 

wurde in allen Studien mittels immunhistochemischer Färbeverfahren analysiert. Diese 

Methode eignet sich hervorragend, um die Proteinausstattung von Biomaterialien zu 

untersuchen. Jedoch erfolgt die Analyse der Färbeergebnisse häufig nach subjektiven 

Gesichtspunkten. Auch die durch fehlende Festlegung von standardisierten Analysekriterien 

entstehende hohe Interobservervariabilität erschwert die Vergleichbarkeit verschiedener 

immunhistochemischer Analysen untereinander und lässt die erfassten 

immunhistochemischen Daten anzweifeln (Seidal et al. 2001).    

All diese Umstände legen eine erneute Untersuchung der Relevanz der Biomarkerexpression 

von p53 und Ki67 im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom, anhand eines umfassenderen 

Patientenkollektivs unter standardisierten Therapiebedingungen nahe. Von noch größerer 
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Bedeutung erscheint eine standardisierte und somit verlässliche Erfassung der 

immunhistochemischen Daten.    

 

1.9 Fragestellung und eigene Zielsetzung 

Die vorliegende Untersuchung wurde im Rahmen des Teilprojekts 5 der DFG(Deutsche 

Forschungsgemeinschaft)-geförderten klinischen Forschergruppe KFO 179: ‚Biological Basis 

of Individual Tumor Response in Patients with Rectal Cancer‘ der Universitätsmedizin 

Göttingen (UMG) durchgeführt (siehe www.kfo179.de).  

Alle Patienten, die in die Untersuchung eingeschlossen werden konnten, wurden unter 

standardisierten Bedingungen in der Abteilung für Allgemein- und Viszeralchirurgie der 

Universitätsmedizin Göttingen operiert. Die multimodale Therapie erfolgte in 

randomisierten, kontrollierten multizentrischen Phase-II/III-Studien oder analog zu deren 

Therapieregimen (siehe Kapitel 1.6, Seite 13). Nach den aktuellen Therapierichtlinien wird ab 

dem Stadium cUICC-II eine neoadjuvante RCT empfohlen. Postoperativ kann der Effekt der 

präoperativen Behandlung anhand des histopathologisch determinierten TRG eingeschätzt 

werden. Rund 11% unseres neoadjuvant behandelten Patientenkollektivs weisen einen TRG 

von 4 auf, jedoch zeigt der gleiche Prozentsatz ein sehr geringes Ansprechen auf die gleiche 

neoadjuvante Vorbehandlung (entsprechend TRG 1). Eine Ursache hierfür könnten 

interindividuelle Unterschiede innerhalb der Tumorbiologie sein. Genaue Kenntnis über das 

Biomarkerprofil von Tumorzellen aus Adenokarzinomen des Rektums kann die Grundlage für 

eine individualisierte Tumortherapie stellen.     

Anhand von monozentrisch untersuchtem prätherapeutischem Gewebe und Gewebe des 

Rektumresektats, sowie der Erhebung der klinikopathologischen und Langzeit-Follow-up-

Daten unserer Patienten, wird in dieser Studie die Bedeutung der Expression der Biomarker 

p53 und Ki67 im Rektumkarzinom als prädiktiver und prognostischer Faktor untersucht.  

Weiterhin wird innerhalb der vorliegenden Untersuchung eine Evaluation des digitalen 

Bildanalysesystems (digital image analysis, DIA) Ventana Image Analysis System – kurz VIAS 

genannt – durchgeführt (siehe Kapitel 2.6, Seite 36).  Ziel ist es, dieses DIA zu etablieren, um 

eine standardisierte, hochsensitive und Observer-unabhängige Messung 

immunhistochemischer Daten zu ermöglichen. Dadurch wird eine Minimierung der Intra- 

und Interobservervarianz erreicht. Nur eine valide und objektive Biomarkeranalyse ist 
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verwertbar und kann zur Erforschung der Tumorbiologie des Rektumkarzinoms 

herangezogen werden. Um die erfassten Daten des DIA VIAS zu überprüfen, sind zwei 

verschiedene Verfahren zur Auswertung immunhistochemischer Präparate 

gegenübergestellt (alle vorhandenen Präparate wurden zuerst konventionell-manuell und 

danach mit Hilfe des DIA analysiert).   

 

Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Untersuchung geklärt werden: 

 

1. Hat das Expressionslevel von p53 oder Ki67 in der prätherapeutischen Biopsie 

und/oder im posttherapeutischen Rektumresektat einen prädiktiven Wert bezüglich 

des Ansprechens auf eine  RCT gemessen am Grad der Tumorregression und weiterer 

klinisch-pathologischer Parameter? 

 

2. Hat das Expressionslevel von p53 oder Ki67 in der prätherapeutischen 

Probeentnahme und/oder im Rektumresektat einen prognostischen Stellenwert 

gemessen am DFS und am Karzinom-spezifischen Überleben (carcinom-specific 

survival, CSS)? 

 

3. Kann aus Detektion von p53 und/oder Ki67 ein Nutzen für den klinischen Alltag 

gezogen werden? 

 

4. Kann das Expressionslevel von p53 und/oder Ki67 zukünftig dazu beitragen, eine 

individualisierte Tumortherapie mit dem Ziel einer Prognoseverbesserung zu 

ermöglichen? 

 

5. Wird durch Einsatz des DIA VIAS eine verlässliche Erfassung immunhistochemischer 

Daten ermöglicht?  
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2 Patienten, Material und Methodik 

2.1 Patientenkollektiv 

Die vorliegende Untersuchung umfasst ein Patientenkollektiv von 225 Patienten, welche an 

einem lokal fortgeschrittenen (cUICC-II/III) Rektumkarzinom erkrankt sind. Alle Patienten 

sind im Zeitraum vom 26.01.1996 bis 26.01.2010 in der UMG, Abteilung für Allgemein- und 

Viszeralchirurgie unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. H. Becker operiert worden. Die 

Behandlung erfolgte im Zuge einer multimodalen Therapie orientierend an den aktuell 

gültigen Therapierichtlinien und im Rahmen von klinischen Studien, oder analog zu den 

Therapieregimen in Kooperation mit der Abteilung für Strahlentherapie und Radioonkologie 

(Leitung Prof. Dr. Dr. C. F. Hess) der UMG. Die Aufarbeitung der Resektate, deren 

histopathologische Diagnostik, sowie die Beurteilung des TRG erfolgten standardisiert in der 

Abteilung für Gastroenteropathologie durch Frau OÄ Dr. med. H. Rothe.   

Alle Patienten, die in diese Analyse eingeschlossen wurden, waren ausführlich über den 

Inhalt und die Zielsetzung der Untersuchungen aufgeklärt worden. Von jedem Patienten liegt 

eine schriftliche Einwilligung über die Auswertung seiner klinischen Daten, die 

immunhistochemische Untersuchung des entnommenen und archivierten Biomaterials und 

die Erlaubnis zur Erhebung der krankheitsbezogenen Follow-up-Daten, im Rahmen der KFO 

179, vor (www.kfo179.de).  

Von 225 untersuchten Patienten sind 67 Personen weiblich (29,8%) und 158 Personen 

männlich (70,2%). Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Operation lag bei 62 Jahren 

(62,38 +/- 9,95 Jahre; von 34 – 82 Jahre). Alle Operationsverfahren erfolgten standardisiert 

und orientierten sich stets an den onkologischen Operationsprinzipien (siehe Kapitel 1.5, 

Seite 9). Die multimodale Behandlung erfolgte im Rahmen von prospektiv randomisierten 

Studien der Phase-II/-III (CAO/AIO/ARO-94, CAO/AIO/ARO-04, CapOx; siehe Kapitel 1.6, Seite 

13) oder analog zu diesen. Das Patientenkollektiv gliedert sich in drei Behandlungsgruppen 

auf. Zwei Gruppen erhielten eine neoadjuvante Therapie (80,9%, n=182). Davon wurde eine 

Gruppe (48,0%, n=108) mit einer systemischen 5-FU-Monotherapie als Radiosensitizer 

begleitend zur neoadjuvanten Bestrahlung behandelt. Die zweite Behandlungsgruppe 

(32,9%, n=74) erhielt als neoadjuvante Behandlung eine Kombination von 5-FU und 

Oxaliplatin zur RT. Bei der Radiatio wurde eine Gesamtdosis von 50,4 Gy in 28 
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Abbildung 3: Therapieablauf und Studiendesign  
Die Diagnosesicherung erfolgt histopathologisch. Das Patientenkollektiv (n=225) teilt sich in 3 
Behandlungsgruppen. Insgesamt erhielten 182 Patienten eine neodjuvante Therapie bestehend aus 
Radiatio des Beckens und eine begleitende CTx. Alle Patienten wurden im Rahmen einer 
multimodalen Therapie in der Universitätsmedizin Göttingen operiert.  

 
(CSS –Karzinom-spezifisches Überleben, CTx – Chemotherapie, DFS – krankheitsfreie Überleben, 5-FU 
– 5-Fluorouracil, Ox. – Oxaliplatin, RT – Radiotherapie)  

Einzelfraktionen verabreicht. Die dritte Behandlungsgruppe (19,1%, n=43) erhielt im Rahmen 

der CAO/AIO/ARO-94-Studie und der GAST-05-Studie eine primäre Resektion des Rektums 

und wurden adjuvant weiterbehandelt. Diese Patientenkohorte dient als Kontrollgruppe 

(siehe Tabelle 3, Seite 21; sowie Abbildung 3).  

Intraoperativ offenbarte sich bei 13 Patienten (5,8%) das Vorliegen einer okkult 

metastasierten Erkrankung. Der Großteil der Patienten (54,2%, n=122) wies eine 

Tumorlokalisation im mittlerem Rektumdrittel auf (siehe Tabelle 3, Seite 21).     

Zu der Verteilung der angewandten Operationstechniken siehe Kapitel 3.1.1 (Seite 42), sowie 

Tabelle 6 (Seite 43).  
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Neoadjuvante Therapie keine 
RCT 

(5-FU-Mono) 

 
intensivierte 

RCT  
(5-FU und 

Oxaliplatin) 
 

p-Wert* 

Patientenzahl (N=225) 43 % 108 % 74 %  

Geschlecht     
weiblich 12 29 26  
männlich 31 79 48  

Alter (zur OP, in Jahren)     
Min. – Max. 39-79 34-82 36-81  
Mittelwert 63,24 62,11 62,31  

Höhenlokalisation d. Tumors       

0.04 
unteres Rektumdrittel 13 30,2 39 36,1 35 47,3 

mittleres Rektumdrittel 23 53,5 63 58,3 36 48,6 

oberes Rektumdrittel 7 16,3 6 5,6 3 4,1 

uT-Status       

0.02 

0 0 - 0 - 0 - 

1 0 - 0 - 0 - 

2 6 14,0 3 2,8 2 2,7 

3 35 81,4 97 89,8 68 91,9 

4 1 2,3 8 7,4 4 5,4 

Keine Angabe mgl. 1 2,3 0 - 0 - 

uN-Status       

0.14 
0 16 37,2 30 27,8 18 24,3 

1 26 60,5 78 72,2 56 75,7 

Keine Angabe mgl. 1 2,3 0 - 0 - 

cUICC       

0.05 

0 0 - 0 - 0 - 

I 2 4,7 0 - 0 - 

II 14 32,6 28 25,9 18 24,3 

III 23 53,5 73 67,6 53 71,6 

IV 3 7,0 7 6,5 3 4,1 

Keine Angabe mgl. 1 2,3 0 - 0 - 

 
Tabelle 3: Übersicht der prätherapeutischen Staging-Ergebnisse 
Die Tabelle gibt eine Übersicht des Patientenkollektives wieder und stützt sich auf die Daten, die zum 
Zeitpunkt der Staging-Untersuchungen vorlagen. Die insgesamt 225 Patienten verteilen sich auf drei 
Behandlungsgruppen. 

 
(cUICC – klinisches Erkrankungsstadium, 5-FU – 5-Fluorouracil, RCTx – Radiochemotherapie, uN-
Status – endosonographisch-ermittelter regionärer LK-Status, uT-Status – endosonographisch-
ermittelte Tumorinvasionstiefe)  
 
* p-Wert-Berechnung mit Chi-Quadrat-Test 
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2.2 Material 

2.2.1 Gewebeproben 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden prätherapeutische Tumorbiopsien und Proben, 

die dem Rektumresektat entstammen, immunhistochemisch analysiert (siehe Abbildung 3, 

Seite 20). 

Zur Durchführung der immunhistochemischen Färbungen wurde das Tumormaterial im 

Rahmen der Routinediagnostik Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet (in der Abteilung 

für Pathologie der UMG).  

Aus jeder vorliegenden Gewebeprobe wurden 2 Präparate gefertigt, um zwei etablierte 

Antigenfärbungen durchführen zu können – p53- und Ki67-Antigenfärbung. Die genaue 

Präparatanfertigung und die Färbemethoden sind in Kapitel 2.3 aufgeführt (siehe Seite 28). 

Jedes Präparat wurde zweimalig analysiert. Zuerst erfolgte die konventionell-manuelle 

Auswertung aller Präparate und danach schloss sich eine erneute Analyse mit Unterstützung 

des DIA an. Gewebeproben, die eine stark reduzierten Tumormasse und somit zu wenige 

eindeutig abgrenzbare Karzinomzellen enthalten haben, wurden nicht mit in die statistische 

Auswertung eingebracht (weniger als 50 Tumorzellen in den Präparaten der PE und weniger 

als 100 Tumorzellen in den Präparaten der Rektumresektate). Bei einigen Patienten lagen die 

prätherapeutischen PE zum Zeitpunkt der Analyse nicht vor (teilweise wurden diese 

außerhalb der UMG entnommen). 

 

2.2.2 Perioperative Qualitätskontrolle des Rektumresektats 

Bei dem multimodalen Behandlungskonzept des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms 

stellt die chirurgische Resektion des Tumors die wichtigste Therapiemethode dar (Liersch et 

al. 2009). Um eine onkologische Resektion zu gewährleisten, wird eine perioperative 

Qualitätskontrolle des Rektumresektats durchgeführt. 

Die TME stellt bei Tumoren im Bereich des mittleren und des unteren Rektumdrittels die 

chirurgische Therapie der Wahl dar. Für Tumoren, welche im oberen Rektumdrittel 

lokalisiert sind, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar, ob eine PME onkologisch ausreichend 

ist. Die GAST-05-Studie soll klären, ob mit einer TME oder PME bessere Therapieerfolge 

erzielt werden können. 



Patienten, Material und Methodik 

 

23 
 

Um die Qualität der mesorektalen Exzision frühestmöglich zu sichern, wird unmittelbar nach 

der Entnahme des Rektums eine erste Qualitätskontrolle nach etablierten Methoden 

durchgeführt (Sterk et al. 2000, Liersch et al. 2005). Mit Hilfe verdünnter 

Methylenblaulösung wird die Unversehrtheit der Hüllfaszie des Mesorektums überprüft. Zu 

diesem Zweck wird in dem nativen Rektumresektat die Arteria mesenterica inferior 

aufgesucht und freipräpariert. Danach erfolgt die Kanülierung dieser Arterie mit einer 

Knopfkanüle. Nach Fixierung der Kanüle werden 20 ml Methylenblaulösung injiziert (siehe 

Abbildung 4, Seite 24). Infolgedessen färbt sich das Präparat an und selbst kleinste  

Verletzungen der mesorektalen Hüllfaszie werden durch Austritt des Farbstoffes sichtbar. 

Die komplette Phase des Anfärbens wird photographisch dokumentiert. Anhand des 

Farbstoffaustrittes kann die Qualität der TME eingestuft werden (Sterk et al. 2000, 

Hermanek et al. 2003, Liersch et al. 2005; siehe Abbildung 5, Seite 25): 

 

Klasse 1: kein Farbstoffaustritt – komplette TME mit intakter mesorektaler Hüllfaszie 

Klasse 2: punktförmige(r) Farbstoffaustritt(e) während/nach der Injektion – kleinste    

Inzisionen der mesorektalen Hüllfaszie; meist makroskopisch nicht sichtbar 

Klasse 3: flächenhafter Austritt des Farbstoffes – makroskopisch unvollständige TME 

 

 Es folgt die Dokumentation der Durchführung und des Ergebnisses der Qualitätssicherung. 
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Abbildung 4: Ablauf der perioperativen Qualitätssicherung einer totalen mesorektalen Exzision 
mittels Methylenblaufärbung                                                        
1 – auffinden und freipräparieren der A. mesenterica inferior                                                                                                                  
2 – nach erfolgter Inzision der A. mesenterica inferior erfolgt die Kanülierung dieser (mittels einer 
Knopfkanüle)                                                                                
3 – Fixierung der Knopfkanüle und anschließende Injektion der Methylenblaulösung (1 ml 
Methylenblau in 19 ml Natriumchlorid-Lösung)   
                                   
(Bilder freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. med. L. Conradi, Abteilung für Allgemein- und 
Viszeralchirurgie der UMG) 
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Abbildung 5: Übersicht über die Qualitätsgrade einer totalen mesorektalen Exzision 
A – Klasse 1 - kein Farbstoffaustritt sichtbar, mesorektale Exzision erfolgte komplett, keine 
Verletzungen der mesorektalen Hüllfaszie  
B – Klasse 3 - flächenhafter Farbstoffaustritt erkennbar, TME ist makroskopisch unvollständig und 
weist Defekte der mesorektalen Hüllfaszie auf 
 
(Bilder freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. med. L. Conradi, Abteilung für Allgemein- und 
Viszeralchirurgie der UMG) 
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2.2.3 Postoperative Aufarbeitung und histopathologische Beurteilung des Resektats 

Unmittelbar nach Absetzen des Rektums und Kontrolle der mesorektalen Exzision mit Hilfe 

der Methylenblaufärbung wird das Resektat unversehrt und in nativem Zustand der  

Abteilung für Pathologie der UMG übergeben. Hier wird die histopathologische Aufarbeitung 

und anschließende Beurteilung des Karzinom-tragenden Gewebes durchgeführt.  

Zuerst erfolgt eine makroskopische Begutachtung aller Hüllfaszien auf Intaktheit und 

Vollständigkeit, sowie eine Prüfung der kompletten mesorektalen Oberfläche, im Sinne einer 

weiteren Qualitätskontrolle. Eventuelle Defekte oder Tumorperforationen werden 

dokumentiert. Dabei wird die Qualität der TME nach den MERCURY-Kriterien ermittelt 

(M.E.R.K.U.R.Y. 2002). Hierbei werden 3 Qualitätsgrade unterschieden. Grad 1 (optimal) 

entspricht einer kompletten Resektion des Mesorektums mit intakter mesorektaler 

Hüllfaszie und nur geringgradigen Unebenheiten. Als Qualitätsgrad 2 (moderat) werden 

Resektate eingestuft, die mäßige Unregelmäßigkeiten an der Oberfläche aufweisen, jedoch 

die Muscularis propria des Rektums nicht sichtbar ist. Der Qualitätsgrad 3 (schlecht) umfasst 

Resektate mit größeren Defekten des Mesorektums, oder einer sichtbaren Muscularis 

propria. Dies geht meist mit einem massiven Methylenblauaustritt einher.   

Zu Beginn der weiteren standardisierten Aufarbeitung wird das Resektat, sowie der Tumor 

ausgemessen und sein Abstand zu den Resektionsrändern (nach oral, aboral, 

zirkumferentiell) vermerkt. Es wird die Lage des Tumors in Bezug auf die peritoneale 

Umschlagsfalte dokumentiert. Das native Resektat wird ober- und unterhalb des 

tumortragenden Rektumabschnitts eröffnet. In diesem Zustand wird das Resektat 

aufgespannt und Formalin-fixiert (4%, gepuffert, mind. 24 Stunden). Nach der Fixierung wird 

die mesorektale Oberfläche angefärbt und relevante Anteile des Tumor und des 

umgebenden Mesorektums in Paraffin eingebettet. Die Paraffineinbettung erfolgt nach 

Standard und automatisiert.  

Die histopathologische Beurteilung nach aktuellen TNM/UICC-Richtlinien wird an 

Gewebeschnitten des in Paraffin eingelassenen Tumormaterials durchgeführt. Folgende 

Punkte werden begutachtet: 

­ Lokalisation des Tumors, Lokalisation zur peritonealen Umschlagsfalte (ober- oder 

unterhalb gelegen) 

­ Histologischer Tumortyp nach Klassifikation der World Health Organization  (WHO) 

­ pT-Status – Tumorinvasionstiefe (T 1-4) 
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­ pN-Status – regionärer Lymphknotenstatus mit Angabe der Anzahl aller untersuchten LK 

und Anzahl der mit Tumorzellen befallenen LK (N 0-2) 

­ pM-Status – Existenz von Fernmetastasen (M 0/1) 

­ Grading – Differenzierungsgrad des Karzinomgewebes (G 0-4) 

­ R-Klassifikation – Beurteilung der Resektionsränder nach dem Vorhandensein von 

maligen Zellen mit Angabe des Abstands zwischen Tumor und Resektionsrand (R 0-2) 

­ CRM – zirkumferentieller Resektionsrand (CRM positiv/negativ) 

­ Blut-/Lymphgefäßinvasion (V 0/1; L 0/1)  

­ Beurteilung des TRG bei erfolgter neoadjuvanter RT/CTx (TRG 0-4)  

Die Begutachtung des TRG erfolgt histopathologisch und erlaubt eine Einschätzung über das 

Ansprechen von Tumorgewebe auf eine präoperativ verabreichte RT/CTx und hat einen 

hohen prognostischen Stellenwert. Ein gutes Ansprechen auf eine neoadjuvante RCT spiegelt 

sich in einem hohen TRG wider. Der TRG wird in 5 Stufen (siehe Tabelle 4) klassifiziert 

(Dworak et al. 1997, Gavioli et al. 2000, Wittekind und Tannapfel 2003). In das 

Tumorregressionsgrading fließt unter anderen das enthaltene Tumorvolumen im Gewebe, 

sowie das Auffinden von Fibrosen, Nekrosen oder Granulationsgewebe ein (Dworak et al. 

1997, Bruns et al. 2010). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 4: Klassifizierung des Tumorregressiongrades (TRG) nach neoadjuvanter  
Radio-/Chemotherapie 
Der TRG wird histopathologisch im Rektumresektat bestimmt und dient einer  
frühzeitigen Abschätzung des Responses auf eine neoadjuvante RCT (Dworak et al.  
1997, Gavioli et al. 2000).  

Tumorregressionsgrad nach Dworak 

TRG 0 Keine Regression: keine Fibrosen im Präparat auffindbar  

TRG 1 
Minimale Regression: vitales Tumorgewebe dominiert, eindeutige Zeichen 
radiogener fibrotischer Veränderungen/Vaskulopathie  erkennbar (<25% 
der Tumormasse) 

TRG 2 
Regression von 25-50% der Tumormasse: Fibrosen überwiegen im Präparat, 
leicht zu identifizierbare Tumorzellnester vorhanden 

TRG 3 
gute Regression von 
c >50% der Tumormasse: dominante Fibrose im Präparat (>80%), einzelne 
schwer zu identifizierende Tumorzellen vorhanden 

TRG 4 
Komplette Regression: keine vitalen Tumorzellen nachweisbar, vollständige 
Fibrose 
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2.3 Immunhistochemie und Anfertigung der Gewebeschnitte 

2.3.1 Prinzip der immunhistochemischen Gewebeanfärbung 

Die immunhistochemische Anfärbung von Geweben beruht auf einer Antigen-

Antikörperbindung, welche mit Hilfe eines gekoppelten Detektionssystems dargestellt wird. 

Dabei wird die Affinität eines AK zu seinem Epitop genutzt.  

Für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde die Zwei-Schritt-Methode 

verwendet. Hierbei kommen zwei verschiedene AK zum Einsatz. Ein unkonjugierter 

Primärantikörper bindet direkt an das gesuchte Antigen im Gewebe. Der zweite AK trägt das 

Detektionssystem und ist als unspezifischer Sekundärantikörper gegen die AK-Art des 

Primärantikörpers gerichtet. Diese Methode bietet den Vorteil, dass mehrere 

Sekundärantikörper an einen Primärantikörper binden können und dadurch zu einer 

Verstärkung des Farbsignals und zu einer gesteigerten Sensitivität führen (siehe Abbildung 6, 

Seite 29).       

Als Detektionssystem kommt in dieser Untersuchung ein an den Sekundärantikörper 

gekoppeltes Enzym zum Einsatz. Dieses Enzym wandelt ein zusätzlich zugegebenes 

Chromogen in einen Farbstoff um und markiert damit das Vorhandensein des gesuchten 

Antigens. Im Zuge unserer Versuchsreihen wurden zwei unterschiedliche 

Sekundärantikörper gegenübergestellt – Multimer-Ig_FastRed und Multimer-Ig_DAB. Diese 

verwendeten AK unterscheiden sich in ihrem gebundenen Enzym, woraus zwei 

verschiedenfarbige Färbeergebnisse resultieren.  

Der AK Multimer-Ig_FastRed hat das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt, woraus eine 

rote Anfärbung des gesuchten Antigens folgt. Dieses Enzym hydrolisiert Naphthol, welches 

als Substrat hinzugegeben wird zu Phenol und Phosphat. Es schließt sich eine zweite 

Reaktion an, in welcher sich das entstandene Phenol mit dem Chromogen Diazoniumsalz 

koppelt. Dieser Reaktion folgt  ein roter, unlöslicher Azofarbstoff (siehe Abbildung 

7Abbildung 7, Seite 29). 

Der AK Multimer-Ig_DAB führt mit Hilfe des gekoppelten Enzyms Peroxidase zu einem 

braunen Färbeergebnis. Das Enzym oxidiert das hinzugefügte Chromogen mit Hilfe von 

Wasserstoffperoxid. Bei dem verwendeten Chromogen handelt es sich um Diaminobenzidin 

(DAB). Als Reaktionsprodukt bildet sich ein brauner, amorpher Farbstoff (siehe Abbildung 7, 

Seite 29).  
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Abbildung 6: Darstellung der Zwei-Schritt-Methode 
Über den unkonjugierten Primärantikörper binden mehrere 
Sekundärantikörper indirekt an das Epitop (in dieser Darstellung im Zellkern 
lokalisiert). Über ein Multimer sind mehrere Enzyme als Detektionssystem 
an den sekundären AK gekoppelt. 

Abbildung 7: Chemische Reaktionen der verwendeten Enzyme 
A – Durch Hydrolyse von Naphthol mit Hilfe der alkalischen 
Phosphatase entsteht Phenol, welches mit dem Chromogen 
Diazoniumsalz gekoppelt einen roten Farbstoff bildet.  
B – Die Peroxidase oxidiert DAB (Diaminobenzidin) mit Hilfe von 
Wasserstoffperoxid (H₂O₂) zu einem braunen Farbstoff. 
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2.3.3 Schnittanfertigung 

Die Tumor-tragenden Paraffinblöcke, die im Rahmen der histopathologischen Begutachtung 

durch die Abteilung Pathologie der UMG angefertigt wurden, dienten als 

Untersuchungsmaterial. In diesen Blöcken ist Formalin-fixiertes (4%ig, gepuffert, über 24 

Stunden) und in Paraffin eingebettetes Tumormaterial enthalten. Zum einen entstammt das 

untersuchte Patientenmaterial aus einer prätherapeutischen Tumorbiopsie und zum 

anderem aus dem Rektumresektat.  

Mittels eines Schlittenmikrotoms (siehe Tabelle 5, Seite 33) konnten aus den Paraffinblöcken 

etwa 2 μm dicke Schnitte gefertigt werden, welche in einem Wasserbad auf adhäsive 

Objektträger aufgebracht wurden. Es schloss sich eine Trocknungsphase für rund 12 Stunden 

bei 37°C  im Brutschrank an. 

Danach konnten die Präparate standardisiert nach Färbeprotokoll gefärbt werden. 

 

2.3.4 Automatisierte Färbung 

Um die methodischen Unterschiede zwischen den einzelnen Präparaten so gering wie 

möglich zu halten und somit die Varianz zwischen den Präparaten zu senken, wurde der 

Färbeprozess mit Hilfe des Färbeautomats BenchMark XT von Ventana durchgeführt (siehe 

Tabelle 5, Seite 33). Der Einsatz maschineller Färbeautomaten kann, wie auch die 

Anwendung eines DIA eine Minimierung der Intra- und Interobservervariabilität bewirken. 

Der Prozess der immunhistochemischen Färbung wird stets standardisiert und mit 

gleichbleibend hoher Qualität durchgeführt. Bei manuellen Färbevorgängen können 

methodische Schwankungen zwischen einzelnen Präparaten auftreten, die eine konstante 

Analyse der immunhistochemischen Daten erschweren. Dadurch ist eine Vergleichbarkeit 

der Präparate untereinander nicht möglich. 

Zuerst erfolgt die Antigenfreilegung, welche nach Gerätestandard durchgeführt wird. Dafür 

werden alle Präparate für 60 Minuten auf 100°C erhitzt. Hierbei kommt der Cell Conditioner 

von Ventana (siehe Tabelle 5, Seite 33) zum Einsatz.  

Der AK Monoclonal Mouse Anti-Human-p53-Protein ist ein monoklonaler Mausantikörper, 

welcher in einer Verdünnung von 1:100 aufgetragen und für 32 Minuten bei 42°C inkubiert 

wird. Bei dem verwendeten AK Mouse Anti-Ki67 handelt es sich ebenfalls um einen 
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monoklonalen Mausantikörper. Dieser wird in einer Verdünnung von 1:500 aufgetragen und 

anschließend für 32 Minuten bei 37°C inkubiert.  

Um nach erfolgter Bindung des Primärantikörpers das gesuchte Antigen darzustellen, wird 

der Sekundärantikörper unter Verwendung eines Detektionskits aufgetragen. Für eine rote 

Färbung kam das ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit zum Einsatz, 

für ein braunes Ergebnis das ultraView DAB Detection Kit (siehe Tabelle 5, Seite 33). Beide 

Kits enthalten Sekundärantikörper, die hochspezifisch gegen Maus- und 

Kaninchenantikörper sind und sind Biotin-frei. Nach Beendigung des Färbevorgangs werden 

alle Präparate gründlich gespült und mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol 

entwässert. Zuletzt werden die Objektträger mit einem Deckgläschen versehen. 

 

2.3.5 Probleme und Schwächen der quantitativen Immunhistochemie 

Bei der Immunhistochemie (IHC) handelt es sich um ein relativ kostengünstiges Verfahren, 

um Biomaterialien hinsichtlich ihrer Proteinausstattung zu untersuchen. Daraus resultiert ein 

breites Einsatzspektrum, sowohl in der klinischen Routinediagnostik, aber vor allem auch in 

der Forschung (Seidal et al. 2001). Einen besonders hohen Stellenwert findet die IHC in der 

spezifischen Tumordiagnostik und Tumorhistologie (Becker RL 1993). Jedoch erfolgte bis 

heute keine Standardisierung der Färbemethoden oder eine vereinheitlichte Festsetzung von 

Analysekriterien (Seidal et al. 2001). Erschwerend kommt hinzu, dass zu Beantwortung 

spezifischer Fragestellungen eine quantitative IHC unabdingbar ist (Becker RL 1993). So ist 

nicht die bloße Anwesenheit eines Antigens in einem Gewebe von Interesse, sondern 

vielmehr das Expressionslevel und Verteilungsmuster eines Proteins. Um dies beurteilen zu 

können, bedarf es ein hohes Maß an Genauigkeit, Präzision und Erfahrung (Taylor und 

Levenson 2006). Ein weiteres Problem stellt eine mögliche Voreingenommenheit, welche zu 

einer mangelnden Objektivität führt, dar (Becker RL 1993). So sind konventionell-manuelle 

Präparatanalysen sehr stark vom Betrachter abhängig und zudem schlecht reproduzierbar 

(Seidal et al. 2001). Methodische Unterschiede im Färbeprozess tragen ebenfalls wesentlich 

zu einer schwierigen Vergleichbarkeit verschiedener immunhistocheimscher Analysen bei. 

Annähernd jeder Faktor oder Parameter, welcher Einsatz in der Präparatanfertigung oder im 

Färbevorgang findet, nimmt Einfluss auf die Qualität des Färbeergebnisses (Grube 2004). So 

kann es bereits während der Gewebefixierung zu Veränderungen von Gewebeeigenschaften 
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kommen, was anschließend zu Diskrepanzen im Ergebnis führt (Grube 2004). Besonders 

anfällig für diese Art von Beeinflussung sind manuelle Färbevorgänge. Hier können kleine 

Ungenauigkeiten bei der Fertigung der Präparate zu bedeutsamen Unterschieden in der 

Analyse und Interpretation von Gewebefärbungen führen. Aus diesen verschieden 

Problematiken ergibt sich die Tatsache, dass die meisten Diskrepanzen zwischen 

pathologischen Befunden auf Unterschieden in der Interpretation von Färbeergebnissen, 

sowie auf methodischen Unterschieden basieren (Seidal et al. 2001).  

Resultierend aus diesen kritischen Umständen weisen immunhistochemische Analysen eine 

hohe Inter- und Intraobservervariabilität auf (Slodkowksa und Rojo 2011).  

Eine Möglichkeit, diese Inter- und Intraobservervariabilität zu reduzieren, würde eine 

mehrmalige Befundung jedes Präparates von verschiedenen Pathologen darstellen. Jede 

erneute Begutachtung würde die Präzision erhöhen (Becker RL 1993). Jedoch ist dieses 

Vorgehen sehr teuer, zeitaufwendig und für den klinischen Alltag kaum praktikabel. Ein 

alternativer Lösungsvorschlag stellt den Einsatz von DIA dar. Diese stellen eine 

standardisierte Messung immunhistochemischer Daten anhand festgesetzter 

Analysekriterien sicher. Dadurch wird zuverlässig eine konstant hohe Präzision und 

Objektivität gewährleistet. Darüber hinaus ermöglichen diese Systeme eine gute 

Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Daten und unterstützen somit eine sicherere 

Diagnosestellung. Aus diesen Gründen wurde in dieser Arbeit der Einsatz des DIA VIAS 

evaluiert. 
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2.4 Verwendete Materialien 

Die folgende Tabelle führt alle verwendeten Materialen und Lösungen auf und beinhaltet die 

Angabe der Hersteller. 

Verwendete Materialien Hersteller, Firma, etc. 

Adhäsive Objektträger Starfrost Engelbrecht Medizin& Labortechnik GmbH, 
Edermünde, Deutschland 

Ethanol  99% Chemie Vertrieb, Hannover, Deutschland 

Deckgläser Gerhard Menzel  GmbH , Braunschweig, 
Deutschland 

Färbeautomat BenchMark XT Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA 

Mikroskop  Axio Imager II Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Deutschland 

Mikrotomklingen pfm, Köln, Deutschland 

Monoclonal Mouse Anti-Human 
p53 Protein , Code-Nr. M 7001 

Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark 
  

Monoclonal Mouse Anti -Human Ki-67, 
Code-Nr. MSK018 

ZYTOMED Systems, Berlin , Deutschland 
  

Schlittenmikrotom Microm HM 430 MICROM International, Walldorf, Deutschland 

Substanzen für den Färbeautomat 
 BenchMark XT: 

 EZ Prep 

 LCS 

 Reaktion Buffer 

 CC1  (Cell Conditioner) 

 Antibody Diluent 

 Hämatoxylin II 

 Bluing Reagent 

Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA 

Wärmeschrank Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland 

ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red 
Detection Kit, enthält: 

 Enhancer 

 Multimer Ig 

 Naphthol 

 Fast Red A / B 

Ventana Medical Systems, Mannheim, 
Deutschland 

ultraView Universal DAB Detection Kit, enthält: 

 Inhibitor 

 Multimer Ig 

 DAB 

 H₂O₂ 

 Copper 

Ventana Medical Systems, Mannheim, 
Deutschland 

Ventana Image Analysis System (VIAS) Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA 

Vitro Clud - Eindeckmittel R. Langenbrinck – Labor- und Medizintechnik, 
Emmendingen, Deutschland  

Xylol Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande 

Tabelle 5: Auflistung aller verwendeter Materialien und Substanzen, inkl. Angabe des Herstellers 
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2.5 Die Zielantigene 

2.5.1 p53 

Bei p53 handelt es sich um ein Phosphorprotein, welches in einem sehr niedrigen Level in 

den verschiedensten Zelltypen nachweisbar ist (Vogelstein und Kinzler 1992). Der Name 

dieses intrazellulären Proteins leitet sich von seiner Größe ab – 53 Kilodalton (kDa). Die 

höchste Konzentration des p53-Proteins findet sich im Zellkern. Diese nukleäre Lokalisation 

steht in enger Verbindung mit seiner Funktion. Das intrazelluläre p53-Protein spielt eine 

große Rolle bei der Zellzykluskontrolle (Vogelstein und Kinzler 1992) und ist als 

Tumorsuppressor in der Lage die Expression von proapoptotischen und DNA-

Reparaturgenen zu erhöhen. Heute gilt p53 als essentiell für die Tumorsuppression. Hierbei 

fungiert das Phosphorprotein als  Transkriptionsfaktor (Lane 1992) und steigert durch 

Sequenz-spezifische DNA-Bindung die Transkription verschiedener Zellproteine.  

p53 selbst wird von dem TP53-Gen, welches auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 

lokalisiert ist, codiert und in allen teilungsaktiven Zellen kontinuierlich neu synthetisiert. 

Unmittelbar nach der Transkription induziert die Ligase murine double minute 2 (MDM2) 

einen Ubiquitin-abhängigen Abbau von p53 im Proteasom der Zelle. Durch diesen Vorgang 

wird ein konstant niedriger Zellspiegel gesichert. Mittels eines Feedback-Mechanismus 

steigert p53 selbst die Transkription von MDM2 (Brown et al. 2009). Kommt es zu Zellstress 

und DNA-Schäden, zum Beispiel durch gentoxische Substanzen, wird das neu translatierte 

p53-Protein durch verschiedene Kinasen phosphoryliert. Infolgedessen entgeht das Protein 

seinem Abbau im Proteasom der Zelle und die intrazelluläre Konzentration steigt an. p53 

kann nun intranukleär als Transkriptionsfaktor fungieren und die Expression verschiedener 

Gene stimulieren. Zu einem Arrest des Zellzyklus kommt es durch eine gesteigerte 

Expression von p21, welches die Cyclin-abhängige Kinase 4 (CDK) und CDK6 inhibiert. Die 

Apoptose kann durch die gesteigerte Transkription von Proteinen der Genfamilie Bcl-2 

induziert werden.   

p53 stellt den am häufigsten mutierten Tumorsuppressor in humanen Karzinomen dar 

(Kerns et al. 1992, Berns 2010). Eine Mutation in der Signalkaskade von p53 oder im Protein 

selbst kann zu einer Funktionseinschränkung oder gar zu dessen Funktionsverlust führen. 

Somit entfällt eine wichtige Kontrolle über den Zellzyklus und über das Zellwachstums. Die 

Zelle entwickelt ein neoplastisches Potential. In verschiedenen malignen Tumoren des 
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Menschen konnte ein häufiges Vorliegen einer solchen Mutation nachgewiesen werden, 

zum Beispiel im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Horio et al. 1993) oder bei Brustkrebs 

(Barbareschi et al. 1996, Jung et al. 2011). Auch bei der Entstehung von malignen Tumoren 

im Bereich des Dickdarms spielt ein Funktionsverlust von p53 laut der Adenom-Karzinom-

Sequenz nach Vogelstein eine entscheidende Rolle (Fearon und Vogelstein 1990; siehe 

Kapitel 1.2, Seite 3). Außerdem ist bekannt, dass ein kongenitaler Defekt des TP53-Gens (Li-

Fraumeni-Syndrom) mit einem sehr frühen Auftreten maligner Neoplasien verschiedener 

Gewebe vergesellschaftet ist. Betroffene Patienten weisen auch eine stark erhöhte Inzidenz 

gegenüber Tumoren des Gastrointestinaltrakts auf. 

 

2.5.2 Ki67 

Das Ki67-Protein ist ein intrazelluläres Protein, welches in allen proliferationsfähigen 

Geweben nachweisbar ist (Gerdes et al. 1983). Der Name dieses Proteins leitet sich von der 

Stadt ab, in welcher erstmalig ein AK gegen dieses bis dato unbekannte Protein entwickelt 

wurde – Kiel (Gerdes et al. 1983). Das Protein Ki67 gilt gemeinhin als Proliferationsmarker, 

da es in jeder Phase des Zellzyklus mit Ausnahme der G0-Phase exprimiert wird (Gerdes et 

al. 1984, Scholzen und Gerdes 2000). Ki67 lässt sich nicht in ruhenden oder 

ausdifferenzierten Zellen nachweisen, was dieses Protein zu einem exzellenten Marker für 

die Wachstumsfraktion eines Gewebes macht (Gerdes et al. 1983, Gerdes et al. 1984, Alison 

1995, Scholzen und Gerdes 2000). Die Wachstumsfraktion stellt den Anteil der Zellen dar, 

welcher zur Proliferation befähigt ist (Alison 1995). Dabei kann keine Aussage über die 

Geschwindigkeit der Zellteilung oder deren Rate getroffen werden, lediglich der Zustand, 

dass sich die Zellen in einer Teilungsphase befinden, wird belegt (Scholzen und Gerdes 

2000). Heute gilt es als erwiesen, dass der Einsatz eines Ki67-Antikörpers im Rahmen einer 

immunhistochemischen Untersuchung zur Abschätzung der Wachstumsfraktion in jedem 

humanem Gewebe herangezogen werden kann (Scholzen und Gerdes 2000). Genaue 

Erkenntnisse für die Bedeutung des Zellzyklus und über die exakte Funktionsweise des Ki67-

Proteins liegen noch nicht vor. Aber es gilt als unumstritten, dass dieses Protein sehr eng mit 

Zellproliferation verknüpft ist, selbst aber einer genauen Steuerung seiner eigenen 

Expression unterliegt (Scholzen und Gerdes 2000). Ein Problem bei der Untersuchung des 

Ki67-Proteins stellt seine einzigartige Struktur dar. Es konnte bislang kein anderes Zellprotein 
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identifiziert werden, welches diesem ähnelt (Scholzen und Gerdes 2000). Die höchste 

Konzentration des Ki67-Proteins lässt sich im Zellkern nachweisen. 

In verschiedenen malignen Neoplasien konnte sich das immunhistochemische 

Färbeverhalten des Ki67-Proteins als prognostischer Faktor etablieren. Unter anderem gilt 

das Ki67-Expressionslevel bei Mammakarzinomen (Seshadri et al. 1996, Rudolph et al. 1999), 

sowie bei bösartigen Tumoren der Prostata (Stattin et al. 1997, Borre et al. 1998) als 

unabhängiger Prognosefaktor. Der prognostische Nutzen beim KRK ist in der Literatur 

widersprüchlich belegt (siehe Tabelle 12, Seite 78).   

 

2.6 Immunhistochemische Analyse 

2.6.1 Analyse der immunhistochemischen Färbung 

Die durchgeführten Färbungen stellen nukleäre Färbungen dar, daher wurde nur die 

Anfärbung der Zellkerne bei der Auswertung der IHC berücksichtigt. Mögliche Färbung von 

gesundem Gewebe oder unspezifische Hintergrundanfärbungen wurden vernachlässigt. 

Auch eine mögliche Anfärbung des Zytoplasmas wurde nicht mit in die Analysen einbezogen, 

da die Hauptlokalisation und der Wirkungsort von p53 und Ki67 intranukleär lokalisiert 

liegen.    

Jedes Präparat wurde mittels zweier Auswertesysteme analysiert. Bei der konventionell-

manuellen Auswertung der Färbeergebnisse wurde jedes Präparat hinsichtlich seines 

positiven Tumoranteils und seiner Färbeintensität beurteilt. Der positive Tumoranteil 

beschreibt den Prozentsatz der Tumorzellen, welche eine positive Anfärbung ihres Zellkerns 

aufweisen, bezogen auf den Gesamttumor. Die Färbeintensität stellt eine Beurteilung der 

Signalstärke der Zellkernfärbung dar. Jedes Präparat wurde hinsichtlich seiner 

Färbeintensität in vier Grade eingeteilt werden. Die Färbeintensität 0 entspricht keiner 

sichtbaren Anfärbung der Zellkerne innerhalb des Tumorgewebes. Die höchste 

Färbeintensität Grad 3 klassifiziert eine sehr intensive Anfärbung der Zellkerne (siehe 

Abbildung 8, Seite 37). Hat ein Präparat eine starke Heterogenität hinsichtlich der 

Färbeintensität aufgewiesen, so wurde die höchste messbare Intensität notiert. Gab es 

uneinheitlich angefärbte Tumoranteile, so wurde die überwiegend vorliegende 

Färbeintensität vermerkt. 
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Nach der konventionell-manuellen Auswertung wurden alle Präparate erneut mit dem DIA 

VIAS analysiert. Hierbei wurden ebenfalls der prozentuale Anteil der positiven Tumorzellen 

und eine Einschätzung der vorliegenden Intensität der Kernfärbung dokumentiert (siehe 

Kapitel 2.6.3, Seite 38).  

Für alle prätherapeutisch entnommenen Probenentnahmen wurde eine Mindestzellzahl von 

50 auswertbaren Tumorzellen festgelegt. Für die Objekte der Tumorresektate lag eine 

Mindestzellzahl von 100 gut erkennbaren Tumorzellen zugrunde. Konnte diese Zellzahl nicht 

erreicht werden, wurde das Präparat bei der statistischen Auswertung nicht berücksichtig.  

Die Auswertung der immunhistochemischen Parameter erfolgte stets verblindet und ohne 

Kenntnis der klinischen oder pathologischen Patientendaten.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Färbeintensitäten am Beispiel p53-angefärbter Adenokarzinome des Rektums  
A – keine sichtbare Anfärbung der Zellkerne im Tumorzellverband  
B – schwache Anfärbung (einige Zellkerne lassen eine schwache Braunfärbung erkennen)  
C – moderate Anfärbung (Zellkerne zeigen eine gut sichtbare Braunfärbung)  
D – intensive Anfärbung (sehr starke Braunfärbung der Zellkerne) 
Die abgebildeten Präparate entstammen Rektumresektaten und sind mittels DAB angefärbt. 
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2.6.2 Konventionell-manuelle Auswertung der immunhistochemischen Färbung  

Die Auswertung jedes einzelnen Präparats erfolgte nach einem festgelegten Ablauf und ohne 

Kenntnis der Patientenidentität oder der klinischen Daten. Alle Präparate wurden 

hinsichtlich ihres positiven Tumoranteils und der Intensität der Anfärbung untersucht (siehe 

Kapitel 2.6.1, Seite 36).  

Zu Beginn wurde jedes Präparat bei 2,5-facher Vergrößerung durchgemustert, um die 

vollständige Tumorausdehnung zu erfassen, alle vorhandene Tumoranteile zu registrieren 

und die Qualität des Färbeergebnisses zu überprüfen. Es schloss sich eine Musterung des 

Gewebes mit 10-facher Vergrößerung an, um auch kleinere Tumorzellverbände zu 

identifizieren. Bei 40-facher Objektivvergrößerung wurden verschiedene repräsentative 

Gewebestellen zur immunhistochemischen Analyse aufgesucht. Um den prozentual-

positiven Tumoranteil zu ermitteln wurden in mindestens 5 Tumorbereichen mehr als 100 

Adenokarzinomzellen ausgezählt. Dabei wurde beachtet, dass diese Zellen klar voneinander 

abgrenzbar und die Zellkerne im Ganzen ohne Überlappungen sichtbar sind. Die 

Färbeintensität wurde ebenfalls bei 40-facher Vergrößerung registriert. Hierfür wurde die 

Intensität der Zellkernfärbung anhand definierter Beispielbilder in 4 Grade eingeteilt (siehe 

Abbildung 8, Seite 37). 

Stichprobenartig wurden in regelmäßigen Abständen Objektträger von einem zweiten 

unabhängigen Beobachter ausgewertet. Von jedem Präparat wurden digitale Fotografien der 

ausgewerteten Tumorregionen angefertigt. 

Alle gewonnenen Daten wurden sorgfältig dokumentiert.   

 

2.6.3 Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit Hilfe des digitalen 

Bildanalysesystems VIAS 

Die immunhistochemische Analyse aller Präparate mit Hilfe des DIA fand im Anschluss an die 

konventionell-manuelle Auswertung statt. Die Erfassung der immunhistochemischen Daten 

erfolgte verblindet und ohne Kenntnis der klinikopathologischen Daten. 

VIAS stellt ein DIA dar und setzt sich aus einem Mikroskop mit einer angeschlossen digitalen 

Farbkamera, einem Computer und einer Bildanalysesoftware zusammen. Mit Hilfe der 

digitalen Farbkamera wird der Objektträger eingelesen und mittels der Software digitalisiert 

wiedergegeben. Eine genaue Betrachtung des Gewebes ist bei 20-facher 
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Objektivvergrößerung möglich. Der Betrachter wählt die repräsentativen Tumorbereiche 

aus, die in die immunhistochemische Analyse einbezogen werden sollen. Innerhalb der 

ausgewählten Tumorbereiche kommt es, anhand ihrer Zellmorphologie, zu einer 

automatischen Erfassung der Karzinomzellen. Die erfassten Tumorzellen werden im 

Bildausschnitt markiert (siehe Abbildung 9Abbildung 9, Seite 40). Dem Observer unterliegt 

es, diese Auswahl zu überprüfen und gegebenenfalls manuell zu korrigieren (siehe Abbildung 

9, Seite 40). Die korrekte Auswahl der Tumorbereiche liegt also in jedem Falle in der 

Verantwortung des Betrachters. Es können beliebig viele Tumorregionen in die 

immunhistochemische Analyse einbezogen werden.  

Anhand des heterogenen Färbeverhaltens zwischen Zellkernen, die eine 

Antigenexprimierung aufweisen, und dem umliegenden Gewebe erfolgt eine automatische 

Erfassung der immunhistochemischen Daten. Positive Zellkerne sind mit DAB markiert und 

weisen eine braune Farbgebung auf. Die Gegenfärbung aller Zellkerne erfolgt während des 

automatisierten Färbeprozesses mit Hämatoxylin und führt zu einem blauen 

Erscheinungsbild der nicht Antigen-tragenden Zellkerne.  

Die Bildanalysesoftware zählt alle Zellkerne der ausgewählten Tumorregionen. Weiterhin 

wird der positive Tumoranteil erfasst und als Prozentwert (0-100%) wiedergegeben. Die 

Färbeintensität wird als ein Scorewert analysiert. Dieser setzt sich aus den Färbeintensitäten 

aller registrierten Zellkerne zusammen, ähnlich dem bekannten Remmele-Score. Der 

Remmele-Score errechnet sich aus der Färbeintensität und dem Prozentsatz der positiven 

Zellen (Remmele und Stegner 1987).     

Zu Beginn der Analyse wurden alle Präparate mit kleinster Mikroskopvergrößerung 

überblickt, um das komplette Karzinomgewebe einzusehen. Bei 20-facher Vergrößerung 

wurden anschließend mindesten fünf verschiedene repräsentative Tumorregionen 

ausgewählt. Es wurde darauf geachtet, dass in jedem Präparat mindestens 500 

Karzinomzellen (wenn im Tumorschnitt vorhanden) registriert wurden.  

Alle gewonnenen Daten wurden sorgfältig dokumentiert.    
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Abbildung 9: Benutzeroberfläche des digitalen Bildanalysesystems VIAS  
A – automatisch erfasste Auswahl der Karzinomzellen  
B – manuell korrigierte Auswahl des Tumorbereiches; markiert mit einer roten Linie  
Das gezeigte Präparat enststammt einem Rektumresektat und ist mit DAB gefärbt, 20-fache 
Vergrößerung. 
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2.7 Statistische Analyse 

Die statistischen Analysen wurden in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. Tim Beißbarth, 

Abteilung für Medizinische Statistik UMG (Leiter Univ.-Prof. Dr. Tim Friede) durchgeführt. Bei 

den statistischen Berechnungen sowie bei der Erstellung der Graphiken fand das 

Statistikprogramm R Anwendung (URL http://www.r-project.org, Version 2.14.2). 

Um die Häufigkeitsunterschiede zwischen den klinikopathologischen Parametern innerhalb 

der Behandlungsgruppen zu vergleichen, wurde der Chi-Quadrat-Test eingesetzt.  

Für die Erhebung einer Varianzanalyse zwischen den immunhistochemischen Daten und den 

klinikopathologischen Parametern der Patienten wurde der Kruskal-Wallis-Test 

herangezogen. Hierbei handelt es sich um einen nichtparametrischen Test, der bei 

unabhängigen Stichproben Anwendung findet (Trampisch et al. 1997). Um die erhobenen 

Daten der IHC mit den klinikopathologischen Patientendaten zu korrelieren, wurde der  

Rangkorrelationskoeffizient Kendall´s Tau berechnet. Diese Korrelationsanalyse erlaubt eine 

Überprüfung des statistischen Zusammenhangs zweier Merkmale.  

Die Überlebensdaten in Abhängigkeit einer Überexpression der Biomarker p53 bzw. Ki67 

wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Der p53-Überexpression liegt dabei ein 

Cut-off-Level von ≥10% positivem Tumoranteil (orientierend an der aktuellen Literatur) und 

der Ki67-Überexpression ein Cut-Off-Level ≥25% positivem Tumoranteil zu Grunde. Um den 

gesamten Verlauf der Überlebenskurven vergleichen zu können, wurde der Logrank-Test 

eingesetzt (Hilgers et al. 2007). Dieser stellt einen nichtparametrischen Test dar und kann bei 

zwei oder mehr unverbundenen Stichproben eingesetzt werden. Der statistische 

Zusammenhang zwischen der Biomarkerexpression und dem DFS, bzw. dem CSS wurden 

mittels des Cox-Regression-Models bestimmt.  

Allen statistischen Berechnungen liegt ein 5%-Signifikanzniveau zu Grunde.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Ergebnisse der multimodalen Therapie  

Die Daten der immunhistochemischen Analyse wurden verblindet erhoben und anschließend 

mit den klinikopathologischen Parametern der Patienten verglichen. Im Folgenden sind die 

Ergebnisse der statistischen Analyse vorgestellt und für jede Behandlungsgruppe separat 

aufgelistet. Die Erhebung der Follow-up-Daten der Patienten erfolgte im Rahmen der 

strukturierten Tumornachsorge zunächst halbjährlich und nach Ablauf von zwei Jahren 

jährlich. Diese umfasst die Dokumentation des Auftretens eines LR, das Auffinden von 

Fernmetastasen und die Erfassung tumorbedingter Todesfälle. Der 

Nachbeobachtungszeitraum zum Ende der vorliegenden Studie umfasst einen Median von 

49 Monaten. 

 

3.1.1 Operationsverfahren 

Die Resektion des Rektums zielte bei allen Patienten, die in diese Untersuchung einbezogen 

wurden, auf eine vollständige Kuration ab. Dabei wurde stets eine R0-Resektion angestrebt, 

auch wenn bei organüberschreitendem Tumorwachstum ein multiviszerales Vorgehen 

erforderlich wurde. Die Operation erfolgte bei 43 Patienten (19,1% des Patientenkollektivs) 

primär. Die restlichen 182 (80,9% des Patientenkollektivs, N=225) Patienten erhielten die 

Rektumresektion  nach neoadjuvanter Therapie mit Bestrahlung des kleinen Beckens und 

begleitender CTx.  

Die Operationstechniken, die am häufigsten zum Einsatz kamen, stellen die tiefe anteriore 

Rektumresektion und die abdominoperineale Rektumexstirpation (APE) dar. Die APE ist bei 

tiefsitzenden Tumoren des unteren Rektumdrittels notwendig, bei denen es aus 

onkologischer Sicht nicht möglich ist, einen 2 cm großen Sicherheitsabstand zum aboralen 

Tumorrand zu gewährleisten und gleichzeitig eine Sphinktererhaltung durchzuführen. 

Insgesamt wurde bei 61 Patienten (27,1% des Patientenkollektives) eine APE durchgeführt 

(siehe Tabelle 6, Seite 43). In der primär operierten Behandlungsgruppe musste bei 61,5% 

(n=8) aller Patienten, die eine Tumorlokalisation im unteren Rektumdrittel aufwiesen eine 

APE durchgeführt werden. In der Behandlungsgruppe, welche eine 5-FU-Monotherapie und 

RT als präoperative Behandlung erhielt, wurden 89,7% (n=35) der Patienten mit einem 
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tiefsitzendem Rektumkarzinom einer APE zugeführt. Dem gegenüber konnten in der 

Kohorte, die eine intensivierte neoadjuvante RCT mit 5-FU und Oxaliplatin erhalten haben, 

die Hälfte aller Patienten (51,4%, n=18) trotz eines tiefsitzenden Rektumkarzinoms 

Kontinenz-erhaltend therapiert werden.    

Die meist gewählte Operationstechnik stellt die TARR dar, die bei 68% (n=153) des 

Patientenkollektivs Anwendung fand (siehe Tabelle 6). Bei elf Patienten (4,9%) wurde eine 

patientenbezogene alternative Operationsmethode, wie eine Diskontinuitätsoperation nach 

Hartmann mit TME durchgeführt. 

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Höhenlokalisation des 

Tumors auf die Behandlungsgruppen. Dies begründet sich in der Leitlinien-gerechten 

Therapie, bei der Patienten, die ein Rektumkarzinom im oberen Rektumdrittel aufweisen, 

keiner neoadjuvanten Therapie zugeführt werden müssen. 

 

 

 

Neoadjuvante Therapie keine 
RCT 

(5-FU-Mono) 

intensivierte 
RCT  

(5-FU und 
Oxaliplatin) 

 

p-Wert* 

Patientenzahl (N=225) 43 % 108  % 74  %  

Operationsverfahren       

0.31 
TARR 32 74,4 67 62,0 54 73,0 

APE 8 18,6 35 32,4 18 24,3 

andere 3 7,0 6 5,6 2 2,7 

Höhenlokalisation d. Tumors       

0.04 
unteres Rektumdrittel 13 30,2 39 36,1 35 47,3 

mittleres Rektumdrittel 23 53,5 63 58,3 36 48,6 

oberes Rektumdrittel 7 16,3 6 5,6 3 4,1 

 
Tabelle 6: Übersicht über die zum Einsatz gekommenen Operationsverfahren und die Verteilung 
der Höhenlokalisationen der Rektumkarzinome  
Bei allen drei Behandlungsgruppen stellt die am häufigsten angewendete OP-Technik die TARR mit 
Entnahme des Mesorektums dar. Über die Hälfte aller Rektumkarzinome (54,2%, n=122) zeigten eine 
Lokalisation im mittleren Rektumdrittel.  
 

*p-Wert-Berechnung mit Chi-Quadrat-Test 
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3.1.2 Histopathologische Tumorstadien und lokales Tumoransprechen 

Die Ergebnisse der histopathologischen Aufarbeitung der Rektumresektate, welche nach 

onkologischen Prinzipien reseziert wurden sind in Tabelle 7 (siehe Seite 46) 

zusammengefasst.  

In jeder Behandlungsgruppe konnte in über 90% der Fälle eine R0-Resektion erreicht 

werden. Die Kohorte, welche eine primäre Resektion des Rektums erfahren hat, zeigt die 

höchste Rate an R1-Resektionen (7% der 43 Patienten). In beiden Behandlungsgruppen, 

welche einer präoperativen RCT zugeführt wurden, wurde nur bei 0,9 – 2,7% der Patienten 

keine komplette Tumorfreiheit (entsprechend R1/2-Resektion) durch die operative Therapie 

erzielt.    

In der primär operierten Behandlungsgruppe zeigten 67,4% (n=29) der Patienten einen 

Tumordurchbruch durch die Muscularis propria mit Infiltration der Subserosa oder des 

perirektalen Gewebes (pT3-Status). Ein Eindringen des Karzinoms bis in die Muscularis 

propria (pT2-Status) konnte bei 11 (25,6%) der 43 Patienten ermittelt werden. Lediglich bei 

zwei untersuchten Patienten (4,7%) zeigte sich in dieser Kohorte eine Begrenzung des 

Tumors auf die Submucosa (pT1-Status). Ein Patient (2,3%) wies zum Operationszeitpunkt 

bereits eine multiviszerale Tumorausbreitung auf. Dem entgegengesetzt konnte bei den 

neoadjuvant vorbehandelten Kohorten in rund 10-15% der Fälle (n=10 bzw. n=11) im 

Rektumresektat kein vitales Tumorgewebe aufgefunden werden (entsprechend ypT0, TRG4). 

Dennoch wiesen leider insgesamt 10 Patienten der neoadjuvanten Behandlungsgruppen 

(5,5% bzw. 5,4%) zum Operationszeitpunkt auch nach Verabreichung einer präoperativer 

RCT einen ypT4-Tumor auf. In beiden neoadjuvanten Patientengruppen konnte bei einem 

Großteil der Resektate eine Tumorinfiltration mit Durchbrechung der Muscularis propria, 

entsprechend einem ypT3-Status, festgestellt werden (50,9%, n=55; 45,9%, n=34; siehe 

Tabelle 7, Seite 46).  

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied bei der Verteilung des pathologischen Nodalstatus 

auf die Behandlungsgruppen (p=0,02). In der primär operierten Kohorte konnte bei rund 

49% der Patienten (n=21) ein pN0-Status ermittelt werden. In über 65% der Fälle zeigte sich 

ein negativer Nodalstatus bei Patienten, welche präoperativ eine RCT erhalten haben. Dabei 

wiesen 71 (65,7%) Patienten der 5-FU-Mono-Kohorte und 53 (71,6%) der Patienten, welche 

zusätzlich Oxaliplatin verabreicht bekamen, keinen Lymphknotenbefall im Rektumresektat 

auf. Die niedrigste Rate an einem Befall von vier oder mehr LK, entsprechend ypN2-Status, 
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zeigte sich ebenfalls bei den Patienten, denen eine intensivierte CT mit Oxaliplatin 

verabreicht wurde. Lediglich 6 der 74 Patienten (8,1%) wiesen laut histopathologischem 

Befund einen ypN2-Status auf (siehe Tabelle 7, Seite 46). Diese deutet daraufhin, dass eine 

Beeinflussung des pN-Status durch das Therapieregime besteht.  

Ein intraoperativer Metastasenfund bei primär operierten Patienten, die beim präoperativen 

Staging als negativ eingestuft wurde, führt zu einer Rate an Fernmetastasen von 11,6% (n=5) 

in dieser Kohorte. Bei beiden neoadjuvant therapierten Kollektiven wurde ebenfalls bei 

einigen Patienten zum Operationszeitpunkt das Vorhandensein von Metastasen 

diagnostiziert. Diese Patienten mit einem M1-Status konnten entweder bei den 

vorangegangenen Staging-Untersuchungen nicht detektiert werden oder es kam zu einer 

Progredienz der Erkrankung unter der neoadjuvanten Therapie. So wurden bei 7,4% bzw. bei 

8,1% der Fälle wurden zum Zeitpunkt der Operation Fernmetastasen diagnostiziert.   

Aus den vorangegangen Daten ergibt sich, eine Verteilung der pUICC-Stadien wie folgt: die 

primär operierten Patienten befanden sich zu 37,2% (n=19) und damit vorherrschend im 

Stadium pUICC-III. Patienten, welche als Chemotherapeutikum nur 5-FU erhalten haben, 

befanden sich zum überwiegenden Teil (32,4 %, n=34) im Stadium ypUICC-II. Nach 

Verabreichung einer intensivierten RCT, wies der Großteil der Behandlungsgruppe das 

Stadium ypUICC-I auf (32,4%, n=24). Ein Downstaging des ypUICC-Stadiums durch 

Verabreichung einer neoadjuvanten Therapie konnte bei einigen Patienten beobachtet 

werden. Nach erfolgter präoperativer Bestrahlung des kleinen Beckens mit begleitender CTx 

zeigte sich insgesamt bei 39,6% (n=72, der 182 neoadjuvant therapierten Personen) der 

Patienten ein Stadium ypUICC-0/I. Innerhalb der Behandlungsgruppe, welche eine 5-FU-

Monotherapie erhalten hat, zeigte sich eine Rate von 9,3% der Patienten, die ein ypUICC-0 

aufweisen (n=10). Eine höhere Rate an Rektumresektaten, die kein vitales Tumorgewebe 

enthalten haben, konnte nach zusätzlicher Gabe von Oxaliplatin beobachtet werden. Hier lag 

der Prozentsatz von Patienten mit dem Stadium ypUICC-0 bei 14,9 % (n=11).    

Eine Komplettremission des Tumors (entsprechend TRG 4) zeigten 9,3% (n=10) der Fälle, 

innerhalb der Kohorte, welche eine Monotherapie mit 5-FU erhalten hat. Eine TRG4 durch 

die präoperative zytostatische Therapie konnte bei 12,2% (n=9) der intensiv 

chemotherapierten Patienten erzielt werden (siehe Tabelle 7, Seite 46). In keiner der beiden 

neoadjuvanten Behandlungsgruppen war ein komplettes Versagen der präoperativen RCT 

(entsprechend TRG 0) beobachtet worden. 
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Neoadjuvante Therapie keine 
RCT 

(5-FU-Mono) 

intensivierte 
RCT 

(5-FU und 
Oxaliplatin) 

 

p-Wert* 

Patientenzahl (N=225) 43 % 108 % 74 %  

R-Status       

0.10 
R0 40 93 107 99,1 72  97,3  

R1 3 7 1 0,9 1 1,35 

R2 0 - 0 - 1 1,35 

(y)pTNM-Status 
 

      
 

(y)pT-Status       

0.17 

0 0 - 10 9,3 11 14,9 

1 2 4,7 10 9,3 9 12,2 

2 11 25,6 27 25,0 16 21,6 

3 29 67,4 55 50,9 34 45,9 

4 1 2,3 6 5,5 4 5,4 
(y)pN-Status       

0.02 
0 21 48,8 71 65,7 53 71,6 

1 10 23,3 25 23,2 15 20,3 

2 12 27,9 12 11,1 6 8,1 
(y)pM-Status       

0.69 0 38 88,4 100 92,6 68 91,9 

1 5 11,6 8 7,4 6 8,1 

(y)pUICC-Stadium       

0.13 

0 0 - 10 9,3 11 14,9 

I 10 23,3 27 25,0 24 32,4 

II 12 27,9 35 32,4 16 21,6 

III 16 37,2 28 25,9 19 25,7 

IV 5 11,6 8 7,4 4 5,4 

Tumorregressionsgrad     
(n. Dworak) 

     

0.47 

0 (keine Regression) - 0 - 0 - 

1 (<25% Regression) - 11 10,1 9 12,1 

2 (<50% Regression) - 26 24,1 11 14,9 

3 (>50% Regression) - 61 56,5 45 60,8 

4 (komplette Regr.) - 10 9,3 9 12,2 

      
     Tabelle 7: Übersicht über die klinikopathologischen Parameter aller Patienten, aufgeteilt  
     nach verabreichter Therapie 
     Der R-Status, pTNM-Status sowie der TRG wurden histopathologisch erhoben.  
      
     *p-Wert-Berechnung mit Chi-Quadrat-Test 



Ergebnisse 

47 
 

3.2 Fernmetastasen, Lokalrezidive und tumorbedingte Todesfälle im 

Nachbeobachtungszeitraum 

Alle Patienten wurden im Zeitraum vom 26.01.1996 bis 26.01.2010 in der UMG, Abteilung 

für Allgemein- und Viszeralchirurgie unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. H. Becker einer 

Resektion des Rektums unterzogen.  

Der Nachbeobachtungszeitraum beträgt im Median 49 Monate (5 bis 164 Monate). Die 

längste Nachbeobachtungszeit zeigt sich bei den Patienten, die einer primären Resektion des 

Rektums unterzogen wurden. Das Patientenkollektiv, das eine intensivierte RCT erhalten hat, 

zeigt die kürzeste Follow-up-Zeit.   

Im Nachbeobachtungszeitraum trat bei 11,6% (n=5) der Patienten der primär operierten 

Kohorte ein LR auf. Fünf Patienten (4,6%), die mit einer präoperativen 5-FU-Mono RCT 

therapiert wurden, erfuhren ein LR während des Nachbeobachtungszeitraumes. Die 

niedrigste Lokalrezidivrate weist die Behandlungsgruppe auf, welche einer intensivierten 

RCT unterzogen wurde. Hier zeigte sich lediglich bei 2,7% (n=2) der Patienten ein erneutes 

lokales Tumorwachstum (siehe Tabelle 8, Seite 48).  

In jeder Behandlungsgruppe zeigt sich eine ähnlich hohe Rate an Fernmetastasen. Bei elf 

Patienten, die primär operiert wurden, traten Fernmetastasen im Zeitraum der 

Nachbeobachtung auf. Diese machen 25,6% (n=11) der Kohorte aus. Am häufigsten fanden 

sich bei diesem Patientenkollektiv pulmonale Tumorabsiedlungen. Bei rund dem gleichen 

Prozentsatz traten Fernmetastasen in den neoadjuvanten Behandlungsgruppen auf. Die 

Kohorte, welche ausschließlich eine 5-FU-Monotherapie erhielt zeigt bei 25% (n=27) der 

Patienten und die Kohorte der intensiv chemotherapierten Patienten zeigt bei 24,3% (n=18) 

Fernmetastasen.  

Der höchste Prozentsatz an tumorbedingten Todesfällen zeigte sich in der adjuvant 

radiochemotherapierten Patientengruppe (18,6%, n=8). Weniger tumorbedingte Todesfälle 

im Nachbeobachtungszeitraum traten in beiden neoadjuvant behandelten 

Patientenkollektiven auf. Dabei zeigte sich die niedrigste Rate (13,5%, n=10) bei 

Verabreichung einer CT, bestehend aus 5-FU und Oxaliplatin (siehe Tabelle 8, Seite 48). 
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Neoadjuvante Therapie keine 
RCT 

(5-FU-Mono) 

intensivierte RCT 
(5-FU und 

Oxaliplatin) 
 

p-Wert* 

Patientenzahl  (N=225) 43 % 108 % 74 %  

Rezidive       

0.10 Ja 5 11,6 5 4,6 2 2,7 

Nein 38 88,4 103 95,4 72 97,3 

Fernmetastasen       

0.77 

Hepar 2 4,65 6 5,6 3 4,0 

Lunge 4 9,3 7 6,5 2 2, 

Hepar u. Lunge 2 4,65 2 1,8 2 2,7 

Andere 3 7,0 12 11,1 11 14,9 

Nein 32 74,4 81 75,0 56 75,7 

Tumorbedingte Todesfälle       
0.14 

 8 18,6 17 15,7 10 13,5 

Follow-up-Zeit      
Median in Monaten 108 

(51-164) 
42 

(5-150) 
36 

(10-148) 
 

 
Tabelle 8: Übersicht über das Auftreten von  Lokalrezidiven, dem Auffinden von Fernmetastasen 
und tumorbedingten Todesfällen im Nachbeobachtungszeitraum 
Die höchste Rate an Lokalrezidiven und tumorbedingten Todesfälle findet sich innerhalb der 
Kontrollgruppe (keine neoadjuvante Therapie). Die niedrigste Rate an LR, Fernmetastasen und 
tumorbedingten Todesfällen zeigt sich nach Verabreichung einer neoadjuvanten intensivierten RCT. 
 
*p-Wert-Berechnung mit Chi-Quadrat-Test 

 

   

3.3 Ergebnisse der Gegenüberstellung zweier immunhistochemischer 

Analyseverfahren 

Um die mit dem DIA VIAS erhobenen immunhistochemischen Daten mit den Daten der 

konventionell-manuellen Auswertung zu vergleichen, wurden alle vorhandenen Präparate 

mittels beider Verfahren verblindet analysiert. Die erhobenen Datensätze wurden einer 

Korrelationsanalyse unterzogen. 

Insgesamt wurden 772 Präparate, entstammend den prätherapeutischen PE und den 

Rektumresektaten, mittels eines DAB-gekoppelten Sekundärantikörper gefärbt und 

ausgewertet. Von diesen 772 Präparaten wurde in 384 Präparaten das Antigen p53 und in 

388 Präparaten das Antigen Ki67 gefärbt.  

Korreliert man den prozentual positiven Tumoranteil, welcher konventionell-manuell und 

mit DIA-Unterstützung erfasst wurde, so ergibt sich ein Koeffizient von >0,9. Dieser 

Korrelationskoeffizient lässt sich bei beiden Antigenfärbungen (siehe Abbildung 10, Seite 50) 
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im Tumorgewebe der Resektate, sowie auch im Gewebe der Probenentnahmen 

wiederfinden.  Es zeigt sich also eine sehr starke Korrelation zwischen den mittels beiden 

Analyseverfahren erfassten positiven Tumoranteilen. 

Da mit dem Programm VIAS eine durchschnittliche Färbeintensität aller gezählten Zellkerne 

ermittelt wird (ähnlich dem Remmele-Score), wurde auch aus den konventionell-manuell 

erfassten Daten der Remmele-Score erhoben. Dieser ergibt sich aus dem Prozentsatz der 

positiven Zellkerne und der Färbeintensität, wiedergegeben auf einer Skala von 0-12 

(Remmele und Stegner 1987). Für beide Antigenfärbungen konnte bei der Korrelation des 

konventionell-manuell erfassten und des Software-gestützt erhobenen Scores ein Koeffizient 

von >0,9  ermittelt werden (siehe Abbildung 11, Seite 50). Es zeigt sich also auch bei der 

Gegenüberstellung der erfassten Färbeintensitäten eine sehr starke Korrelation zwischen 

beiden Analyseverfahren.  

Es wurden weiterhin zwei der gebräuchlichsten Sekundärantikörper gegenübergestellt. 

Beide dieser AK tragen ein Enzym, welches nach Bindung und Zugabe eines Chromogens zu 

einer Anfärbung des Gewebes führt. Der AK Multimer-Ig_FastRed führt zu einem roten 

Färbeergebnis und der Sekundärantikörper Multimer-Ig_DAB zu einem braunen 

Färbeergebnis (siehe Kapitel 2.3, Seite 28). Das DIA VIAS wertet lediglich DAB-gefärbte 

Präparate aus. Um eine Vergleichbarkeit der Sekundärantikörper zu gewährleisten, wurden 

die konventionell-manuell erhobenen immunhistochemischen Daten beider 

Sekundärantikörper gegenübergestellt. Es zeigt sich sowohl für die erfasste Intensität der 

Anfärbung, als auch für den erhobenen positiven Tumoranteil ein Korrelationskoeffizient von 

≥0,8, sodass auch hier eine sehr starke Korrelation zu finden ist. Es kann von einer 

Vergleichbarkeit beider Sekundärantikörper ausgegangen werden.  
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Abbildung 10: Korrelation des erhobenen positiven Tumoranteils 
Die Graphen zeigen eine Gegenüberstellung des positiven Tumoranteils in Prozent, 
welcherkonventionell- manuell (Positiver Tumoranteil konv.-man.) oder mit Unterstützung des 
DIA (Positiver Tumoranteil VIAS) erhoben wurde. Die Daten wurden in Präparaten des 
residuellen Tumors erhoben.   
 
tau=0,987 bzw. tau=0,981 
 

Abbildung 11: Korrelation der erhobenen Färbeintensitäten 
Die Graphen zeigen eine Gegenüberstellung der mit Hilfe des DIA erhobenen Intensität (VIAS 
Score) und des errechneten Remmele-Score aus den konventionell-manuell erfassten Daten 
(konv.-man. Score). Die Daten wurden in Präparaten des residuellen Tumors gewonnen. 
 
tau=0,939 bzw. tau=0,924 
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3.4 Auswertung der Expression von p53 

3.4.1 Das Expressionslevel von p53 

Aus allen prätherapeutisch entnommen PE, sowie aus Gewebeproben der Rektumresektate, 

wurde das Expressionslevel von p53 bestimmt. Da der Vergleich der zwei Analyseverfahren 

immunhistochemischer Daten eine sehr stark positive Korrelation der erhobenen Datensätze 

belegen konnte (siehe Kapitel 3.3, Seite 48), beziehen sich alle nachfolgenden Statistiken auf 

die mit Hilfe des DIA VIAS erhobenen Werte. 

Die Tabelle 9 (siehe Seite 52) zeigt einen Überblick über die erfassten positiven Tumoranteile 

in den PE und in den Rektumresektaten, sowie den prozentualen Anteil an Präparaten, die 

immunhistochemisch eine p53-Überexpression aufweisen. Die prätherapeutische und 

posttherapeutische Verteilung des DIA-erfassten Färbeintensitäts-Scores wird für die 

einzelnen Behandlungsgruppen in Abbildung 12 (siehe Seite 52) dargestellt.  

In dieser Untersuchung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem 

prätherapeutischem Expressionslevel und dem Expressionslevel von p53 nach 

Therapieabschluss mit Verabreichung einer neoadjuvanten RCT ermittelt werden (siehe 

Abbildung 12, Seite 52). Sowohl die erfasste Färbeintensität, als auch die Anzahl an 

Präparaten mit einer p53-Überexpression zeigen eine konstante Verteilung innerhalb der 

Behandlungsgruppen. Orientierend an der aktuellen Studienlage (siehe Tabelle 11, Seite 70) 

wurde das Cut-Off-Level für das Vorliegen einer Überexpression des p53-Proteins im 

Adenokarzinom des Rektums ab einen positiven Tumoranteil von ≥10% festgesetzt. 

Prätherapeutisch wurde in jeder Behandlungsgruppe ein sehr hoher Anteil an Präparaten, 

die eine Überexpression aufweisen (80,6% bis 93,3%) detektiert. Innerhalb der 

Kontrollgruppe wurde in 82,9% der Präparate, die dem Rektumresektat entstammen, das 

Vorliegen einer p53-Überexpression erfasst. Folglich zeigt sich in dieser Kohorte während 

des Therapieverlaufes eine Abnahme des Anteils an Gewebeproben, die den 

Tumorsuppressor p53 überexprimieren. In beiden Behandlungsgruppen, die vor der 

Rektumresektion einer RCT zugeführt wurden, zeigt sich ein gleichbleibend hoher Anteil an 

Präparaten, die eine erhöhte Expression von p53 aufweisen (siehe Tabelle 9, Seite 52). 
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Tabelle 9: Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse für das Antigen p53  
Die Tabelle zeigt den mit Hilfe des DIA ermittelten positiven Tumoranteil in Prozent (innerhalb der 
einzelnen Behandlungsgruppen) und den prozentualen Anteil an Präparaten, die eine p53-Expression 
von ≥10% aufweisen (entsprechend einer Überexpression des p53-Proteins). 

Neoadjuvante Therapie 
keine 

(Kontrollgruppe) 
RCT 

(5-FU-Mono) 

intensivierte RCT 
(5-FU und 

Oxaliplatin) 

Patientenzahl (N=225) 43 108 74 

p53-Expression in der PE (%)    
Min.-Max. 0 – 100 0 – 100 0 – 100 
Mittelwert 67,0 63,3 70,7 
Überexpression (≥10%) 93,3 80,6 87,9 

p53-Expression im Resektat (%)    
Min.-Max. 0 – 100 0 – 100 0 – 100 
Mittelwert 52,2 60,2 60,1 
Überexpression (≥10%) 82,9 79,1 88,1 

Abbildung 12: Gegenüberstellung des prätherapeutischen (PE) und des 
posttherapeutischen (Resektat) Expressionslevels von p53  
 In keiner Behandlungsgruppe lässt sich im Vergleich ein Unterschied zwischen prä- und 
posttherapeutischer p53-Expression feststellen.  
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3.4.2 Korrelation des prätherapeutischen Expressionslevels von p53 mit dem TRG 

Um das prädiktive Potential von p53 im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom 

aufzudecken wurde das Expressionslevel der prätherapeutischen PE mit dem 

histopathologisch ermittelten TRG korreliert. Insgesamt konnten die immunhistochemischen 

Daten der prätherapeutischen Biopsien von 160 neoadjuvant therapierten Patienten in diese 

Berechnung einbezogen werden (von einigen Patienten lag keine prätherapeutsiche 

Tumorbiopsie vor, andere konnten aufgrund eines zu geringen Tumoranteils nicht mit in die 

Auswertung einbezogen werden).  

Bei den vorliegenden Berechnungen ließ sich kein Hinweis für einen Zusammenhang 

zwischen dem prätherapeutischem p53-Expressionslevel und dem Tumoransprechen auf 

eine lokale Therapie erfassen (p>0,05). Es zeigt sich bei jedem TRG eine vergleichbare p53-

Expression (entsprechend dem positivem Tumoranteil, siehe Abbildung 13). Eine 

Korrelationsberechnung der erfassten Färbeintensitäten mit dem TRG ergab ebenfalls keinen 

Zusammenhang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Korrelation des prätherapeutischen p53-
Expressionslevels mit dem TRG 
Es zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 
prätherapeutisch erfassten positiven Tumoranteil und dem 
Tumoransprechen auf eine lokale Therapie (TRG).  
 
Kruskal-Wallis-Test: p=0,252; Kendall’s Tau: 0,089, p=0,139 
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3.4.3 Korrelation des Expressionslevels von p53 mit dem Nodalstatus und dem Auftreten 

von Fernmetastasen 

Um einen Zusammenhang zwischen dem Expressionsmuster von p53 im Tumorgewebe und 

dem N-Status/M-Status zu identifizieren, wurde eine Korrelationsanalyse zwischen dem 

erhobenen positiven Tumoranteil, dem Nodalstatus und dem Auftreten von Fernmetastasen 

durchgeführt. Insgesamt konnten für diese Berechnungen die prätherapeutischen 

immunhistochemischen Daten von 160 neoadjuvant therapierten Patienten und die 

posttherapeutischen immunhistochemischen Daten von 151 neoadjuvant therapierten 

Patienten herangezogen werden.   

Die Korrelation des positiven Tumoranteils mit dem Nodalstatus ergab weder für die p53-

Expression in der PE, noch im residuellen Tumor einen Zusammenhang. Das Expressionslevel 

von p53 zeigt zwischen den nodal-negativen Patienten und den Patienten mit 

histopathologisch gesichertem Befall der regionären LK keinen signifikanten Unterschied. 

Des Weiteren zeigt die Korrelationsanalyse des positiven Tumoranteils mit dem Auftreten 

von Fernmetastasen im Nachbeobachtungszeitraum keinen Zusammenhang (p>0,05). Es 

zeigt sich kein unterschiedliches Expressionslevel von p53 im Tumorgewebe von Patienten, 

die metastasenfrei sind und denen, die im Nachbeobachtungszeitraum Tumorabsiedlungen 

aufweisen (siehe Abbildung 14Abbildung 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Korrelation des p53-Expressionslevels mit dem Metastasierungsstatus (M-
Status) der neoadjuvant therapierten Patienten 
Es zeigt sich weder für den prätherapeutischen positiven Tumoranteil (Positiver Tumoranteil 
PE), noch für den positiven Tumoranteil des residuellen Tumors (Positiver Tumoranteil 
Resektat) ein Zusammenhang mit dem Auftreten von Fernmetastasen (ypM1). 

 
PE – Kruskal-Wallis Test: p=0,717; Kendall’s Tau: 0,024, p=0,717 
Resektat – Kruskal-Wallis-Test: p=0,583; Kendall’s Tau: 0,037, p=0,583 
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3.4.4 Korrelation des Expressionslevels von p53 mit dem krankheitsfreien Überleben und 

dem Karzinom-spezifischen Überleben 

Das erhobene p53-Expressionslevel wurde bei allen Patienten mit dem DFS und dem CSS 

korreliert. Ziel dieser Berechnungen war es, den prognostischen Nutzen des 

Tumorsuppressors p53 unabhängig des Therapieschemas zu untersuchen. Die Patienten 

wurden in eine Beobachtungsgruppe mit einem normalen p53-Expressionslevel (<10% der 

Tumorzellen weisen eine Anfärbung des Zellkerns auf)  und in eine Beobachtungsgruppe mit 

einer p53-Überexpresssion (≥10% der Tumorzellen zeigen eine nukleäre Anfärbung) geteilt. 

Insgesamt konnte das posttherapeutische p53-Expressionslevel von 192 Patienten aus allen 

Behandlungsgruppen einbezogen werden. Bei 158 dieser Patienten (82,3%) wurde durch die 

immunhistochemische Analyse das Vorhandensein einer Überexpression des untersuchten 

Tumorsuppressorproteins p53 festgestellt. Die ermittelten Kaplan-Meier-Kurven scheinen 

darauf hinzudeuten, dass Patienten, welche keine erhöhte Expression von p53 im Gewebe 

der Rektumresektate aufweisen, ein besseres DFS haben, als Patienten mit einer p53-

Überexpression. Jedoch unterscheiden sich die Endpunkte beider Graphen nicht signifikant 

(p=0,196; siehe Abbildung 15, Seite 56). Das CSS wird ebenfalls nicht durch das 

posttherapeutische Expressionslevel von p53 beeinflusst (siehe Abbildung 15, Seite 56). 

Die Erhebung der Kaplan-Meier-Kurven mit der prätherapeutisch erfassten p53-Expression 

zeigte keine Einflussnahme auf das DFS oder das CSS. 

Betrachtet man das DFS der primär operierten Patienten scheint das Vorliegen einer p53-

Überexpression im Rektumresektat ein negativer Prädiktor zu sein. Im kompletten 

Nachbeobachtungszeitraum von über 120 Monaten zeigt die Patientengruppe mit einem 

normalen p53-Expressionslevel kein Ereignis. In der Patientengruppe, die eine 

Überexpression von p53 im Gewebe des Rektumresektats zeigt, weisen zum Ende des 

Nachbeobachtungszeitraums rund ein Drittel (35%) der Patienten ein Ereignis auf. Dieser 

Effekt stellt sich jedoch aufgrund der geringen Fallzahl (7 Patienten mit einer normalen und 

34 Patienten mit einer Überexpression von p53) als nicht signifikant dar (p=0,117).    
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurven für das krankheitsfreie Überleben (DFS) und das 
Karzinom-spezifische Überleben (CSS)  
Es wird in grün/rot die Wahrscheinlichkeit, dass Patienten mit einer normalen/erhöhten 
Expression von p53 eine Zeit (in Monaten) überleben, gezeigt. Die Ereignisse beider 
Beobachtungsgruppen scheinen sich im Trend des DFS zu unterscheiden. Dieser Effekt ist 
jedoch statistisch nicht signifikant.  
Die Kurven beider Beobachtungsgruppen in Bezug auf das CSS verlaufen ähnlich.  
Die hier dargestellten immunhistochemischen Daten wurden aus residuellem Tumor nach 
Therapieabschluss gewonnen. 
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3.5 Auswertung der Expression von Ki67 

3.5.1 Das Expressionslevel von Ki67 

Analog zur statistischen Auswertung des p53-Expressionslevels, stützten sich die 

nachfolgenden statistischen Berechnungen auf die immunhistochemischen Daten, die mit 

Hilfe des DIA erfasst wurden.  

Die prä- und posttherapeutischen Score-Werte, die die Färbeintensität widerspiegeln und 

innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen erfasst wurden,  zeigt die Abbildung 16 (siehe 

Seite 58). Eine Übersicht über die durchschnittlich ermittelten positiven Tumoranteile und 

den Anteil an Präparaten, die eine Ki67-Überexpression aufwiesen gibt die Tabelle 10 (siehe 

Seite 58).  

Ein konstantes Ki67-Expressionslevel vor Therapiebeginn und nach der Rektumresektion 

zeigt sich in der primär operierten Behandlungsgruppe. Diese Kohorte dient als 

Kontrollgruppe. In den beiden Patientenkollektiven, die einer neoadjuvanten RCT zugeführt 

wurden, zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem prätherapeutischem und dem 

posttherapeutischem Ki67-Expressionslevel. Beide Kohorten weisen eine Downregulation 

der Proteinexpression nach neoadjuvanter zytostatischer Therapie auf. So zeigt sich ein 

signifikant niedrigeres Ki67-Expressionslevel im residuellen Tumorgewebe im Vergleich zum 

prätherapeutisch erfassten Level (siehe Abbildung 16, Seite 58).  

Das Cut-Off-Level für das Vorliegen einer Ki67-Expression wurde vor Beginn der 

immunhistochemischen Analysen ab einem positiven Tumoranteil von ≥25% festgelegt. In 

allen Behandlungsgruppen zeigt prätherapeutisch ein annähernd gleich hoher Anteil an 

Präparaten eine Proteinüberexpression (90,3-92,5% der Präparate). Postoperativ weist die 

Kontrollgruppe ebenfalls diesen Anteil an Ki67-Überexpressionen auf  (92,9% der Präparate). 

Eine starke Abnahme der Rate an posttherapeutischen Überexpressionen zeigt sich 

innerhalb beider neoadjuvant therapierter Patientenkollektive. Die Behandlungsgruppe mit 

einer 5-FU-Monotherapie begleitend zur RT zeigt in 62,6% der Präparate des residuellen 

Tumors eine Überexpression. Innerhalb der Kohorte, die begleitend 5-FU und Oxaliplatin zur 

RT erhalten hat, zeigt sich in 54,2% der Resektatpräparate eine Überexpression von Ki67. 

Diese Behandlungsgruppe weist also den geringsten Anteil an posttherapeutischer Ki67-

Überexpressionen auf (siehe Tabelle 10, Seite 58).  
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Neoadjuvante Therapie 
keine 

(Kontrollgruppe) 
RCT 

(5-FU-Mono) 

intensivierte RCT 
(5-FU und 

Oxaliplatin) 

Patientenzahl (N=225) 43 108 74 

Ki67-Expression in der PE (%)    
Min.-Max. 0 – 77 8 – 96 17 – 93 
Mittelwert 50,0 57,8 59,6 
Überexpression (≥25%) 90,3 90,4 92,5 

Ki67-Expression im Resektat (%)    

Min.-Max. 21 – 86 0 – 83 0 – 81 

Mittelwert 49,1 36,8 31,9 

Überexpression (≥25%) 92,9 62,6 54,2 

 
Tabelle 10: Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse für das Antigen Ki67 
Diese Tabelle zeigt den erfassten positiven Tumoranteil und den Anteil an Präparaten mit einer Ki67-
Überexpression. In der Kontrollgruppe (keine neoadjuvante Therapie) zeigt sich ein gleichbleibend 
hoher Anteil an Präparaten mit einer Ki67-Überexpression. In beiden neoadjuvant behandelten 
Patientenkollektiven zeigt sich eine starke Abnahme der posttherapeutischen Rate an Präparaten mit 
einer Ki67-Überexpresission.  

Abbildung 16: Gegenüberstellung des prätherapeutischen (PE) und des 
posttherapeutischen (Resektat) Expressionslevels von Ki67 
 Innerhalb der neoadjuvant therapierten Kohorten lässt sich ein signifikanter Unterschied 
des prä(PE)- und des posttherapeutischen (Resektat) Ki67-Expressionslevels messen 
(p<0,05).  
Innerhalb der Kontrollgruppe (keine neoadjuvante Therapie) zeigt sich eine gleichbleibende 
Proteinexpression.   
 

 



Ergebnisse 

59 
 

3.5.2 Korrelation des Expressionslevels von Ki67 mit dem TRG 

Die gemessenen prä- und posttherapeutischen Expressionslevel des Proliferationsmarkers 

Ki67 aus den Präparaten der neoadjuvant vorbehandelten Patientengruppen wurden mit 

dem TRG korreliert. 

Insgesamt konnte das prätherapeutische Expressionslevel aus 159 PE in diese Analyse 

einbezogen werden. Es stellt sich kein statistischer Zusammenhang zwischen der 

prätherapeutischen Ki67-Expression und dem Ansprechen auf eine lokale Tumortherapie dar 

(siehe Abbildung 17). Im Gegensatz hierzu zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen der posttherapeutischen Proteinexpression im residuellen Tumorgewebe und dem 

TRG (siehe Abbildung 17). Für diese Korrelationsanalyse konnten die Ki67-Expressionsdaten 

von 150 Gewebeproben, gewonnen nach Beendigung der Therapie, einbezogen werden. Aus 

der Korrelationsanalyse lässt sich entnehmen, dass  Patienten, die einen sehr guten 

Therapierespons (entsprechend TRG 3b) aufweisen, eine signifikant niedrigere Ki67-

Expression im Gewebe des residuellen Tumors zeigen (siehe Abbildung 17).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Korrelation des prä- und des posttherapeutischen Ki67-Expressionslevels 
mit dem TRG  
Das Ki67-Expressionslevel des residuellen Tumorgewebes (positiver Tumoranteil Resektat) 
korreliert signifikant mit dem histopathologisch ermittelten Tumorregressionsgrad (TRG; 
p<0,05). 
 Entgegengesetzt zeigt die prätherapeutisch erfasste Ki67-Expression (Positiver Tumoranteil 
PE) keinen statistischen Zusammenhang mit dem TRG (p>0,05).  
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3.5.3  Korrelation des Expressionslevels von Ki67 mit dem Nodalstatus und dem Auftreten 

von Fernmetastasen  

Die erfassten prä- und posttherapeutischen Ki67-Expressionslevel wurden mit dem 

Nodalstatus der Patienten korreliert. Die immunhistochemischen Daten von 190 Präparaten 

der PE und von 192 Präparaten der Rektumresektate sind in diese Berechnungen 

eingegangen. Es zeigt sich kein statistischer Zusammenhang zwischen dem 

Expressionsmuster des Zellproteins Ki67 und dem Befall regionärer LK mit 

Tumorabsiedlungen (p>0,05).  

Weiterhin wurde eine Korrelationsanalyse der Ki67-Expression mit dem M-Status der 

Patienten durchgeführt. Es zeigt sich der Trend, dass eine hohe Ki67-Expression im 

residuellen Tumorgewebe mit einer höheren Rate an Fernmetastasen einhergeht (p<0,1; 

siehe Abbildung 18). Bei insgesamt 14 der 150 neoadjuvant radiochemotherapierten 

Patienten wurden innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes Fernmetastasen 

diagnostiziert (siehe Abbildung 18).  

Das prätherapeutische Ki67-Expressionslevel zeigt keine Korrelation mit dem M-Status der 

neoadjuvant therapierten Patientengruppen (p>0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Korrelation des posttherapeutischen Ki67-Expressionslevels 
mit dem Metastasierungsstatus (M-Status) der neoadjuvant therapierten 
Patienten  
Es zeigt sich, dass eine hohe Ki67-Expression im residuellen Tumor (Positiver 
Tumoranteil Resektat) nach neoadjuvanter RCT mit dem Auffinden von 
Fernmetastasen assoziiert zu sein scheint (p=0,0681). 
. 
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3.5.4 Korrelation des Expressionslevels von Ki67 mit dem krankheitsfreien Überleben und 

dem Karzinom-spezifischen Überleben  

Die immunhistochemisch ermittelte prä- und posttherapeutische Ki67-Expression wurde mit 

dem DFS und dem CSS korreliert, um ein therapieunabhängiges prädiktives oder 

prognostisches Potential des Proliferationsmarkers Ki67 aufzudecken. Für diese 

Berechnungen sind die Patienten in zwei Beobachtungsgruppen, entsprechend der 

Expressionsstärke des Proliferationsmarkers Ki67, eingeteilt. Patienten, welche einen 

positiven Tumoranteil von <25% aufwiesen, werden einem normalen Ki67-Expressionslevel 

zugeordnet. Zeigte sich in der IHC in ≥25% der Tumorzellkerne eine Anfärbung, liegt bei 

diesen Patienten eine Ki67-Überexpression vor. Diese Grenze findet regelmäßig als Cut-Off 

für die Ki67-Expression in Studien Anwendung (siehe Tabelle 12, Seite 78).  

Es zeigte sich bei der Analyse der Überlebenswahrscheinlichkeit, in Einbeziehung des 

gesamten Patientenkollektivs, keine statistische Abhängigkeit des DFS oder des CSS mit dem 

Expressionsmuster von Ki67. 

Bei der Berechnung der Überlebenswahrscheinlichkeiten der neoadjuvant therapierten 

Patientenkollektive konnten prätherapeutisch 14 (8,8%) von insgesamt 159 Patienten in die 

Kohorte mit einer normalen Ki67-Expression einbezogen werden. Posttherapeutisch zeigten 

62 (41,3%)  der insgesamt 150 Patienten ein normales Ki67-Expressionslevel im Gewebe des 

residuellen Tumors. Dabei ergibt sich, dass weder das DFS noch das CSS durch eine erhöhte 

beziehungsweise normale prä- oder posttherapeutische Expression von Ki67 signifikant 

beeinflusst werden. Bei Betrachtung der Kaplan-Meier-Kurve, welche das CSS in 

Abhängigkeit der gemessenen Ki67-Expression im residuellen Tumorgewebe darstellt, 

scheint es einen Überlebensvorteil innerhalb der Gruppe mit einem niedrigen 

Expressionslevel zwischen dem 20. Und 80. Nachbeobachtungsmonat zu geben. Allerdings 

unterscheiden sich die Endpunkte (>120 Monate) beider Graphen nicht (siehe Abbildung 19, 

Seite 62).  
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurven für das Karzinom-spezifische Überleben (CSS) in 
Abhängigkeit der prä- und posttherapeutischen Ki67-Expression 
Es wird die Wahrscheinlichkeit gezeigt, welches Langzeitüberleben neoadjuvant therapierte 
Rektumkarzinompatienten mit einer normalen (grün) oder erhöhten (rot) Ki67-Expression 
haben. Die Erfassung des Expressionslevels erfolgte zum einen prätherapeutisch 
(Überlebenswahrscheinlichkeit PE) und zum anderen nach erfolgter R0-Resektion des 
Rektums (Überlebenswahrscheinlichkeit Resektat). 
Die Endpunkte beider Graphen unterscheiden sich nicht (p>0,05). 
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4 Diskussion 

Die vorliegende Untersuchung verfolgt das Ziel die prädiktive und prognostische Relevanz 

von p53 und Ki67 beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (cUICC-II/III) zu 

untersuchen. Diese Studie umfasst das bislang größte und standardisierteste 

Patientenkollektiv zu dieser Fragestellung. Die Studienlage, die zum Anfertigungszeitpunkt 

dieser Arbeit vorliegt, stellt sich in ihren Ergebnissen sehr heterogen dar, basiert auf 

limitierten Fallzahlen mit uneinheitlicher Methodik und bezieht sich zumeist auf 

Biomarkeranalysen bei Kolonkarzinomen. Laut aktuellem Wissensstand ist davon 

auszugehen, dass es sich bei Kolon- und Rektumkarzinomen um unterschiedliche 

Tumorentitäten handelt, welche vor allem auch unterschiedliche multimodale 

Therapieregime erfordern (Li und Lai 2009, Li et al. 2012, Hong et al. 2012). Aus diesem 

Grund werden nachfolgend nur Studien erwähnt und in die Auswertung einbezogen, die 

ausschließlich Patienten mit einer Tumorlokalisation im Rektum untersucht haben. Eine 

Übersicht über die aktuelle Studienlage, welche zum Zeitpunkt dieser Arbeit vorlag, geben 

die Tabellen 11 und 12 (siehe Seite 70 und 78).  

Alle Patienten, deren Biomaterial in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch analysiert 

wurde, wurden innerhalb großer multizentrischer Phase-III-Studien der GRCSG oder analog 

zu diesen therapiert. Dies erlaubt eine erstmalige Prüfung der untersuchten Biomarker unter 

unterschiedlichen Therapieregimen.   

 

4.1 Klinikopathologische Parameter des Patientenkollektives 

Das Therapieregime gliedert das Patientenkollektiv in drei Behandlungsgruppen. Die 

Kontrollgruppe wurde primär operiert und erhielt eine adjuvante RCT im Rahmen der 

CAO/ARO/AIO-94-Studie oder eine adjuvante CTx im Rahmen der GAST-05-Studie. Die 

anderen beiden Behandlungsgruppen wurden einer neoadjuvanten RCT zugeführt (RCT mit 

5-FU oder RCT mit 5-FU und Oxaliplatin).  

Um die Vergleichbarkeit innerhalb der Gruppen gewährleisten zu können, wurden die 

klinikopathologischen Parameter des Patientenkollektivs einander gegenübergestellt. Es 

zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Tumorhöhe auf die 

Behandlungsgruppen. So befinden sich in den beiden Kohorten, die eine neoadjuvante 
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Therapie erhalten haben, zum größten Teil Tumorlokalisationen in den unteren beiden 

Rektumdritteln (siehe Tabelle 3, Seite 21). Begründet wird dies durch die verabreichten 

Therapieregime. Alle Patienten wurden im Rahmen großer multizentrischer Phase-III-Studie 

oder analog zu diesen therapiert. Eine dieser Studie ist die CAO/ARO/AIO-04-Studie, welche 

den Einfluss einer intensivierten RCT, bestehend aus einer systemischen Gabe von 5-FU und 

Oxaliplatin mit begleitender RT, auf das CSS untersucht (Rödel C et al. 2012). In dieser Studie 

sind keine Patienten mit einer Tumorlokalisation im oberen Rektumdrittel eingeschlossen. 

Grund hierfür sind Ergebnisse vorrangegangener Untersuchungen. Eine TME-Studie aus 

Holland zeigt, dass eine präoperative RCT wenig Einfluss auf die lokale Tumorkontrolle von 

Adenokarzinomen im oberen Rektumdrittel nimmt (van Kapiteijn et al. 2001). Die MRC-

CR07-Studie erfasst eine unterschiedliche Sensitivität von Tumoren der verschiedenen 

Rektumdrittel gegenüber einer RCT (Sebag-Montefiore 2006). Es finden sich somit in der 

Literatur Hinweise, dass bei Tumorlokalisation im oberen Rektumdrittel eine primäre 

Operation erfolgen sollte. Durch die Ergebnisse dieser vorrangegangenen Untersuchungen 

sind in die CAO/ARO/AIO-04-Studie nur sehr wenige Patienten mit einer Tumorlokalisation 

>10 cm von der Anokutanlinie eingeschlossen (Rödel C et al. 2012). Daraus ergibt sich der 

signifikante Unterschied in der Verteilung der Tumorlokalisationen in dem hier vorliegendem 

Patientenkollektiv (p=0.04).  

Bei der Gegenüberstellung der klinikopathologischen Parameter stellt sich weiterhin ein 

signifikanter Unterschied in der Rate des negativen Nodalstatus heraus (p=0,02; siehe 

Tabelle 7, Seite 46). In der primär operierten Kohorte zeigt die histopathologische 

Aufarbeitung bei 27,9% einen pN2-Status. Dem gegenüber zeigen nur 11,1% der 5-FU-Mono-

Gruppe einen ypN2-Status. Die niedrigste Rate (8,1%) an einem Befall von vier oder mehr LK, 

entsprechend ypN2, findet sich in der Kohorte, die zusätzlich mit Oxaliplatin behandelt 

wurde (siehe Tabelle 7, Seite 46). Dieser Unterschied zeigte sich in den Staging-

Untersuchungen nicht (p=0,14; siehe Tabelle 3, Seite 21). Dies stellt einen starken Hinweis 

auf eine Einflussnahme einer neoadjuvanten RCT auf das Vorhandensein von 

Tumorabsiedlungen in regionären LK dar. Die Verabreichung einer intensivierten RCT mit 

einer Kombination von 5-FU und Oxaliplatin (entsprechend dem FOLFOX-Schema) scheint, 

nach Analyse des untersuchten Patientenkollektivs, am stärksten das Auftreten von 

Lymphknotenmetastasen zu verhindern.  Zum jetzigen Zeitpunkt stellt der Nodalstatus den 

stärksten prognostischen Faktor auf das Langzeitüberleben bei Patienten mit einem 
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Adenokarzinom des Rektums dar. Ob sich durch die Oxaliplatin-induzierte Senkung der Rate 

an LK-Metastasen ein Vorteil für das CSS dieses Patientenkollektives ergibt, muss aus der 

Beobachtung des Langzeitverlaufs geschlossen werden (Rödel C et al. 2012). In der MOSAIC-

Studie konnte ein positiver Einfluss von Oxaliplatin auf die Prognose von 

Kolonkarzinompatienten belegt werden. So erhöht sich bei Verabreichung einer adjuvanten 

Oxaliplatin-haltigen CT das 5-Jahres DFS und das 6-Jahres OS signifikant (Andre et al. 2009). 

 

4.2 Quantitative Immunhistochemie mittels zweier Auswerteverfahren  

Bei der Analyse der immunhistochemischen Präparate wurden zwei Parameter quantitativ 

ausgewertet: der prozentual positive Tumoranteil, sowie die Intensität der Kernanfärbung. 

Diese Parameter wurden zweifach erhoben – zuerst konventionell-manuell und 

anschließend mit Anwendung des DIA VIAS. Insgesamt konnten die immunhistochemischen 

Daten von 772 Präparaten zur Evaluierung des DIA herangezogen werden. Die Korrelation 

der erhobenen Datensätze ergab eine sehr starke Korrelation der erfassten Daten beider 

Auswerteverfahren (siehe Kapitel 3.3, Seite 48). Lediglich bei der Erfassung der 

Färbeintensitäten kann sich ein Unterschied zeigen. Dies begründet sich darin, dass es dem 

Betrachter bei dem konventionell-manuellen Auswerteverfahren nur möglich ist, die 

Intensität der Anfärbung in 4 Grade abzugrenzen. DIA sind in der Lage mit einer viel höheren 

Sensitivität die Intensität der Färbung zu unterscheiden. So wird eine genauere Abgrenzung 

zwischen den verschiedenen Intensitäten ermöglicht. Für die vorliegenden nukleären 

Färbungen ist dies jedoch von geringerer Relevanz, da die statistischen Auswertungen keinen 

Unterschied zwischen den statistischen Berechnungen mit den erfassten positiven 

Tumoranteilen oder mit der detektierten Färbeintensität ergaben. Bei der 

immunhistochemischen Analyse zytoplasmatischer Zellproteine ist es dagegen von höherer 

Bedeutung, eine möglichst genau differenzierte Beurteilung der Färbeintensität zu erfassen. 

Auch bei diesen Fragestellungen könnte dieses Observer-unabhängige Verfahren zukünftig 

Vorteile liefern.   

Laut Seidal et al. (2001) resultieren Diskrepanzen zwischen pathologischen 

Befunderhebungen immunhistochemischer Färbungen aus methodischen Unterschieden 

und vor allem aus einer unterschiedlichen Interpretation der Färbeergebnisse. Bislang steht 

eine Festsetzung von verbindlichen Analysekriterien für immunhistochemische Färbungen 
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aus (Seidal et al. 2001). Daraus resultiert eine hohe Varianz der Auswerteverfahren von 

Biomarkerexpressionen (siehe Tabelle 11 und 12, Seite 70 und 78). Zudem gestaltet sich die 

konventionell-manuelle Quantifizierung immunhistochemischer Daten häufig als 

umständlich, zeitaufwendig und fordert ein hohes Maß an Erfahrung vom Observer ein 

(Taylor und Levenson 2006). Es ergibt sich daraus eine sehr hohe Intra- und 

Interobservervariabilität immunhistochemischer Analysen (Slodkowska und Rojo 2011).  Da 

die IHC eine immense Wichtigkeit in der klinischen Routinediagnostik besitzt, einen 

besonderen Stellenwert in der Tumorhistologie einnimmt und flächendeckend Anwendung 

findet, muss diese Problematik gelöst werden. Schlussfolgernd aus den Ergebnissen der 

vorliegenden Untersuchung ist festzustellen, dass dieses DIA vergleichbare Daten, wie eine 

konventionell-manuelle Präparatanalyse liefert. Entscheidend sind jedoch die festdefinierten 

Analysekriterien, die eine konstant-hohe Präzision sicherstellen und somit eine weitgehend 

Observer-unabhängige Analyse gewährleisten. Eine schnellere Befunderhebung mit 

gleichzeitiger Archivierung der Befundlokalisation eignet sich besonders bei hohen 

Fallzahlen. Weiterhin zeigt sich eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die 

Problematik der Intra- und Interobservervariabilität könnte durch die Etablierung solcher 

oder ähnlicher Analysesysteme gelöst werden. So kann der Einsatz von DIA bei 

immunhistochemischen Analysen zu einer besseren Vergleichbarkeit verschiedener IHC-

Auswertungen beitragen.  

Digitale Bildanalysesysteme ermöglichen eine schnellere, sensitivere und hoch-objektive 

Messung von Proteinexpressionen (Slodkowska und Rojo 2011). Besonders bei 

Untersuchungen, die eine hohe Fallzahl aufweisen ist dies von immenser Wichtigkeit. Der 

Einsatz DIA kann gerade bei translationalen Forschungsvorhaben zur Detektion neuer 

molekularer Biomarker beitragen. 

 

4.3 Das prädiktive und prognostische Potential von p53 im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom 

4.3.1 Prädiktion des Therapierespons gemessen am (y)pTNM-Status und dem TRG  

In der vorliegenden Untersuchung konnte keine Einflussnahme einer neoadjuvanten RCT auf 

das Expressionslevel von p53 gezeigt werden. In jeder Behandlungsgruppe zeigt sich ein 
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gleich hohes und konstantes prä- beziehungsweise posttherapeutisches Expressionslevel des 

Tumorsuppressors (siehe Abbildung 13, Seite 53). 

Es konnte keine Korrelation der Tumorregression nach Verabreichung einer lokalen Therapie 

mit dem Expressionslevel des Tumorsuppressorproteins p53 ermittelt werden. Eine 

Übersicht über die aktuelle Studienlage zu dieser Fragestellung zeigt die untenstehende 

Tabelle (siehe Tabelle 11, Seite 70). Die Autoren dieser Studien vertreten mehrheitlich die 

Meinung, dass es zu keiner Beeinflussung des Therapieansprechens durch den Grad der 

prätherapeutischen Expression von p53 kommt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

unterstreichen somit die aktuelle Studienlage. Dem widersprechend, vertreten einzelne 

Autoren die Meinung, dass eine Einflussnahme auf das lokale Therapieansprechen durch 

eine p53-Überexpression existiert. Luna-Perez et al. (1998) untersuchten ebenfalls das 

prädiktive Potential der p53-Expression im Gewebe von Rektumresektaten und konnten aus 

ihren Ergebnissen schlussfolgern, dass Tumore, welche ein hohes Level an p53 exprimieren, 

einen geringeren TRG und einen höheren pT-Status zeigen. Spitz et al. (1997) belegen 

ebenfalls den Zusammenhang eines hohen prätherapeutischen p53-Expressionslevels mit 

einer geringeren Tumorregression nach neoadjuvanter Therapie. Unterstützend zu diesen 

Ergebnissen zeigen Suzuki et al. (2004) einen statistischen Zusammenhang, zwischen dem 

Vorliegen von p53-negativen Tumoren, mit einem guten Ansprechen auf die verabreichte 

zytostatische Therapie. Dem entgegengesetzt postulieren Esposito et al. (2001) mit ihren 

Untersuchung ein besseres Therapieansprechen, gemessen am Grad der Tumorregression, 

bei Vorliegen einer posttherapeutischen p53-Überexpression. Die dargelegte Heterogenität 

der Studienlage lässt sich möglicherweise mit methodischen Unterschieden 

(unterschiedliche Cut-Off-Levels, uneinheitliche Analysekriterien) und den stets kleinen 

Fallzahlen begründen (siehe Tabelle 11, Seite 70). Dieser Umstand lässt an der 

Reproduzierbarkeit und somit an der Repräsentierbarkeit der Daten zweifeln. Weiterhin ist 

festzuhalten, dass immunhistochemische Analysen keine Aussage über den Funktionsstatus 

des p53-Proteins liefern. Ein Wildtyp-p53-Protein weist eine sehr niedrige Halbwertszeit von 

rund 15 Minuten auf und wird im gesunden Gewebe sehr schnell abgebaut (Nasierowska-

Guttmejer et al. 2000). Daraus resultiert ein konstant niedriger p53-Zellspiegel, was mit einer 

unzureichenden Anfärbbarkeit von p53 in gesundem Gewebe einhergeht. Bei bis zu 50% 

aller KRK liegen inaktivierende Mutationen des p53-Gens vor (Peinado et al. 1993, Jemal et 

al. 2011). Der Großteil dieser Punktmutationen befinden sich im Bereich der 
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Proteinbindungsdomäne (Nasierowska-Guttmejer et al. 2000). Dies bewirkt eine 

Konformationsänderung des Moleküls, woraus eine gesteigerte Stabilität und eine 

Verlängerung der Halbwertszeit auf bis zu 20 Stunden resultiert (Kerns et al. 1992, 

Nasierowska-Guttmejer et al. 2000). Die sich anschließende Akkumulation von p53 im 

Zellkern ermöglicht eine immunhistochemische Darstellung (Kerns et al. 1992). Dessen 

ungeachtet können aber auch andere, bislang unbekannte Mechanismen zu einer p53-

Akkumulation im Zellkern führen. Bosari et al. (1995) fanden in rund 30% der Fälle, trotz 

bestehender Akkumulation im Zellkern, keine Mutation des p53-Gens. Ebenfalls konnten 

Nasierowska-Guttmejer et al. (2000) in ihren Untersuchungen die Diskrepanz einer 

existierenden Überexpression von p53 und dem Vorliegen einer inaktivierenden Mutation 

bei 29% ihres untersuchten Kollektives belegen.  

In dieser Untersuchung konnte für das Auffinden von Lymphknoten- oder Fernmetastasen 

kein prädiktives Potential des Expressionsstatus von p53 ermittelt werden. Bislang konnte 

auch in keiner anderen Untersuchung eine Einflussnahme bestätigt werden.  

Die von mir erhobenen Daten deuten darauf hin, dass das p53-Expressionlevel keinen 

Einfluss auf den Therapierespons einer neoadjuvanten RCT nimmt und unterstreichen damit 

die mehrheitlich postulierten Meinungen in der Literatur. Jedoch gibt es auch 

Untersuchungen mit abweichenden Ergebnissen. Um das prädiktive Potential des 

Tumorsuppressors endgültig zu klären, bedarf es weiterer Studien, die Rücksicht auf den 

Vorliegenden Funktionsstatus des p53-Proteins nehmen. Ein prädiktiver Nutzen für den 

klinischen Alltag lässt sich zum jetzigen Zeitpunkt aus den von mir erhobenen Daten nicht 

ableiten. 

  

4.3.2 Das prognostisches Potential von p53 gemessen an den Follow-up-Daten 

Um das prognostische Potential der p53-Expression beurteilen zu können, wurden 

Korrelationsanalysen mit den erfassten Follow-up-Daten der Patienten durchgeführt. 

Anhand der erhobenen Kaplan-Meier-Kurven konnte kein Zusammenhang zwischen dem 

Expressionslevel von p53 und dem CSS oder dem DFS der Patienten gezeigt werden. Weder 

das prä-, noch das posttherapeutische p53-Expressionslevel der Karzinomzellen ließ einen 

Zusammenhang mit einem besonders aggressiven Tumorwachstum oder einer schlechten 

Prognose eines Patienten zu. Saw et al. (2003) schlossen aus ihren Untersuchungen, dass es 

auch zukünftig problematisch sei, eine Vorhersage über die individuelle Prognose eines 
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Patienten zu treffen. Auch sie konnten kein prognostisches Potential für das Expressionslevel 

von p53 beziehungsweise für den Nachweis inaktivierender Mutationen belegen. Ähnliche 

Ergebnisse ergaben die Untersuchungen von Rödel F et al. (2002), Lebe et al. (2005), oder 

Fucini et al. (2012; siehe Tabelle 11Tabelle 11, Seite 70). Somit unterstreichen die von mir 

erhobenen Ergebnisse die derzeitige Datenlage. Aktuell konnten nur Seicean et al. (2011) ein 

prognostisches Potential des Tumorsuppressors p53 zeigen. Aus dieser Studie geht hervor, 

dass p53-überexprimierte Tumore mit einem verkürzten DFS und CSS einhergehen (siehe 

Tabelle 11, Seite 70). Diese Untersuchung umfasst 87 Patienten, welche einer primären 

Resektion des Rektums und keiner neoadjuvanten RCT zugeführt wurden. Der negative 

prognostische Effekt einer p53-Überexpression im primär operierten Patientenkollektiv 

findet sich auch in den vorliegenden Berechnungen wieder (siehe Kapitel 3.4.4, Seite 55). Die 

unterschiedlichen Endpunkte der zwei Beobachtungsgruppen sind jedoch aufgrund der 

geringen Fallzahl nicht signifikant (p=0,117). Eine Erklärung für dieses negativ-prognostische 

Potential könnte ein Vorliegen einer inaktivierenden Mutation, die mit einer Akkumulation 

von p53 im Zellkern einhergeht, sein. Ein Funktionsverlust von p53 trägt schon laut der 

‚Adenom-Karzinom-Sequenz‘ nach Vogelstein (Fearon und Vogelstein 1990) zu einer 

Entwicklung eines neoplastischen Potentials einer Zelle bei.   

Es gilt als unbestritten, dass der Verlust von p53 eine entscheidende Rolle bei der 

Entwicklung maligner Zelleigenschaften spielt. Trotzdem scheint zum aktuellen Zeitpunkt der 

Tumorsuppressor p53 nicht als Biomarker zur Einschätzung des individuellen 

Erkrankungsprofils bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom in der 

klinischen Routinediagnostik geeignet zu sein.  
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Analysen der  Expression von p53 in Adenokarzinomen des Rektums 

Autor Fallzahl Methode Therapie 
Untersuchte 
Endpunkte 

Ergebnisse 

Kudrimoti et al. 
2007 

n=17 
IHC; Einteilung der Expression in 4 Grade neoadj. RCT (5-FU) CR o. PR n. s. 

Jakob et al. 
2008  

n=22 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) TRG n. s. 

Scott et al. 
1998 

n=22 
IHC; positiv, wenn 1/3 aller Zellkerne 
angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

TRG n .s. 

Kim et al. 2001 n=23 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung der 
Expression in 4 Grade 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

CR o. PR o. NR n. s. 

Okonkwo et al. 
2001 

n=25 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) pos./neg. 
Ansprechrate 

n. s. 

Luna-Perez et 
al. 1998 

n=26 

IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung der 
Färbeintensität in 5 Grade 

neoadj. RCT (5-FU) TRG p53-positive 
Rektumresektate zeigen 
eine geringere 
Regression und einen 
höheren ypT-Status 

Tannapfel et al. 
1998 (a) 

n=26 
IHC;p-53-Expression positiv wenn 
Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) LR; 
Downstaging 
des T-Status 

n. s. 

Reerink et al. 
2004 

n=34 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥5% der 
Zellkerne angefärbt, Einteilung der 
Färbeintensität in 4 Grade 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

pT-Status n. s. 

Terzi et al. 
2008 

n=37 

IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) TRG; 
Downstaging 
des T- und N-
Status 

n. s. 
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Esposito et al. 
2001 

n=38 

IHC; p53-Expression positiv wenn >10% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung der 
Expression in 4 Grade   

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) oder neoadj. RT 

TRG; 
Downstaging 
des T-Status 

p53-positive 
Rektumresektate sind 
mit höherer Regression 
assoziiert 

 
Moral et al. 
2009 

 
n=39 

 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung des 
Expressionslevels in 3 Grade  

 
neoadj. RCT (5-FU/Leukovorin) 

 
OS/DFS 

 
n. s. 

Spitz et al. 
1997 

n=42 

IHC; p53-Expression fokal-positiv wenn 10-
50% der Zellkerne angefärbt, p53-
Expression positiv wenn >50% der 
Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) TRG prätherap. 
Überexpression von p53 
geht mit geringeren 
Regression einher 

Lebe et al. 
2005 

n=45 
IHC; p53-Expression positiv wenn >5% der 
Zellkerne angefärbt 

primäre Rektumresektion; ggf. 
adjuvante RCT 

DFS; LR; TNM-
Status 

n. s. 

Charara et al. 
2004 

n=47 
IHC; p53-Expression positiv wenn >50% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU/ Irinotecan) CR o. PR n. s. 

Elsaleh et al. 
2000 

n=48 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥5% der 
Zellkerne angefärbt 
PCR/DNA; Detektion von p53-Mutationen 

neoadj. RCT (5-FU) CR o. PR o. NR n. s. 

Rödel F et al. 
2002 

n=54 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) DFS;LR; Rate an 
Fernmetastase
n 

n. s. 

Negri et al. 
2008 

n=57 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU/ Oxaliplatin) 
oder neoadj. RT 

positive/nega-
tive 
Ansprechrate 

n. s. 

Saw et al. 2003 n=58 

IHC; positiv sobald eine Zellkernanfärbung 
detektiert wurde, prozentual positiver 
Tumoranteil 
PCR/DNA; Detektion von p53-Mutationen 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) oder neoadj. RT 

TRG; CSS; LR; 
Downstaging 
des T-Status  

n. s. 
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Rau et al. 2003 

 
 

n=65 

IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100%, Einteilung der 
Färbeintensität in 4 Grade  
PCR/DNA; Detektion von p53-Mutationen 
 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

CR o. PR; DFS n. s. 

Andrade et al. 
2011 

n=61 

IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) 
adj. RCT (5-FU) 
 

TRG; OS n. s. 

 
Fucini et al. 
2012 

 
n=67 

 
IHC; Expressionslevel in 3 Grade eingeteilt 

 
primäre Rektumresektion, ggf. 
adj. RCT (5-FU/ Leukovorin);  
neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

 
DFS; LR 

 
n. s. 

Brophy et al. 
2009 

n=69 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) TRG n. s. 

Lin et al. 2006 n=70 

IHC; p53-Expression positiv wenn ≥5% der 
Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) DFS; 
Downstaging 
des T-Status  

prätherap. niedrige p53-
Expression ist assoziiert 
mit einer höheren Rate 
an mittlerem 
Ansprechen 

Díez et al. 2003 n=73 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung des 
Expressionslevels in 4 Grade 

neoadj. RCT (5-FU/UFT/ 
Folinsäure) 

TRG; ypN-
Status 

n. s. 

Seicean et al. 
2011 

n=87 

IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

primäre Rektumresektion DFS; CSS p53-postive 
Rektumresektate sind 
assoziiert mit einem 
verkürzten CSS/DFS 

García et al. 
2011 

n=88 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥50% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (UFT/Oxaliplatin/ 
Capecitabine) 

TRG; DSF n. s. 
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Suzuki et al. 
2004 

 
 

n=93 

 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥35% 
der Zellkerne angefärbt 

 
neoadj. RT 

 
TRG 

 
p53-negative 
Rektumresektate 
korrelieren mit einem 
höheren TRG 

Shinto et al. 
2011 

n= 96 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (Tegafur/Uracil) TRG n. s. 

Chang et al. 
2005 

n=130 
IHC; p53-Expression positiv wenn ≥10% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-
FU/Capecitabine); ggf. adj. CT 
(5-FU/ Leukovorin) 

TRG n. s. 

Edden et al. 
2012 

n=152 

IHC; Einteilung des Expressionslevels in 4 
Grade 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Capecitabine) 

TRG; 
Downstaging 
des T-Status 

n. s. 

vorliegende 
Untersuchung 
2013 

n=225 

IHC; Erfassung des positiven Tumoranteils 
und der Färbeintensität mit Hilfe eines DIA 

primäre Rektumresektion; 
neoadj. RCT (mit 5-FU oder 5-
FU/Oxaliplatin)* 

klinikopatholo-
gische 
Paramater; 
DFS; CSS; LR-
Rate; Auftreten 
von 
Metastasen 
 

n. s. 

 
Tabelle 11: Übersicht über die aktuelle Studienlage zum Thema der p53-Expression in Adenokarzinomen des Rektums 
Diese Tabelle bezieht sich nur auf Untersuchungen, welche ausschließlich Patienten mit einer Tumorlokalisation im Rektum einschließen. Tabelle modifiziert 
nach Kuremsky et al. 2009, Seite 675. 
(adj. – adjuvant,  CR – komplette Regression, CSS – Karzinom-spezifisches Überleben, DFS - krankheitsfreies Überleben, 5-FU – 5-Fluorouracil, IHC – 
Immunhistochemie, LR – Lokalrezidiv, neoadj. – neoadjuvant, NR – keine Regression, n.s. – nicht signifikant, OS – Gesamtüberleben, PR – partielle Regression, 
RCT – Radiochemotherapie, RT – Radiotherapie,  TRG – Tumorregressionsgrad) 
 
* - alle Patienten wurden im Rahmen großer multizentrischer Phase-III-Studien der GRCSG oder analog zu den Therapieregimen therapiert
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4.4 Das prädiktive und prognostische Potential von Ki67 im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom 

4.4.1 Prädiktion des Therapierespons gemessen am (y)pTNM-Status und dem TRG 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine neoadjuvante RCT zu einer 

Downregulation der intranukleären Ki67-Expression führt. Es zeigt sich ein signifikanter 

Unterschied in der Höhe des prä- und posttherapeutischen Ki67-Expressionslevels (siehe 

Abbildung 16, Seite 58). Das Zellprotein Ki67 kann mit Hilfe immunhistochemischer 

Färbetechniken während jeder Phase des Zellzyklus, mit Ausnahme der G0-Phase, dargestellt 

werden (Gerdes et al. 1984). Dieser Umstand macht dieses nukleär lokalisierte Protein zu 

einem hervorragenden Marker für die Wachstumsfraktion eines Gewebes (Scholzen und 

Gerdes 2000). Dabei entspricht der Anteil an Zellen des Tumorgewebes, der eine sichtbare 

Anfärbung des Zellkerns aufweist, der innerhalb eines Zellverbandes vorherrschenden 

Proliferationsrate (definiert als Anzahl von Zellkernen mit Ki67-positiver Anfärbung pro 100 

Tumorzellen, Tannapfel et al. 1998 b). Beide neoadjuvant behandelten Patientenkollektive 

weisen in jedem prätherapeutischem Präparat eine Anfärbungen auf und enthalten somit 

proliferierende Zellen (siehe Tabelle 10, Seite 58). Im Gegensatz dazu, finden sich in den 

posttherapeutischen Präparaten dieser Behandlungsgruppen Präparate ohne messbare Ki67-

Expression. In der Kontrollgruppe, die keine präoperative RCT erhalten hat, zeigt sich auch in 

jedem posttherapeutischem Präparat eine Anfärbung von Zellkernen (siehe Tabelle 10, Seite 

58). Eine neoadjuvante RCT erniedrigt demnach die Proliferationsrate eines Gewebes. Diese 

Daten legen nahe, dass es durch lokoregionäre Therapiemaßnahmen (RT des kleinen 

Beckens, CT mit 5-FU, teilweise in Kombination mit Oxaliplatin) zu einer Abnahme der 

Zellproliferation und zu einer Stagnation des Tumorwachstums kommt. Auch Tannapfel et al. 

(1998 b) zeigen in Ihrer Untersuchung eine Downregulation der Ki67-Expression 

(entsprechend einer reduzierte Proliferationsrate) in Adenokarzinomen des Rektums durch 

eine neoadjuvanten RCT (Radiatio des Beckens mit begleitender 5-FU-Gabe). Suzuki et al. 

(2004) erfassten ebenfalls eine signifikant abgeschwächte Proteinexpression durch eine 

neoadjuvante Therapie, auch bei alleiniger RT. Schlussfolgernd aus dieser Studie scheint sich 

dieser Effekt auf die zytostatische Wirkung der Radiatio zu stützen (Suzuki et al. 2004). Die 

Ergebnisse meiner Untersuchungen bestätigen demnach die Aussage von Tannapfel et al. 

(1998 b), dass die Applikation einer  RCT zu einer Reduzierung der proliferativen Aktivität des 
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Tumors führt. Der in dieser Arbeit ermittelte signifikante Zusammenhang zwischen dem TRG 

und der Ki67-Expression im residuellen Tumor unterstreicht abermals diesen Umstand. So 

scheint ein gutes Ansprechen einer lokoregionären Tumortherapie (gemessen an einem TRG 

von >3a nach Dworak) mit einem niedrigem posttherapeutischem Ki67-Expressionslevel 

einherzugehen (siehe Abbildung 17, Seite 59). Eine andere Untersuchungen von Jakob et al. 

(2008) konnte eine signifikante Korrelation zwischen einer prätherapeutisch niedrigen 

Expression von Ki67 mit einem hohen TRG zeigen. Dem widersprechend postulieren Kikuchi 

et al. (2009), dass eine prätherapeutisch hohe Proteinexpression von Ki67 zu einer höheren 

Tumorsensitivität gegenüber einer zytostatischen Therapie und so zu einem höheren TRG 

führt. Ähnliche Überlegungen stellten auch Carlomagno et al. (2010) an. In ihrer Studie wird 

beschrieben, dass ein hohes prätherapeutisches Ki67-Level in Rektumkarzinomen (in 

Kombination mit anderen Biomarkern) mit einer kompletten Tumorregression nach 

neoadjuvanter RCT assoziiert ist. Als mögliche Begründung für ihre Ergebnisse vermuten die 

Autoren dieser Studie, dass hochproliferierende Tumore empfänglicher für DNA-

schädigende Agenzien sind. Ähnliche Beobachtungen, gibt es auch in Malignomen anderer 

Gewebe. So stellten Urruticoechea et al. (2005) in ihrer Metaanalyse über den prädiktiven 

Nutzen der Ki67-Expression in frühen und lokal fortgeschrittenen Mammakarzinomen fest, 

dass ein hohe Ki67-Expression mit einem besseren Ansprechen auf eine nicht-operative 

Therapie einhergeht. Jedoch, so hielten die Autoren fest, ginge eine hohe Proliferationsrate 

im Tumorgewebe im Langzeitverlauf mit einer schlechteren Prognose einher. Es lässt sich 

schlussfolgernd vermuten, dass hochproliferierendes Gewebe zwar vergleichsweise gut auf 

eine neoadjuvante zytostatische Therapie anspricht, jedoch andere Mechanismen, die eine 

schlechtere Prognose bedingen, wie zum Beispiel eine frühe Absiedlung von Karzinomzellen 

in regionäre LK, überwiegen. Demgemäß, könnte eine niedrige Proliferationsrate innerhalb 

des Karzinomgewebes Ausdruck einer geringeren Tumorexpansion und verminderten 

Aggressivität des Tumors sein. Diese These scheint sich in den Ergebnissen meiner 

Untersuchungen wiederzufinden. So ergab sich bei der statistischen Auswertung der Trend 

(p<0,1), dass eine niedrige posttherapeutische Ki67-Proteinexpression mit einem geringeren 

Auftreten von Fernmetastasen einhergeht (siehe Abbildung 18, Seite 60). Aktuell liegen 

keine Ergebnisse anderer Studien vor, die eine Aussage über den Zusammenhang der 

Proteinexpression von Ki67 und dem Auftreten von Fernmetastasen treffen. 
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Hinblickend auf die aktuelle Datenlage scheint die Ki67-Expression im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom ein prädiktives Potential aufzuweisen. Die teilweise widersprüchlichen 

Ergebnisse der einzelnen Studien gründen sich möglicherweise auf die Heterogenität dieser. 

Dies zeigt sich bereits bei den festgesetzten Cut-Off-Leveln zum Vorliegen einer Ki67-

Überexpression (siehe Tabelle 12, Seite 78). Der umfassende Teil der vorliegenden Studien 

weist zudem ein geringes Patientenkollektiv auf (n≤50). Die Verlässlichkeit und 

Reproduzierbarkeit dieser Daten sind somit strittig. 

     

4.4.2 Das prognostische Potential von Ki67 gemessen an den Follow-up-Daten 

Um ein mögliches prognostisches Potential des Proliferationsmarkers Ki67 aufzudecken, 

wurden die immunhistochemischen Daten mit den erhobenen Follow-up-Daten der 

Patienten korreliert. Die aktuellen Untersuchungen und Ergebnisse zu dieser Fragestellung 

sind kontrovers (siehe Tabelle 12, Seite 78). Ein Grund hierfür könnte in den heterogen 

festgesetzten Cut-off-Leveln für das Vorliegen einer Ki67-Überepression liegen. Daneben 

wird in der aktuellen Untersuchung von García et al. (2011) als kritisch angesehen, dass das 

Cut-off-Level vieler Studien erst nach der Erfassung der immunhistochemischen Daten 

festgelegt wird. García et al. (2011) untersuchten das DFS an einem 88 Patienten 

umfassenden Kollektiv und konnten kein prognostisches Potential von Ki67 erfassen. García 

et al. legten am Anfang ihrer Untersuchungen einen Cut-Off von einem positiven 

Tumoranteil ≥30% fest. Auch in der vorliegenden Studie wurde der verwendete Cut-off vor 

Beginn der Auswertungen festgelegt. Nur diese Vorgehensweise erlaubt eine verlässliche 

Analyse der immunhistochemischen Daten mit fundierten Ergebnissen. Weiterhin wird eine 

objektive Interpretation und unabhängige Validierung der statistischen Berechnungen 

ermöglicht.  

Wie im Kapitel 3.5.4 (siehe Seite 61) dargestellt, scheint eine niedrige Ki67-Expression im 

residuellen Tumor mit einem besseren CSS zwischen dem 20. Und 80. 

Nachbeobachtungsmonat einherzugehen. Jedoch unterscheiden sich die Endpunkte beider 

Patientengruppen nicht (siehe Abbildung 19, Seite 62). Andrade et al. (2011) konnten durch 

eine Auswertung von Follow-up-Daten ein prognostisches Potential von Ki67 belegen. So 

geht aus den Ergebnissen ihrer Untersuchungen hervor, dass ein niedriges 

posttherapeutisches Ki67-Expressionslevel mit einer besseren 5-JÜR korreliert (p<0,05; siehe 

Tabelle 12, Seite 78). Ein prätherapeutisch erfasstes Ki67-Expressionslevel liegt in dieser 
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Untersuchung nicht vor. Alle anderen Studien, die einen Zusammenhang mit dem OS oder 

dem CSS untersucht haben, konnten keine Korrelation mit der Ki67-Expression erfassen.  

Weiterhin ist das prognostische Potential des Proliferationsmarkers Ki67 nicht sicher zu 

beurteilen. Auffällig ist, dass jeder Zusammenhang, der zwischen dem Ki67-Expressionslevel 

und dem Überleben der Patienten belegt wurde, auf immunhistochemischen Daten beruht, 

die aus posttherapeutischem Gewebe gewonnen wurden. Ein gutes Therapieansprechen auf 

eine neoadjuvante RCT spiegelt sich in einer erniedrigten Proliferationsrate des residuellen 

Tumors im Rektumresektat wider. Dieses gute Ansprechen auf lokale Therapiemaßnahmen 

lässt sich im kausalen Zusammenhang sehr gut mit einem besseren Überleben vereinbaren. 

Es gibt keinen signifikanten oder scheinbaren Zusammenhang zwischen dem 

prätherapeutischen Ki67-Expressionslevel und dem Outcome der Patienten. Vor Einleitung 

der Therapiemaßnahmen eine Vorhersage über den Krankheitsverlauf zu treffen, ist 

demnach anhand des Biomarkers Ki67, nicht möglich.  
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Analysen der  Expression von Ki67 in Adenokarzinomen des Rektums 

Autor Fallzahl Methode Therapie 
Untersuchte 
Endpunkte 

Ergebnisse 

Kudrimoti et 
al. 2007 

n=17 
IHC; Einteilung des Expressionslevels in 
4 Grade 

neoadj. RCT (5-FU) CR o. PR n. s. 

Jakob et al. 
2008 

n=22 
IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥40% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-FU) TRG niedrige Ki67-Expression im 
residuellen Tumor 
korreliert mit höherem TRG 

Kim et al. 
2001 

n=23 

IHC; Anzahl der positiven Zellen pro 
1000 Tumorzellen 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Leukovorin) 

CR o. PR o. NR es fand sich ein höherer 
Ki67-Index (gemessen im 
residuellen Tumor) bei 
kompletter/partieller 
Tumorregression, als bei 
keinem Tumoransprechen 

Debucquoy et 
al. 2006 

n=30 
IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100% 

neoadj. RCT (5-FU/ ev. 
Celecoxib) 

Downstaging 
des T-Status 

n. s. 

Tannapfel et 
al. 1998 (a) 

n=32 
IHC; positiv, wenn Zellkerne angefärbt  neoadj. RCT (5-FU) Downstaging 

des T-Status; LR 
n. s. 

Reerink et al. 
2004 

n=34 
IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥25% 
der Zellkerne angefärbt, Einteilung des 
Expressionslevels in 4 Grade 

neoadj. RCT (5-
FU/Leucovorin) 

T-Status; OS n. s. 

Terzi et al. 
2008 

n=37 

IHC; Anzahl der positiven Zellen pro 100 
Tumorzellen 

neoadj. RCT (5-FU) TRG; 
Downstaging 
des T- und N-
Status 

n. s. 

Moral et al. 
2009 

n=39 
IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥50% 
der Zellkerne angefärbt  

neoadj. RCT (5-
FU/Leukovorin) 

OS/DFS n. s. 

Charara et al. 
2004 
 

n=45 

IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥70% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT (5-
FU/Irinotecan) 

CR o. PR n. s. 
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Carlomagno 
et al. 2010 

n=46 

IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100% 

neoadj. RCT (5-FU/ 
Capecitabine) 

PR o. CR; DFS CR ist signifikant assoziiert 
mit einem hohen 
prätherap. Ki67-
Expressionslevel in 
Kombination mit anderen 
Biomarkern (TS, EGFR) 

Smith et al. 
2006 

n=49 
IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100% 

neoadj. RCT (5-FU) TRG n. s. 

Kikuchi et al. 
2009 

n=60 

IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100% 

neoadj. RCT (Irinotecan) TRG eine prätherapeutisch hohe 
Ki67-Expression geht mit 
einer höheren Sensitivität 
auf eine RCT einher  

Andrade et al. 
2011 

n=61 

IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100% (<50% 
niedriger Proliferationsindex, ≥50% 
hoher Proliferationsindex) 

neoadj. RCT (5-FU) 
adj. RCT (5-FU) 

TRG; OS ein niedriges Ki67-
Expressionslevel im 
residuellen Tumor geht mit 
einem besseren OS einher 
(p<0,05) 

Rau et al. 
2003 

n=63 
IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils von  0-100%, Einteilung 
der Färbeintensität in 4 Grade  

neoadj. RCT (5-
FU/Leucovorin) 

CR o. PR n. s. 

García et al. 
2011 

n=88 
IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥30% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RCT 
(UFT/Oxaliplatin/ 
Capecitabine) 

TRG; OS; DSF n. s. 

Suzuki et al. 
2004 

n=93 
IHC; Ki67-Expression positiv wenn ≥60% 
der Zellkerne angefärbt 

neoadj. RT TRG n. s. 
 

 
Debucquoy et 
al. 2008 

 
n=95 

 
IHC; Erfassung des prozentual positiven 
Tumoranteils 

 
neoadj. RT o. neoadj. RCT (5-
FU/Leucovorin) 

 
OS; DFS; 
Downstaging 
des T-Status 

 
n. s. 

Chang et al. 
2005 

n=130 
IHC; positiv, wenn ≥50% des Zellkerne 
angefärbt 

neoadj. RCT (5-
FU/Leucovorin) 

TRG n. s. 
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vorliegende 
Untersuchung 
2013 

 
n=225 

 
IHC; Erfassung des positiven 
Tumoranteils und der Färbeintensität 
mit Hilfe eines DIA 

 
primäre Rektumresektion; 
neoadj. RCT (mit 5-FU oder 
5-FU/Oxaliplatin)* 

 
klinikopatholo-
gische 
Paramater; 
DFS; CSS; LR-
Rate; Auftreten 
von 
Metastasen 

 
ein posttherapeutisch 
niedrige Ki67-Expression 
korreliert mit einem 
höheren TRG 

 
Tabelle 12: Übersicht über die aktuelle Studienlage zum Thema der Ki67-Expression in Adenokarzinomen des Rektums 
Diese Tabelle zeigt nur Studien, die ausschließlich Patienten mit Rektumkarzinomen einbezogen haben. Tabelle modifiziert nach Kuremsky et al. 2009, Seite 
681. 
(adj. – adjuvant,  CR – komplette Regression, CSS – Karzinom-spezifisches Überleben, DFS - krankheitsfreies Überleben, EGFR – epidermal growth factor 
receptor, 5-FU – 5-Fluorouracil, IHC – Immunhistochemie, LR – Lokalrezidiv, neoadj. – neoadjuvant, NR – keine Regression, n.s. – nicht signifikant, OS – 
Gesamtüberleben, PR – partielle Regression, RCT – Radiochemotherapie, TRG – Tumorregressionsgrad, TS – Thymidylatsynthase) 
 
* - alle Patienten wurden im Rahmen großer multizentrischer Phase-III-Studien der GRCSG oder analog zu den Therapieregimen therapiert 
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4.5 Bedeutung der Ergebnisse für die klinische Praxis 

Die Evaluation, der mit VIAS erhobenen immunhistochemischen Daten, belegt, dass dieses 

DIA äquivalente Daten, wie die konventionell-manuelle Auswertung immunhistochemischer 

Färbungen liefert. Die DIA-gestützte Befundung immunhistochemischer Präparate wird mit 

einer konstant hohen Präzision nach fest definierten Kriterien durchgeführt. Dadurch wird 

eine standardisierte Messung der immunhistochemischen Parameter (positiver Tumoranteil, 

Färbeintensität) sichergestellt. Durch den Einsatz von VIAS in der immunhistochemischen 

Analyse wird eine weitgehend Observer-unabhängige Analyse ermöglicht und somit eine 

hohe Objektivität der Befunde sichergestellt. Des Weiteren gewährleistet der Einsatz eines 

computergestützten Analysesystems eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und 

eine höhere Präzision der erhobenen Daten. Die Resultate der vorliegenden Arbeit, in 

Kombination mit den immensen Vorteilen eines DIA, autorisiert dieses für eine verlässliche 

Erfassung immunhistochemischer Parameter – sowohl im Einsatz in der klinischen 

Routinediagnostik, aber auch für Datenerhebungen zur Klärung wissenschaftlicher 

Fragestellungen. 

 

Die Einflussnahme des Expressionslevels des Tumorsuppressors p53 auf den 

Therapierespons und die Prognose von Rektumkarzinompatienten stellt sich in der aktuellen 

Studienlage kontrovers dar. Die abschließenden Resultate der vorliegenden Arbeit 

offenbaren kein gesichertes prädiktives und prognostisches Potential der Proteinexpression 

von p53 im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom. Ein bedeutender Umstand, der Einfluss 

auf die widersprüchliche Studienlage nimmt, ist, dass kein Rückschluss von den 

immunhistochemischen Färbeergebnissen auf den vorliegenden Funktionsstatus von p53 

möglich ist. Das Protein p53 stellt den meist mutierten Tumorsuppressor in humanen 

Karzinomen dar und weist durch eine sehr kurze Halbwertszeit nur bei Akkumulation eine 

immunhistochemische Anfärbbarkeit auf (Kerns et al. 1992, Berns 2010). Jedoch sind die 

ursächlichen Gründe für eine Akkumulation vielfältig und gehen nicht zwangsläufig mit 

einem Funktionsverlust des Proteins einher (Bosari et al. 1995, Nasierowska-Guttmejer et al. 

2000). Dadurch wird die Bedeutsamkeit der immunhistochemischen Daten für den klinischen 

Routineeinsatz gemindert. Daher offenbart sich die Notwendigkeit, bei der Interpretation  

immunhistochemischer Färbeergebnisse, weitere Methoden hinzuzuziehen, um zukünftig 
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verlässliche Aussagen über den individuell vorliegenden Funktionsstatus des p53-Proteins 

treffen zu können. Ein sicheres Wissen über den vorliegenden Gen-Status könnte bei der 

Einschätzung des individuellen Risikoprofils eines Rektumkarzinompatienten dienlich sein. So 

liegt die Vermutung nahe, dass ein Funktionsverlust des p53-Proteins in den Tumorzellen zu 

einem mangelnden Ansprechen auf eine zytostatische Therapie führt, da ein wesentlicher 

Kontrollpunkt im Zellzyklus entfällt. Eine erneute Untersuchung des prädiktiven und 

prognostischen Nutzens des p53-Expressionlevels im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom unter Kenntnis des p53-Funktionsstatus könnte neue Erkenntnisse liefern.     

 

Das prognostische und prädiktive Potential der Ki67-Expression im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom stellt sich in der aktuellen Studienlage zu uneindeutig dar, um einen 

gesicherten Nutzen für die klinische Routinediagnostik abzuleiten. Es gilt als unumstritten, 

dass das intranukleäre Protein Ki67 hervorragend geeignet ist, um die Proliferationsrate 

eines Gewebes einfach und zuverlässig zu bestimmen. Es hat sich in der vorliegenden 

Untersuchung gezeigt, dass der Ki67-Nachweiß mittels immunhistochemischer Aufarbeitung 

und Analyse ein geeignetes Verfahren für die Beurteilung der Proliferationsrate eines 

Gewebes darstellt. Ein möglicher Benefit, der sich aus diesem Umstand ergibt, stellt die 

Möglichkeit des Therapiemonitorings einer zytostatischen Behandlung dar. Ein gutes 

Therapieansprechen spiegelt sich in einer Abnahme der Proliferationsrate des 

Tumorgewebes unter Verabreichung einer lokoregionären Tumortherapie dar. Diese 

Reduktion der Zellproliferation innerhalb des Tumorgewebes könnte durch mehrmalige 

Tumorbiopsien mit anschließender immunhistochemischer Aufarbeitung überwacht werden. 

Gerade bei einem Einsatz neuer Therapeutika oder Therapieregime ergibt sich hieraus 

möglicherweise ein prädiktiver Nutzen. Auch die Möglichkeit einer Wirksamkeitsvorhersage 

zwischen verschiedenen Therapeutika könnte gegeben sein. Eine Notwendigkeit hierfür, 

stellt eine mehrmalige Tumorbiospie unter der neoadjuvanten RCT dar. Nicht nur für 

maligne Tumore des Rektums, sondern auch für andere gut zugängliche solide Tumore, wie 

zum Beispiel beim Vorliegen eines Mammakarzinoms, könnte zukünftig das Expressionslevel 

von Ki67 im Tumorgewebe von Nutzen sein (Urruticoechea et al. 2005).  
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5 Zusammenfassung 

 

Aktuell umfasst die Behandlung des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms (Stadium 

UICC-II/III) ein multimodales Therapiekonzept. Unter anderem beinhaltet dieses eine 

neoadjuvante Radiatio des Beckens mit begleitender Chemotherapie vor der operativen 

Rektumresektion. Dieses Therapieregime beruht auf Ergebnissen der multizentrischen CAO-

/AIO-/ARO-94-Studie, die eine langfristige Senkung der Lokalrezidivrate durch eine 

neoadjuvante Therapie, bestehend aus einer Bestrahlung des Beckens mit begleitender 5-

FU-Chemotherapie, zeigt. Die Nachfolgestudie (CAO-/AIO-/ARO-04-Studie) untersucht, ob 

eine intensivierte Radiochemotherapie, basierend auf einer konkomitanten Gabe von 5-FU 

und Oxaliplatin begleitend zur Radiotherapie, das Prognose-limitierende Auftreten von 

Fernmetastasen verringern und damit das Langzeitüberleben verbessern kann. Ziel ist eine 

weitere langfristige Prognoseverbesserung zu erwirken. Trotz dieser intensiven Bemühungen 

zeigen aktuell bis zu 40% aller Patienten, die an einem lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom erkrankt sind, ein schlechtes bis fehlendes Therapieansprechen. Diese 

Poor-Responder beziehungsweise Non-Responder müssen einer Risiko-adaptierten Therapie 

zugeführt werden. Zur Entwicklung solch individualisierter Therapiekonzepte bedarf es der 

Identifikation eines personalisierten Risikoprofils, anhand prädiktiver und prognostischer 

Biomarker und neuer Therapie-Targets. Zwei vielversprechende Marker stellen die 

intranukleären Proteine p53 und Ki67 dar. Das Protein p53 nimmt eine Schlüsselrolle in der 

Zellzykluskontrolle ein und gilt als der meistmutierte Tumorsuppressor in humanen 

Karzinomen. Bei Ki67 handelt es sich um einen etablierten Proliferationsmarker. Diese 

beiden Zellproteine können mittels immunhistochemischer Färbetechniken dargestellt 

werden. Die Immunhistochemie stellt ein relativ kostengünstiges und flächendeckend 

verfügbares Verfahren dar, um die Proteinexpression in Biomaterialien zu untersuchen. 

Jedoch weist diese Methode erhebliche Schwächen auf. So zeigt sich aufgrund der fehlenden 

Festsetzung von Analysekriterien und einer ausstehenden Standardisierung der 

Färbemethoden eine hohe Inter- und Intraobservervariabilität.  

Ziel dieser Arbeit ist es, die prädiktive und prognostische Relevanz der Biomarker p53 und 

Ki67 im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom zu überprüfen, sowie die Evaluation eines 
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digitalen Bildanalysesystems zur Sicherung einer Observer-unabhängigen Erfassung 

immunhistochemischer Daten.    

Die durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass sich zum aktuellen Zeitpunkt kein 

prädiktiver oder prognostischer Nutzen aus der p53-Expression im lokal fortgeschrittenen 

Rektumkarzinom ableiten lässt. Weitere Analysen der p53-Expression in 

Rektumkarzinomgewebe, unter Berücksichtigung des vorliegenden Funktionsstatus des 

Proteins, könnten einen klinischen Nutzen aufdecken. 

Das Protein Ki67 stellt einen sehr guten Marker für den Proliferationsindex eines Gewebes, 

auch in der klinischen Routinediagnostik, dar. Es zeigt sich, dass eine lokoregionäre 

Tumortherapie zu einer Downregulation des Ki67-Expressionslevels führt und mit einem 

signifikant höheren Tumorregressionsgrad einhergeht. Somit spiegelt diese Downregulation 

das Ansprechen der neoadjuvanten Therapie wider. Eine Einflussnahme auf die Prognose 

zeigt sich in den vorliegenden Daten nicht.  

Die Evaluation des digitalen Bildanalysesystems VIAS belegt, dass durch den Einsatz von VIAS 

eine verlässliche Erfassung immunhistochemischer Daten ermöglicht wird. Die Analyse 

erfolgt anhand festdefinierter Kriterien und stellt so eine konstant hohe Präzision bei der 

Erfassung immunhistochemischer Daten sicher. Infolgedessen wird eine weitgehend 

Betrachter-unabhängige Auswertung ermöglicht und die Intra- und Interobservervarianz 

minimiert. Digitale Bildanalysesysteme sollten bei der Erfassung immunhistochemischer 

Daten häufiger Anwendung finden.  
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6 Anhang 

 
a) Aktuell gültige TNM-Klassifikation rektaler Karzinome nach Wittekind und Meyer, 

2010 
 
 
 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TNM-Klassifikation (Wittekind und Meyer 2010) 

Tis 
Carcinoma in situ; Infiltrationstiefe geht nicht über die Muscularis mucosae 
hinaus 

T1 Tumor infiltriert Submucosa, ohne Eindringen in die Muscularis propria 
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria 
T3 
 

Tumor durchbricht Muscularis propria und infiltriert die Subserosa / 
perirektales Gewebe 

T4 
Tumor infiltriert angrenzende Organe und / oder durchbricht das Peritoneum 
T4 a – Perforation des viszeralen Peritoneums 
T4 b – Direkte Infiltration benachbarter Organe/Strukturen 

N0  keine Metastasen in regionären LK nachweisbar 

N1 
 

Metastasen in 1-3 regionären LK 
N1 a – eine regionärer LK befallen 
N1 b – 2-3 regionäre LK befallen 
N1 c – Befall von Fettgewebe der Subserosa / nicht-peritonealisiertem    
perikolischen oder perirektalem Fettgewebe ohne regionäre LK-Metastasen 
mit Satelliten  

N2 
Metastasen in 4 oder mehr regionären LK 
N2 a – 4-6 regionäre LK befallen 
N2 b – mehr als 6 regionäre LK befallen 

M0 keine Fernmetastasen 

M1 

Fernmetastasen vorhanden 
M1 a – Fernmetastasen auf ein Organ beschränkt (Ovar, Lunge, Leber, 
nichtregionäre Lymphknoten) 
M1 b – Fernmetastase in versch. Organen oder im Peritoneum 
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b) Aktuell gültige UICC-Stadiengruppierung rektaler Karzinome nach Wittekind und 
Meyer, 2010 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

c) Studienprotokoll der CAO/ARO/AIO-94-Studie 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Stadiengruppierung nach UICC (Wittekind und Meyer 2010) 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium I T1, T2 N0 M0 

Stadium II A T3 N0 M0 

Stadium II B T4a N0 M0 
Stadium II C T4b N0 M0 

Stadium III A T1, T2 
T1 

N1a 
N2a 

M0 
M0 

Stadium III B T3, T4a 
T2, T3 
T4a 

N1 
N2a 
N2a 

M0 
M0 
M0 

Stadium III C T3, T4b 
T4b 

N2b 
N1, N2 

M0 
M0 

Stadium IV A Jedes T Jedes N M1a 
Stadium IV B Jedes T Jedes N M1b 
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d) Studienprotokoll der CAO/ARO/AIO-04-Studie 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

e) Studienprotokoll der GAST-05-Studie 
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Evaluation der Auswertesoftware Ventana Image Analysis System (VIAS) zur Quantifizierung 

immunhistochemischer Färbungen am Beispiel der p53- und Ki67-Expression in 

Rektumkarzinomgewebe 

 
 
Hintergründe 
Die Immunhistochemie ist eine gut etablierte und in der klinischen Routinediagnostik wie auch in der 
Forschung vielfach eingesetzte Methode. Eine allgemeingültige Standardisierung der Färbemethoden 
und Vereinheitlichung der Analysekriterien steht jedoch noch aus. Inzwischen stehen verschieden 
Computer-basierte Auswerteprogramme zur Verfügung. Innerhalb der Klinischen Forschergruppe 
179 wurden die Antigene p53 und Ki67 in Rektumkarzinomzellen immunhistochemisch gefärbt und 
konventionell (nicht Software-gestützt) sowie mit Hilfe des Ventana Image Analysis System (VIAS; 
Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) ausgewertet. Dabei handelt es sich um ein 
neuartiges digitales Bildanalysesystem (digital image analysis, DIA), welches die zu untersuchenden 
Objektträger digital verarbeitet und innerhalb manuell definierter Gewebebezirke verschiedene 
Parameter standardisiert erfasst. 
Material und Methoden 
Für die vergleichende Analyse einer konventionellen Auswertung sowie der VIAS-basierten 
Auswertung der nukleären Expression von p53 und Ki67 wurde Tumorgewebe von insgesamt 225 
konsekutiven Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom untersucht. Es wurde 
jeweils die im Rahmen der Diagnosesicherung entnommene Tumorbiopsie sowie bei der 
Rektumresektion entnommenes Gewebe untersucht und mittels eines DAB-gekoppelten 
Sekundärantikörpers gefärbt und ausgewertet. Alle Schnitte wurden verblindet mit beiden Verfahren 
analysiert unter Berücksichtigung des Anteils positiv gefärbter Tumorzellen sowie der 
Färbeintensität.  
Ergebnisse 
Bei der Analyse der immunhistochemischen Präparate wurden zwei Parameter quantitativ 
ausgewertet: der prozentual positive Tumoranteil, sowie die Intensität der Kernanfärbung. Diese 
Parameter wurden mit und ohne Hilfe der digitalen Bildanalysesoftware VIAS erhoben. Die 
Korrelation der erhobenen Datensätze ergab einen starken Zusammenhang beider 
Auswerteverfahren. Der prozentuale Tumoranteil, welcher mittels beider Auswerteverfahren erfasst 



 

 
 

wurde ergab eine fast lineare Korrelation (Korrelationskoeffizient >0,9; p<0.00001) für Biopsien wie 
auch im Tumorgewebe der Resektate.  
Schlussfolgerungen 
Die Computer-gestützte Befundung immunhistochemischer Präparate wird mit einer konstant hohen 
Präzision nach fest definierten Kriterien durchgeführt und führt so zu einer standardisierten Messung 
von Färbeintensität und Färbeverteilung. DIA ermöglichen eine objektive, schnelle und sensitive 
Messung von Proteinexpressionen mit einer Reduktion von Intra- und Interobservervariabilität. 
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