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1. EINLEITUNG

Multiple genetische Veranderungen sind bei der Entstehung von zahlreichen Malignomen
von entscheidender Bedeutung. Neben den Keimbahnmutationen, der Ursache zahlreicher
hereditarer Erkrankungen, fihren Mutationen in somatischen Zellen im Laufe des Lebens zu
einer Stoérung der Homoostase der Zelle, deren Folge die unkontrollierte Zellproliferation sein
kann. Die normale Zellproliferation unterliegt einer direkten und indirekten Kontrolle durch
zahlreiche zellulare Faktoren. Tumorzellen weisen multiple genetische Verénderungen auf,

von denen viele in die Regulation des Zellzyklus eingreifen.

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, dafd das Tumorsuppressorgen,
welches fiir das p53- Protein codiert, in der Regulation des Zellzyklus, der Zelldifferenzierung
und der Apoptose eine zentrale Bedeutung hat. Der Verlust dieser Aktivitat gibt der einzelnen
Zelle einen Wachstumsvorteil und ist ein Schritt in Richtung Krebsentstehung. Neben
chromosomalen Deletionen oder Stopcodonmutationen, die zum Verlust der p53 Expression
fuhren, werden p53 Gene gefunden, die fur verkirzte Proteine oder den Austausch von
Aminosauren codieren. Missens-Mutationen sind die haufigsten Veranderungen im p53-Gen.
Ein zentrales Ziel der p53 Forschung besteht in der Aufklarung der Rolle des p53 in der

Karzinogenese sowie die Nutzung dieses Wissens in der Behandlung von Malignomen (43).

Neben dem Nachweis von mutiertem p53-Protein fanden Crawford et al. 1982 (25) als erste
zufallig bei der Untersuchung von Mammakarzinompatienten Autoantikbrper gegen das
Protein im Serum. Die biochemische Grundlage fur eine p53-induzierte Immunantwort ist
nicht sicher geklart. Zahlreiche Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dal3 die Antwort eher
von einem Selbstimmunisierungsprozel3 abhangt, der auf einer Akkumulation von Protein
beruht, als von Genalterationen, welche ein neues Epitop hervorrufen. Zunachst bestand vor
allem auf Grund des damals noch geringen Verstandnisses der p53 Funktion und der Rolle
von Autoantikdrpern kein weiteres wissenschaftliches Interesse. Erst in den letzten Jahren
beschaftigten sich verschiedene Arbeitsgruppen wieder mit dieser Problematik.
Untersuchungen konnten p53-Autoantikdrper im Serum bei verschiedenen Malignomen
nachweisen (15, 26, 129, 148). Bei Patienten mit Mammakarzinomen korreliert eine

Autoantikorper-Antwort mit einer schlechten Prognose (129).



Ziel der Promotionsarbeit war, zu klaren, inwieweit bei Patienten mit Osophagus-, Pankreas-
und Magenkarzinomen p53-Autoantikorper im Serum nachweisbar sind, ob eine Korrelation
Zu anderen prognostischen Kriterien, wie Tumorstadium, Tumorgrading, histologischem
Tumortyp und Tumorlokalisation sowie zu den herkémmlichen Tumormarkern CEA und CA
19-9 besteht. Weiterhin wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen dem
immunhistochemischen Nachweis von p53 und den p53-Autoantikérpern im Serum, und ob

eine Beziehung zur postoperativen Prognose besteht.

1.1. Das Tumorsuppressorgen p53

Das p53-Protein wurde erstmals 1979 auf Grund der Eigenschaft beschrieben, dal3 es mit
dem transformierenden Protein des kleinen DNA-Tumorvirus SV 40, dem SV 40-
Tumorantigen, Komplexe bildet (19, 81, 90). Das humane p53-Gen ist auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 17 lokalisiert und codiert fur ein phosphoryliertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 53000 Dalton. Es besteht aus 393 Aminosauren (88, 98).

Mutationen im p53-Gen werden in etwa 50% aller menschlichen Tumoren beobachtet (4, 61,
66, 68, 95, 124, 132). Je nach Tumorentitat treten Mutationen als ein friilhes oder spates
Ereignis in der Karzinogenese auf. So werden zum Beispiel p53-Mutationen bei Mamma-,
Magen-, Osophagus-, Bronchial- und Zervixkarzinomen in friihen Tumorstadien, dagegen bei
malignen Gliomen, Schilddriisen-, colorektalen Karzinomen und Kopf-Halstumoren in spéaten
Stadien der Tumorgenese gefunden. Bei Auftreten von p53-Mutationen in fortgeschrittenen
Tumorstadien stellen die Mutationen eher ein prognostisch ungiinstiges Ereignis dar (46, 53,
59).

Zellbiologische Effekte von p53 sind bereits relativ gut charakterisiert und bestehen in der
Aufrechterhaltung der Gewebshomoostase durch kontrollierte Zellproliferation, terminale
Differenzierung und programmierten Zelltod (88, 153). Die biochemischen und molekularen
Wirkungsmechanismen von normalem und mutiertem p53 sind hingegen erst ansatzweise

verstanden.

Die Struktur des p53-Proteins ist in Abb.1 dargestellt. Die Serin-Reste im N-terminalen Ende

werden durch Kaseinkinase I, im C-terminalen Abschnitt durch eine cyclinabhé&ngige Kinase



bzw. Kaseinkinase Il phosphoryliert. Es lassen sich mindestens drei funktionelle Doméanen
unterscheiden. Am N-terminalen Ende befindet sich eine durch eine grof3e Dichte von sauren
Aminosauren gekennzeichnete transaktivierende Doméane, welche mit Proteinen des
Transkriptionsapparates interagiert. Eine spezifische DNA-Bindungsdomane ist im mittleren
Teil des Proteins lokalisiert. P53 erflllt somit die funktionellen und strukturellen Kriterien
eines Transkriptionsfaktors. C-terminal finden sich uUberwiegend basische Aminoséauren,
welche durch die Bildung einer amphipathischen helikalen Struktur die Tetramerisation von
p53-Monomeren erméglichen. Die Oligomerisierung des Proteins zu Tetrameren und ein
Vielfaches von Tetrameren ist Voraussetzung fir die DNA-Bindung und die Funktion des
p53- Proteins. (33, 85, 113, 164).
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Abb.1 p53-Protein (Gottlieb et Oren 1996)

PKC= Proteinkinase Il, CK Il = Caseinkinase, D = DNA abhéngige Proteinkinase,
cdK = Cyklin abhangige Kinase, ¢ = haufig auftretende Mutationen ( Hotspots)
O = evolutionar hochkonservierte Aminosaureregionen I-1V

In der Aminosauresequenz des p53 lassen sich 5 hochkonservierte Regionen, welche im
Verlauf der Vertebraten-Evolution entstanden sind, unterscheiden. Die hochkonservierten
Abschnitte Il bis V sind innerhalb der spezifischen DNA-Bindungsdomane lokalisiert und
betreffen den zentralen Teil des Proteins mit den Aminoséuren 102 bis 292. Die Struktur der
inneren Domane bildet ein R-Sandwich, welches als Geriist fur die Schleifenform der
Peptidabschnitte 11l und IV und zum Faltblatt-Schleifen-Helix-Motiv der konservierten
Domanen Il und V gehort und damit die DNA-bindende Oberflache des p53-Proteins bildet.
Bemerkenswert ist, dafl Mutationen, die in menschlichen Tumoren gefunden werden,
Uberwiegend die DNA-Bindungsdomane betreffen (50, 60, 109, 113).



Wildtyp-p53 besitzt mit maximal 20 min eine verhaltnismalig geringe Halbwertszeit.
Konzentrationsunterschiede lassen sich im Laufe des Zellzyklus nachweisen, die geringste
Konzentration findet sich nach der Mitose. Sie steigt im Verlauf der G1-Phase des Zellzyklus
an. Wahrend der S-Phase wird p53 phosphoryliert, so dal’ die Funktion des Proteins tUber

Konzentration und Phosphorylierung reguliert wird (88, 165).

Eine wichtige Aufgabe des p53 besteht in der Arretierung des Zellzyklus vor dem Ubergang
in die S-Phase, um Korrekturen von DNA-Schaden zu ermdglichen. Das p53-Protein wird
daher auch als “ Wachter des Genoms “ bezeichnet (80). So fihrt zum Beispiel eine
Uberexpression von wt-p53 nach ionisierender Strahlung zu einer Aktivierung der
Transkription des p21-Genes. Die damit verbundene Expression von p21-Protein, einem
universellen Inhibitor von Cyklin- CDK- Komplexen, fuihrt so zur Blockade des Zellzyklus in
der G; - Phase. Ein anderes Gen, dalR durch wt-p53 aktiviert wird, ist das GADD45-Gen,
welches mit Komponenten des DNA-Nucleotid-Exzisions-Reparatursystems assoziiert ist (5,
30, 52, 64, 72, 103, 160).

Ist eine Reparatur von DNA- Schaden nicht mdglich, fuhrt alternativ die Apoptose, der
programmierte Zelltod, zur Elimination einer geschadigten Zelle. Ein Weg der Apoptose wird
durch p53 vermittelt. Yonish Rouach et al. (161) konnten 1991 mit Hilfe einer
temperaturempfindlichen p53 Mutante an einer p53 negativen murinen myeloischen
Leukamie-Zellinie zeigen, dafld nach Transfektion der p53 Mutante bei restriktiver Temperatur
(mutante Konformation) die Zellen proliferieren, ohne morphologische Veréanderungen
aufzuweisen, wahrend bei permissiver Temperatur (Wildtyp-Konformation) ein Programm
gestartet wird, welches zum massiven Zelluntergang infolge Apoptose fuhrt. Weitere
Experimente belegten, dal es auch p53 unabhangige Wege des programmierten Zelltodes
gibt (23, 91, 123). Von Bedeutung fur den p53 abhangigen programmierten Zelltod scheint
eine sequenzspezifische Transkriptionsaktivierung durch p53 zu sein. Diese Vermutung wird
durch die Identifizierung des bax-Genes, welches positiv durch p53 beeinfluldt wird,
unterstutzt. Bax hemmt durch die Komplexbildung mit bcl-2 Monomeren den blockierenden
Effekt des bcl-2 Onkoproteines auf die Apoptose (22, 99, 107, 152).

Neben einer Inaktivierung des p53- Genes durch Mutationen stellen Interaktionen mit
zellularen und viralen Proteinen eine weitere Mdglichkeit der Modulation der p53 Funktion
dar. So fuhrt die Komplexbildung mit den viralen Proteinen E1b des Typ 5 des Adenovirus,
E6 der humanen Papillomaviren HPV-16 und HPV-18 und dem T-Antigen des DNA Virus



SV40 zu einer Inaktivierung der transformierenden Funktion des wt-p53 durch eine
Verhinderung der Transaktivierung oder Hemmung der DNA-Bindung bzw. zu einem
schnellen Abbau des wt-p53 Uber den Ubiquitin abhangigen Weg (125, 154, 167).

Weiterhin gut untersucht ist das zellulare Protein Mdm-2, welches durch das Protoonkogen
mdm2 transkribiert wird. Uber eine Bindung des Mdm-2 Proteines an den N-terminalen
Bereich des p53 kommt es zu einer Uberlappung mit der Transaktivierungsdoméane und
damit zu einer Inhibition der transaktivierenden Aktivitat des p53. AuRerdem bindet mdmz2 mit
dem Transkriptionsfaktor E2F1 und ist mit seinem Dimerisierungspartner DP1 assoziiert.
Beide bilden zusammen den Transkriptionsfaktor E2F. Dieser kann an das Tumor-
suppressorprotein pRB binden. Damit hemmt mdm-2 einerseits die transaktivierende Aktivitat
von p53 und stimuliert andererseits die Transaktivierung durch E2F. Da p53 lber einen
Feedback-Mechanismus durch Bindung an das mdm-2 Gen die Synthese von Mdm-2
stimmulieren kann, wird Uber diesen autoregulatorischen Mechanismus ein Gleichgewicht
zwischen p53 und Mdm-2 in normalen Zellen aufrechterhalten. Unterstiitzung findet dieses
Feedbeck-Modell durch die Assoziation von Mdm-2 Uberexpression und gleichzeitiger
Reduktion der Fahigkeit der Zellen, nach Radiatio im G1-Arrest zu verharren (20, 30).

Wit-p53 ist in der Lage, eine durch kooperierende Onkogene verursachte Transformation von
Zellen, wie Finlay et al. (33) und Eliyahu et al. (31) 1989 an Rattenfibroblasten zeigen
konnten, zu hemmen. Mutiertes p53 hingegen kann umgekehrt zur Transformation und zu

immortalisiertem Wachstum flihren (33).



1.2. p53-Autoantikérper
Nach erstmaliger Beschreibung von zirkulierenden Autoantikdrpern gegen das p53-Protein
1982 konnten in zahlreichen weiteren Untersuchungen in Seren von Karzinompatienten

unterschiedlicher Entitat Autoantikbrper nachgewiesen werden (25, Tab.1).

Tab.1l p53-Autoantikérper in Abhangigkeit von der Tumorentitat

Tumor Autor Jahr Haufigkeit
Mammakarzinom Crawford et al. 1984 11.5%
Mammakarzinom Green et al. 1994 25.6 %
Mammakarzinom Mudenda et al. 1994 26 %
Mammakarzinom Davidoff et al 1992 23%
Mammakarzinom Wilsher et al. 1996 48 %
Bronchialkarzinom Winter et al. 1992 10 %
Bronchialkarzinom Guinee et al. 1995 8.4 %
Bronchialkarzinom Wild et al. 1995 15.2%

HCC Ryder et al. 1996 37 %

HCC Volkmann et al. 1993 25%

HCC Trivers et al. 1995 33%
Pankreaskarzinom Marxen et al. 1994 6.4 %
Pankreaskarzinom Laurent-Puig et al. 1995 28 %
colorectales Karzinom Crawford et al. 1984 12.5%
colorectales Karzinom Hammel et al. 1997 26 %

Osophaguskarzinom Breveren et al. 1996 25%
Ovarialkarzinom Green et al. 1995 29 %

Der Zeitpunkt und die Anzahl des Auftretens von Autoantikdrpern im Serum scheint von der
jeweiligen Tumorentitat abhangig zu sein. So werden zum Beispiel bei Mammakarzinom- und
Bronchialkarzinompatienten in sehr frihen Tumorstadien p53-Autoantikérper gefunden,
hingegen bei Pankreaskarzinomen erst in spaten Stadien (92, 96, 146). Gleichzeitig scheint
das Auftreten von p53-Autoantikbrpern mit einer schlechten Prognose bei Mamma- und
Bronchialkarzinomen einherzugehen (111, 159). Fir die Bildung von Autoantikorpern ist eine
spezifische humorale Immunreaktion notwendig. Voraussetzung einer Immunreaktion und
damit der Bildung von Autoantikdrpern gegen p53-Protein ist der Verlust der Immuntoleranz
gegen p53-Protein und eine entsprechende Prasentation des Antigens. Unklar ist, ob eine

Tumorzellnekrose zu einem Freisetzen des Proteins fihrt oder ein spezieller Mechanismus



fur die Antigenprasentation des Proteins an der Tumorzelloberflache notwendig ist. Der
absolute p53-Spiegel in den Zellen scheint bei der Bildung von p53-AAK im Serum nicht die
entscheidende Rolle zu spielen, da sowohl bei Patienten mit einer p53-Uberexpression als
auch bei Patienten ohne p53-Uberexpression Autoantikérper gegen p53 im Serum auftreten
kénnen (37).

Davidoff et al. (26) beobachteten 1992 bei Mammakarzinompatienten mit p53-
Autoantikdrpern im Serum hauptséachlich Mutationen im Exon 5 und 6 sowie eine
Komplexbildung mit HSP70, einem Hitzeschockprotein. Patienten mit immunhistochemisch
p53 positiven Tumoren, aber Autoantikdrpernegativitat zeigten keine Komplexe mit HSP70.
Die Autoren schlossen daraus, dald HSP70 fiur die Antigenprasentation an der Oberflache
der Tumorzelle notwendig ist. Im Gegensatz dazu fanden Volkmann et al. 1993 (148) und
Ryder et al. 1996 (122) hohe Titer von p53-Autoantikbrper in Seren von Patienten mit
hepatozellularen Karzinomen, welche Mutationen im Codon 257 (Exon 7) und 273 (Exon 8)
zeigten und damit eine mdgliche Komplexbildung mit HSP70 unwahrscheinlich machten.
Auch Dong et al. (29) postulierten 1994 einen alternativen Mechanismus der
Antigenprasentation. Sie fanden im Tierexperiment an Mausen eine erhdhte Immunogenitat

von p53-Protein durch eine Komplexbildung mit dem SV40 large T-Antigen.

Fiur die Bildung der Autoantikdrper scheint kein spezifisches Epitop zu existieren, da eine
humorale Reaktion sowohl bei Patienten mit Tumoren, bei denen p53 in der Wildform und
mutierten Form vorliegt, als auch bei beiden Formen im denaturierten und nicht denaturierten
Zustand vorkommt (78). Schlichtholz et al. (129) konnte in einer Arbeit von 1992 zeigen, dal
die Immunreaktion hauptséchlich direkt gegen den aminoterminalen (aa 1-112) und den
carboxyterminalen Teil (aa 306-393) des Proteins gerichtet ist und diese Proteinabschnitte
nur selten Mutationen aufweisen. Die DNA- Bindungsdomé&ne des Proteins, also der zentrale

Anteil scheint dagegen nur gering immunogen zu sein.

Neben der hohen Spezifitdt der Autoantikdrper fur Malignitat scheint p53 eine Licke der
konventionellen Tumormarker bei einigen Tumoren zu schlieRen (92, 116, 122, 148). So
fanden zum Beispiel Volkmann et al. 1993 (148) und Ryder et al. 1996 (122) bei Patienten
mit hepatozellularen Karzinomen bei fehlendem oder grenzwertig erhdhtem AFP p53-
Autoantikérper im Serum. Von diagnostischem Wert konnte weiterhin das friihe Auftreten

von p53-Autoantikbrpern bei einigen Tumorentitdten sein. Bei Bronchial- und



Mammakarzinomen sowie Angiosarkomen der Leber waren bei einigen Patienten noch vor

bildgebender Sicherung der Diagnose p53-AAK im Serum nachweisbar (44, 92, 145).

Die klinische Bedeutung des Auftretens von p53-AAK bei Patienten mit Malignomen des
Verdauungstraktes ist bisher unzureichend untersucht. Bei Osophagus- und
Pankreaskarzinomen wurden zwischen 6.4 und 28% p53-AAK im Serum nachgewiesen, bei
Magenkarzinomen liegen zur Zeit keine publizierten Daten vor. Verlaufsuntersuchungen der
p53-AAK- Konzentration im Serum bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen konnten eine
Beziehung zwischen einem erneuten Anstieg der p53-AAK und einem Tumorrezidiv bzw.
eine Progression des Tumorleidens zeigen. Auch bei einem Patienten mit einem Barrett-
Osophagus, einer Praekanzerose waren p53-AAK nachweisbar. Insgesamt finden sich
jedoch wenig Daten zu klinischen und histopathologischen Parametern, so dal3 derzeit unklar
ist, ob die Bestimmung der p53-AAK in der klinischen Praxis eine sinnvolle Ergénzung sein
kann (13, 18, 50, 82, 96, 115).

1.3. Tumormarker

Bei einer Vielzahl von malignen Tumoren werden heute Tumormarker in der Klinisch-
chemischen Diagnostik eingesetzt. Leider ist die diagnostische Spezifitdt bei der Bestimmung
der Tumormarker im Serum haufig stark limitiert, da die meisten auch von Normalgewebe
produziert werden und selten tumorspezifisch sind. Der Absolutwert der Tumormarker spielt
daher eher eine untergeordnete Rolle. Die Bedeutung besteht somit in der
Verlaufsbewertung nach operativen onkologischen Eingriffen, nach Chemo-und
Strahlentherapie, um frihzeitg ein Rezidiv oder eine Tumorprogression zu erkennen. In
einzelnen Fallen kann die Bestimmung der Tumormarker bei differential-diagnostischen

Entscheidungen helfen und zur Uberwachung von Risikopatienten beitragen.



1.3.1. CEA

Das Carcinoembryonale Antigen wurde erstmals von Gold und Freedmann 1965 identifiziert.
Es gehort zur Gruppe der onkofetalen Antigene und ist immunhistochemisch im
Gastrointestinaltrakt aber auch in verschiedenen extraintestinalen Organen gesunder
Erwachsener nachweisbar (36, 42, 79, 110). Eine erhdhte Antigenexpression verschiedener
Tumoren fiihrt zu einem Anstieg der Serumwerte. Die Sensitivitdt schwankt in Abhangigkeit
von der Tumorentitdét und dem Tumorstadium. Die Positivitdtsraten liegen zwischen 50 und
95% beim kolorektalen Karzinom (118, 140), 20 und 70% beim Mammakarzinom (7, 150),
25 und 65% beim Magenkarzinom (112, 131, 142), 30 und 80% beim Pankreaskarzinom
(112, 163) und betragen ca. 40% beim Osophaguskarzinom (102). Die differential-
diagnostische Aussagekraft und der Einsatz des Tumormarkers ist durch seine geringe
Spezifitat und das Auftreten bei zahlreichen benignen entziindlichen Erkrankungen und
gesunden Rauchern eingeschrénkt. In Abhangigkeit vom verwendeten Testkit liegt der cut off
zwischen 2,5 und 5,0 ng/ml bei Nichtrauchern. Werte von tber 20 ng/ml sind hoch spezifisch
fur Malignitat. Der sinnvolle Einsatz von CEA ist daher in erster Linie in der Nachsorge bzw.
Verlaufskontrolle von Tumorpatienten nach Operationen mit RO- Resektionen und weniger

als Screeningparameter zu sehen.

1.3.2. CA19-9

Das Carbohydratantigen CA 19-9 wurde 1979 von Koprowski et al. (76) durch die
Austestung monoklonaler Antikdrper gegen humane Kolonkarzinomzellen entdeckt. Es ist ein
muzingebundenes Pentasaccharid, das einem sialysierten Hapten des menschlichen
Blutgruppenantigens Lewis a entspricht. Da etwa 4-5% der Bevolkerung Lewis a Antigen
negativ sind, ist es im Serum in geringen Konzentrationen als hochglykolysiertes Protein bei
etwa 95% aller Gesunden nachweisbar (51, 56, 94, 133).

Bei einem empirisch festgelegten cut off von 37 U/ml finden sich auch Serumwerte bei
benignen Erkrankungen im pathologischen, meist aber im unteren Bereich. Wie fast alle

Tumormarker ist CA 19-9 nicht organspezifisch und bei einer Vielzahl von Karzinomen



nachweisbar. Mit einer besonders hohen Sensitivitdt von 70-95% ist CA 19-9 beim
Pankreaskarzinom Marker der ersten Wahl. Erhohte Werte werden beispielsweise weiterhin
in ca. 79% beim Gallenblasenkarzinom, in 10-40% beim Magenkarzinom, zu 14-40% beim
kolorektalen Karzinom und in ca. 13% beim Osophaguskarzinom gefunden (21, 27, 48, 55,
57, 75, 102, 114, 133, 138, 140). CA 19-9 findet aufgrund seiner hohen Sensitivitat vorrangig
in der Diagnostik und Tumornachsorge von hepatobilidaren und Pankreaskarzinomen

Anwendung.

2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Fur die vorgelegte Analyse wurden vom Januar 1995 bis Marz 1996 134 Patienten mit
Magen-, Pankreas- und Osophaguskarzinomen prospektiv erfait. Bei allen Patienten erfolgte
praeoperativ im Serum die Bestimmung der Tumormarker CEA und CA 19-9 und der p53-
AAK. Bei Patienten, welche kurativ operabel waren, wurde postoperativ eine erneute
Bestimmung von CEA, CA 19-9 und p53 AAK zwischen dem 3.-5. und 12.-14. Tag
durchgefuhrt. Ein follow up lag auf Grund eigener Nachuntersuchungen oder Befragung der

Hausarzte bis zu 24 Monaten nach Behandlung vor.

Als Kontrollgruppe dienten 20 Patienten im Alter von durchschnittlich 63.5 (35-82) Jahren mit
benignen Erkrankungen (9 Pankreatitiden, 6 Gastritiden, 1 Cholezystolithiasis, 1 Boorhaeve-
Syndrom , 3 gutartige Tumoren). Kein Patient der Kontrollgruppe hatte anamnestisch eine

maligne Erkrankung.
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2.1.1. Magenkarzinom

Untersucht wurden 74 Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 62.5 (26 bis 85)
Jahren. 40 (54.1%) der Patienten waren méannlich und 34 (45.9%) weiblich. Klassifiziert

wurden die Tumoren nach der Stadieneinteilung der UICC von 1992 und dem Grad der

Tumordifferenzierung entsprechend der

klinischen und histopathologischen Befunde.

Weiterhin wurde eine Einteilung der Tumoren nach der Lokalisation, der Differenzierung

nach Lauren in den intestinalen und diffusen Typ vorgenommen (83). Die histologische

Aufarbeitung der Tumoren ergab 48 Adenokarzinome unterschiedlicher Differenzierung, 8

Siegelringzellkarzinome sowie 18 undifferenzierte Karzinome (Tab.2).

Tab.2 Klinische und histopathologische Daten der Magenkarzinompatienten

Stadium la Ib Il llla IlIb v gesamt
Alter Jahre 58.3 54.2 67.8 71.3 63.4 65.6 65.2
(52-66) (37-69) (62-80) (64-85) (26-75) (37-85) (26-85)
Geschlecht(%) mannlich 3(50.0) 3(60.0) 2(60.0) 2(20.0) 10(58.8) 20(64.5) 40(54.1)
weiblich 3(50.0) 2(40.0) 3(40.0) 8(80.0) 7(41.2) 11(35.5) 34(45.9)
Grading(%) 1 0 0 0 0 2(11.8) 1(3.2) 3(4.1)
4(66.7) 2(40.0) 1(20.0) 5(50.0) 5(29.4) 2(4.6) 16(21.6)
2(33.3) 3(60.0) 4(80.0) 5(50.0) 10(58.8) 28(90.4) 55(74.3)
Lokalisation(%) Kardia 1(16.7) 0(0.0) 4(80.0) 6(60.0) 9(52.9) 10(32.2) 30(40.5)
Korpus 1(16.7) 1(20.0) 0(0.0) 1(10.0) 6(35.3) 13(41.9) 22(29.7)
Antrum 4(66.7) 4(80.0) 0(0.0) 2(20.0) 1(5.9) 3(9.7) 14(18.9)
Stumpf 0(0.0) 0(0.0) 1(20.0) 1(10.0) 1(5.9) 5(16.1) 8(10.8)
Lauren(%) diffus 3(50.0) 3(60.0) 2(40.0) 4(40.0) 8(47.1) 16(51.6) 36(48.6)
intestinal 3(50.0) 2(40.0) 3(60.0) 6(60.0) 9(52.9) 15(48.4) 38(51.4)
Therapie(%) GE/PE 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.9) 14(45.2) 15(20.3)
pall.Gastr. 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(11.8) 7(22.6) 9(12.2)
Gastrektomie  4(60.0) 5(100.0) 3(60.0) 10(100) 10(58.8) 3(9.7) 35(47.3)
erw.Gastr. 0(0.0) 0(0.0) 2(40.0) 0(0.0) 4(23.5) 7(22.6) 13(17.6)
4/5 Resektion  2(40.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(2.7)
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2.1.2. Pankreaskarzinom

Untersucht wurden 35 Patienten mit Pankreaskarzinom im durchschnittlichen Alter von 62.2
(52-74) Jahren. 19 (54.3%) der Patienten waren mannlich und 16 (45.7%) weiblich. Die
Klassifizierung der Tumoren erfolgte nach der Stadieneinteilung der UICC von 1992 und
nach der Tumordifferenzierung entsprechend den klinischen und histologischen Befunden.
Weiterhin fand eine Einteilung nach der Lokalisation der Tumoren statt. Unter den
Pankreastumoren waren histologisch 27 Adenokarzinome unterschiedlicher Differenzierung,

6 anaplastische Karzinome und 2 neuroendokrin differenzierte Karzinome (Tab.3).

Tab.3 Klinische und histopathologische Daten der Pankreaskarzinompatienten

Stadium | 1] \ gesamt
Tumor(%) n 8(22.9) 10(28.6) 17(48.6) 35(100.0)
Alter Jahre(median) 53-70(61.6) 52-69(62,6) 52-74(62.5) 52-74(62.2)
Geschlecht(%) weiblich 5(62.5) 7(70.0) 7(41.2) 19(54.3)
mannlich 3(37.5) 3(30.0) 10(58.8) 16(45.7)
Grading(%) 1 2(25.0) 0 1(5.9) 3(8.6)
2 5(62.5) 4(40.0) 3(17.6) 12(34.3)
3 1(12.5) 6(60.0) 11(64.7) 18(51.4)
Kein Grading 2(11.8) 2(5.7)
Lokalisation(%) Caput 7(87.5) 8(80.0) 10(58.8) 25(71.4)
Corpus 1(12.5) 2(20.0) 6(35.3) 9(25.7)
Cauda 0 0 1(5.9) 1(2.9)
Therapie(%) palliativ/PE 0 0 13(76.5) 13(37.1)
Whipple 7(87.5) 8(80.0) 1(5.9) 16(45.7)
Linksresektion 1(12.5) 2(20.0) 3(8.6) 6(17.1)
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2.1.3. Osophaguskarzinom

Im Zeitraum vom Januar bis Dezember 1995 konnten 25 Patienten mit Osophaguskarzinom
im durchschnittlichen Alter von 62.8 (45 -91) Jahren untersucht werden. 21 (84%) Patienten
waren mannlich und nur 4 (16%) der Patienten weiblich. Eine Einteilung der Tumoren wurde
nach der Stadieneinteilung der UICC von 1992, nach dem Grading und der Lokalisation
vorgenommen. 11 (44%) der Patienten konnten nur palliativ behandelt werden, bei 14 (56%)
der Patienten wurde unter kurativer Zielsetzung eine Osophagektomie durchgefihrt.
Histologisch waren 19 (76%) der Tumoren Plattenepithelkarzinome, 5 (20%)

Adenokarzinome, und 1 Karzinom zeigte eine neuroendokrine Differenzierung (Tab.4).

Tab.4 Klinische und histopathologische Daten der Osophaguskarzinompatienten

Stadium lla Ib 1l v gesamt
Tumor(%) n 5(20.0) 2(8.0) 11(44.0) 7(28.0) 25(100.0)
Alter Jahre(median) 52-80(62.6) 43/ 55 47-91(65) 45-71(63.6) 45-91(62.8)
Geschlecht(%)  weiblich 1(20.0) 0 0 3(42.9) 4(16.0)
mannlich 4(80.0) 2(100.0) 11(100.0) 4(57.1) 21(84.0)
Grading(%) 1 0 0 0 0 0
2 3(60.0) 0 8(72.7) 4(57.1) 15(60.0)
2(40.0) 2(100.0)  3(27.3) 2(28.6) 9(36.0)
n.d. 1(14.3) 1(4.0)
Lokalisation(%) proximal 0 0 0 1(14.3) 1(4.0)
medial 0 0 4(36.4) 2(28.6) 6(24.0)
distal 5(100.0) 2(100.0)  7(63.6) 4(57.1) 18(72.0)
Histologie(%) Adenokarzinom 1(20.0) 1(50.0) 3(27.3) 0 5(20.0)
Plattenepithelkarz. 4(80.0) 1(50.0) 8(72.7) 6(85.7) 19(76.0)
Neuroend.diff.Karz. 1(14.3) 1(4.0)
Therapie(%) Osopagektomie 4(80.0) 2(100.0)  7(63.3) 1(14.3) 14(56.0)
palliativ/PE 1(20.0) 0 4(36.4) 6(85.7) 11(44.0)
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2.2. Bestimmung der p53-Autoantikérper

Fur die semiquantitative Bestimmung der p53-Autoantikdérper im Serum der Patienten
verwendeten wir einen kommerziell erhaltlichen ELISA-Kit der dianova GmbH Hamburg. Der
Sandwich-ELISA mit Festphase-gekoppeltem p53-Protein bindet die p53-Autoantikdrper aus
dem Serum, der Nachweis erfolgt Uber ein Peroxidase- konjugiertes Ziege anti- Human IgG
als Detektor und die Messung einer Peroxidase-bedingten Farbstoffumsetzung. Die
photometrische Messung wurde bei 450 nm und zum Abgleich eventuell optischer
Unterschiede der Mikrotiterplatte bei 620 nm durchgefiuhrt. Es erfolgte eine
Doppelbestimmung und bei positivem Ergebnis eine semiquantitative Unterteilung in low,
medium und high entsprechend der vom Hersteller gelieferten Positiv- Kontrollen. Jeder
Testansatz enthielt eine Negativ-Kontrolle. Zur Auswertung berechneten wir den p53-

Antikoérperindex nach folgender Formel:

E(Probe)-E(low-Kontrolle)
p53-Antikdrperindex =

E(High-Kontrolle)-E(low-Kontrolle)

Als p53-Autoantikdrper negativ bewerteten wir alle Proben mit einem Absorptionswert kleiner
als der low-Kontrollwert. Seren mit einem grof3eren Absorptionswert als dem low-Kontrollwert
stuften wir als positiv ein. Bei einem p53-Antikérperindex groRer oder gleich Null gingen wir
von einem positiven Ergebnis aus. Als kritischer Bereich wurde vom Hersteller aufgrund von
Intra-Assay Varianzen der Mikrotiterplatten und durch Handling-Effekte ein low-Kontrollwert
mit einer Abweichung von 10% definiert. Proben, welche in diesem Bereich lagen,

unterzogen wir einer erneuten Bestimmung.

Im Einzelnen fuhrten wir folgende Schritte durch: Vor Gebrauch brachten wir alle Reagenzien
und die zu untersuchenden Proben auf Raumtemperatur. Die Serumproben verdiinnten wir
mit dem Proben-Verdinnungspuffer 1:100. Die Mikrotiterplatte wurde vor dem Auftragen der
Proben dreimal mit PBS in einem Automaten gewaschen und unmittelbar nach dem
Trocknen der Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 pl/well der Kontrollen und der verdinnten
Proben einpipettiert. Wir fihrten jeweils eine Doppelbestimmung durch. Nach Inkubation ftr
60 min bei 37°C und anschlieendem maschinellem Waschvorgang mit PBS pipettierten wir
jeweils 100 pl/well Detektor-Antikoérperldsung ein und inkubierten fir 30 min bei 37°C. Die
kurz zuvor hergestellte Substratldsung aus dem Substrat-Puffer und der TMB-Stocklésung

zu je 100pl/well wurde zupipettiert und nach Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fir

14



30 min die Enzymreaktion durch Zugabe von 50ul Stoplésung (2 N HCI) unterbrochen. Der
dadurch bewirkte Farbumschlag der Losung von Blau nach Gelb wurde photometrisch bei
450 nm gemessen. Eine zusatzliche Messung der Absorption bei 620 nm wurde zum
Abgleich eventueller optischer Unterschiede des Materials der Mikrotiterplatte durchgefuhrt.
Nach Bestimmung des Mittelwertes der Absorptionen bei 450 und 620 nm und Subtraktion

der Absorptionen bestimmten wir nach der o.a. Formel den p53-Antikdrperindex.

2.3. Immunhistochemischer Nachweis von p53

Den immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins fuihrten wir nach der Avidin-Biotin-
Methode durch. Als Primarantikorper verwendeten wir die monoklonalen p53 Antikdrper DO-
1 und Pab 1801. DO-1 bindet an ein Epitop zwischen den Aminosauren 20-25 (137) und Pab
1801 zwischen den Aminosduren 40-65 (86). Der Sekundarantikdrper, welcher an den
Primarantikdrper bindet, ist mit Biotin konjugiert. Als drittes Reagenz diente ein Peroxidase-
konjugierter Avidin-Biotin-Komplex, wobei die freien Stellen des Avidinmolekils die Bindung
an die freien Stellen des Biotins am Sekundarantikdrper ermoglichen. Das Enzym
Peroxidase und damit das gesuchte Antigen wurde abschlielend mit einem geeigneten
Chromogen sichtbar gemacht (12). Als Positivkontrolle verwendeten wir ein
Mammakarzinom, welches zuvor auf das Vorhandensein eines mutierten p53-Protein
getestet wurde. Den selben Tumor nutzten wir durch fehlendes Auftragen des
Primarantikbrpers als Negativkontrolle. Die glnstigste Konzentration der beiden
Primarantikérper DO-1 und Pab 1801 bestimmten wir durch eine Verdinnungsreihe . Fir den
p53 Antikdrper DO-1 wurde als gunstige Konzentration 2.5 pg/ml und fir den p53-Antikorper
Pab 1801 1 pug/ml ermittelt.

Zur immunhistochemischen Bestimmung des p53-Proteins fuhrten wir folgende Schritte aus:
Die in Paraffin eigebetteten Tumoren sichteten wir anhand der dazugehotrigen HE-Schnitte
auf das Vorhandensein von Tumorgewebe. Bei eindeutigem Nachweis von Tumorgewebe
fertigten wir 4um dicke Schnitte mit einem Mikrotom an und bestickten die mit Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttrager mit je zwei Paraffinschnitten. Anschliel3end trockneten wir die
Schnitte bei 38°C uber Nacht. Die Deparaffinierung der Schnitte flihrten wir mit Xylol 2 mal
20 min und die folgende Rehydrierung mit einer Alkoholreihe in absteigender Konzentration
durch. Nach Waschen mit PBS (0.067 M Phosphat gepufferte Losung mit einem pH von 7.4),

wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation in 0.3% Wasserstoffperoxid in absolutem

15



Methanol fir 20 min blockiert. Vor Zugabe des Priméarantikdrpers trugen wir zur Vermeidung
einer unspezifischen Hintergrundfarbung ein Blockserum 1:5 verdiinnt (Schweineserum mit
einer Konzentration von 15 mM, in PBS- Pufferldsung mit 1% BSA Rinderserumalbumin) auf
und inkubierten danach tber 24 Stunden bei 4°C in einer Feuchtkammer. Zur Detektion des
Primarantikdrpers verwendeten wir einen LSAB-Kit (DAKO CORPORATION, USA). Nach
Inkubation fir 15 min mit dem Biotin konjugierten Sekundarantikbrper und mit der
Streptavidin-Peroxidase wurde das Antigen durch Inkubation fur 5 min mit einer
Substratlosung (DAB Chromogen: 3,3'- Diaminobezidin in Chromogenldsung) braun gefarbt.
Zur besseren Beurteilung wurde vor dem Eindecken der Praparate mit Aquatex eine
Hamalaun-Gegenfarbung durchgefiihrt. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn mehr als 10%
der Tumorzellen eine Kernmarkierung mit einem der beiden verwendeten Primarantikdrper
zeigten ( Abb.2).
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Abb. 2

Immunhistochemischer Nachweis von p53

gering differenziertes
Adenokarzinom des Oso-
phagus, Markierung durch
p53-Antikérper DO-1,
VergrofRerung 1:20

schlecht differenziertes
Plattenepithelkarzinom des
Osophagus, Markierung
durch p53- Antikdrper Pab
1801, Vergroferung 1:20

malig differenziertes Adeno-
karzinom des Magens,
Markierung durch p53-
Antikorper DO-1,
VergrofRerung 1:10
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2.4. Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS
durchgefuhrt. Fur die erhobenen Variablen erfolgte zunachst eine deskriptive statistische
Analyse mit der Ermittlung von prozentualen Verteilungen und bei metrischen Daten mit der
Berechnung von Mittelwerten und Standartabweichungen. Zum statistischen Vergleich
verwendeten wir den Pearson y2-Test. Die kumulative Uberlebenszeit wurde nach Kaplan-
Meier geschatzt. Patienten mit verkirzter Nachbeobachtungszeit wurden als zensiert in den
Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier besonders gekennzeichnet. Als signifikant wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Magenkarzinom

Insgesamt wurden 74 Patienten mit Magenkarzinom in der Zeit von Januar 1995 bis Marz
1996 erfaf3t. Die meisten der Patienten hatten ein fortgeschrittenes Tumorstadium (78.4% im
Stadium Il und V), nur 16 (21.7%) Patienten konnten dem Stadium | oder Il zugeordnet
werden. Nach dem Grad der Tumordifferenzierung hatten 55 (74.3%) Patienten einen Grad
Il Tumor, 44 (59.5%) der Patienten ein fortgeschrittenes Tumorstadium kombiniert mit einem
Tumorgrad Il (Abb.3).

Stad.la Stad.lb Stad.ll Stad.llla Stad.lllb Stad.lV

Abb. 3 Beziehung zwischen Tumorstadium und Tumordifferenzierung bei

Magenkarzinomen

Besonders haufig fanden sich Kardiakarzinome (n=30, 40.5%), gefolgt von
Korpuskarzinomen  (n=22, 29.7%),  Antrumkarzinomen (n=14, 18.9%) und
Magenstumpfkarzinomen (n=8, 10.8%). Nach der Lauren-Klassifikation wurden 36 (48.6%)
Tumoren dem diffusen Typ und 38 (51.4%) dem intestinalen Typ zugeordnet (Abb.4).
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Antrum 14 '
Korpus 29 '

Kardia
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Abb. 4 Lokalisation der Magenkarzinome

Im Nachbeobachtungszeitraum von 20 Monaten Uberlebten insgesamt 19 (25.7%) Patienten,
11 (14.9%) im Stadium | (72.7%) und Il (60%) und 8 (10.8%) im Stadium Il (29.6%). Alle der
31 (41.9%) Patienten im Stadium IV (100%) verstarben innerhalb der ersten 14 Monate
(Abb.5).

351
Ogesamt SL 3l

301 Everstorben

251

201 17

n
151 12
10
101 7
6 5 5
0- - - - - -
Stad.la Stad.lb Stad.2 Stad.llla Stad.lllb Stad.IV

Abb. 5 Letalitat in Abhangigkeit vom Tumorstadium bei Magenkarzinomen

Eine RO-Resektion konnte bei 43 (58.9%) der Patienten durch Gastrektomie, erweiterte
Gastrektomie (Pankreaslinks-, Querkolon- oder atypischer Leberresektion) oder 4/5-

Resektion des Magens erreicht werden. 30 (40.5%) der Patienten waren bei
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fortgeschrittenem Tumorstadium nur noch palliativ durch Gastrektomie, Gastroenterostomie
oder Katheterjejunostomie therapierbar bzw. der operative Eingriff muf3te als explorative

Laparotomie mit Probeexzision beendet werden (Abb.6).
GE/PE
n=15(20%)

Gastrektomie
n=34(46%)

palliative
Gastrektomie
n=16(22%)
4/5-Resektion

erweiterte
= 0, )
n=2(3%) Gastrektomie
n=7(9%)
Abb. 6 Therapie der Magenkarzinome
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Abb. 7 Kumulative Uberlebenszeit der Magenkarzinompatienten nach Kaplan-Meier in

Abhangigkeit vom Tumorstadium ( p = 0.0001)
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Die Prognose zeigte unifaktoriell eine Abhangigkeit vom Tumorstadium (p=0.0001). Eine
signifikante Korrelation zwischen Tumorstadium und Alter, Geschlecht, Grading,

Tumorlokalisation und Lauren-Klassifikation bestand nicht (Abb.7).

3.1.1. Immunhistochemischer Nachweis von p53

Immunhistochemisch wurde bei 32 (43.2%) Magenkarzinomen eine p53-Uberexpression
nachgewiesen. Von den 32 Patienten verstarben 22 (68.7%) innerhalb der ersten 20 Monate
nach der operativen Behandlung. Von den 42 (56.8%) p53 negativen Patienten verstarben
33 (78.6%). Die mediane Uberlebenszeit der RO-resezierten Magenkarzinome zeigte keine
Abhangigkeit zum immunhistochemischen p53-Status (p=0.4667). Ebenfalls fand sich keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen dem immunhistochemischen Nachweis von p53
und Alter, Geschlecht, Tumorstadium, Grading, Tumorlokalisation, Lauren-Klassifikation und
Resektionsausmal’ (Tab.13; Abb.8,9).

18-

16+

144 Op53 pos MEp53 neg

81 13

44
21 13
2
O L} 1 L} L} L} L}
Stad.la Stad.lb Stad.ll Stad.llla Stad.lllb Stad.lV
Abb. 8 Immunhistochemischer Nachweis von p53 in Abhangigkeit vom

Tumorstadium bei Magenkarzinomen
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Abb. 9 Kumulative Uberlebenszeit der RO-resezierten Magenkarzinome in

Abhangigkeit zum immunhistochemischen Nachweis von p53 nach
Kaplan-Meier (p=0.4677)

3.1.2. p53-Autoantikdrper im Serum

P53-Autoantikdrper wurden praeoperativ bei 15 (20.3%) Patienten gefunden. Das
Durchschnittsalter lag bei 64 (37-80) Jahren, 7 der Patienten waren weiblich, 8 ménnlich. Bis
auf einen Patienten mit dem Stadium Ib gehérten alle Patienten mindestens dem Stadium
llla oder héher an. Nach dem Grad der Tumordifferenzierung waren 13 (87%) der 15

Magenkarzinome schlecht bzw. undifferenziert (Tab.5,14) .

Histologisch wurden 10 Tumoren mit positiven p53-AAK Nachweis als Adenokarzinome, 4 als
undifferenzierte und 1 als Siegelringzellkarzinom klassifiziert. 14 (93%) der 15 Patienten, die
praeoperativ p53-AAK positiv waren, hatten Lymphknotenmetastasen und nach 420 Tagen
waren 14 (93.3%) der Patienten verstorben. Ein praeoperativ positiver Patient wurde
postoperativ p53-Autoantikérper negativ und lebte nach 17 Monaten. Ein weiterer Patient,
welcher perioperativ negativ war , wurde 6 Monate post operationem p53-AAK positiv und

verstarb nach 12 Monaten.
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Tab. 5 Magenkarzinompatienten mit positiven p53-Autoantikérper-
nachweis im Serum
©
5 &
NS
= 1] c
e 3 B a g
% ; -é 2 '-Tg & % 8 cts pa
= £ £ B g « E 2 7 & 8 J w 8
o % F 3 s 9 2 5§ S oS 0 S 3 o Z
s =2 £ 3 2 3 g £ ¥ B B B B o
o D IS | T | n (O] @ [=% o [=% [=% o o
1 12+ Korpus a intest. 3a 2 0 ++++ ++++ +++ n.d. pos pos
2 2 + Kardia s diffus 4 3 2 + + nd. n.d. pos pos
3 12 + Korpus u intest. 3b 3 0 neg neg neg ++ neg neg
4 6 + Kardia a intest. 3a 3 0 ++ + + n.d. pos pos
5 8 + Magenstumpf u diffus 3a 3 0 ++++ +++  ++ n.d. pos pos
6 2 + Kardia a intest. 3b 1 0 ++ ++ ++ n.d. pos pos
7 9 + Kardia u diffus 4 3 0 + + + n.d. pos pos
8 5 + Kardia a diffus 4 3 2 ++ ++ ++ +++ pos pos
9 10 - Antrum a diffus 1b 3 0 + neg neg n.d neg neg
10 4 + Kardia a intest. 3b 3 0 +++  +++  +++ ++++ pos pos
11 14 + Antrum a diffus 4 3 0 + + + n.d. pos pos
12 3 + Korpus a intest. 4 3 2 ++++  +++ +++ nud. pos pos
13 10 + Kardia u diffus 4 3 2 +++  +++ +++ nud. pos pos
14 10 + Antrum u diffus 3a 3 0 + ++ ++ n.d. pos pos
15 12 + Kardia a intest. 3b 3 0 ++ ++ ++ neg pos pos
16 3 + Kardia a intest. 4 3 2 ++ + + n.d. pos pos

a Adenokarzinom u undifferenziertes Karzinom
s Siegelringzellkarzinom intest. intestinal

+low ++ medium +++ high ++++ high-Wert Gberschritten

Eine signifikante Korrelation konnte zwischen dem p53-AAK-Status und dem Tumorstadium

(p=0.0291) gefunden werden (Abb.10). Der Nachweis von p53-AAK war mit einer verklrzten

Uberlebenszeit verbunden (p=0.0114). Tumorlokalisation im Bereich der Kardia gegeniiber

dem Antrum (p=0.0789) und ein positiver Lymphknotenstatus (p=0.055) waren wesentlich

haufiger mit dem Nachweis von p53-AAK im Serum verbunden (Abb. 11).

24



Stad.lll/IV 14

58 |

Ep53-AAK neg
Op53-AAK pos
Stad. I/l P P
Ogesamt
e
|
0 10 20 30 40 50 60
n
Abb. 10 Beziehung zwischen Tumorstadium und postoperativen p53-AAK

im Serum bei Magenkarzinomen (p=0.0291)

Die mediane Uberlebenszeit der RO-resezierten Magenkarzinome war signifikant zugunsten
der p53-AAK negativen Patienten mit 15 zu 9 Monaten verlangert (p=0.0314). Von den 15
praeoperativ p53-AAK positiven Patienten verstarben 14/15 (93.3%) und von den p53-AAK
negativen Patienten 41/59 (69.5%) wahrend der Nachbeobachtungszeit von 20 Monaten. Alle
p53-AAK positiven Patienten verstarben postoperativ, ein Patient wurde postoperativ negativ
und war 17 Monate post operationem rezidivfrei (Abb.12). Keine Korrelation wurde zu Alter,

Geschlecht und der Lauren-Klassifikation gefunden.
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Abb. 12 Kumulative Uberlebenszeit der RO-resezierten Magenkarzinome

in Abhangigkeit vom p53-AAK Status nach Kaplan-Meier (p=0.0314)

3.1.3. Serum p53-Autoantikdrper und immunhistochemischer Nachweis von p53
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14 Patienten, bei denen praeoperativ im Serum p53-AAK nachweisbar waren, zeigten auch
immunhistochemisch mit den beiden p53 Antikérpern DO-1 und Pab 1801 eine positive
Reaktion. Ein Patient, welcher postoperativ p53-AAK negativ wurde und ein weiterer Patient,
der perioperativ p53-AAK negativ war und 6 Monate post operationem p53-AAK positiv
wurde, zeigten immunhistochemisch keine p53-Markierung mit den beiden Antikbrpern DO-1
und Pab 1801.

3.1.4. Beziehung zwischen dem Nachweis von p53-AAK, p53, CEA und CA 19-9

Der Tumormarker CEA war bei 42 (56.8%) und CA 19-9 bei 24 (32.4) Patienten im
pathologischen Bereich. 32 (76.2%) der CEA positiven und 21 (87.5%) der CA 19-9 positiven
Patienten verstarben im Untersuchungszeitraum. Bei 4 Patienten, die CEA und bei 9
Patienten, die CA 19-9 negativ waren, konnten im Serum p53-AAK nachgewiesen werden.
Insgesamt waren 3 Patienten sowohl CEA als auch CA 19-9 negativ, aber p53-AAK positiv
(Tab.6, Abb.13).

Tab. 6 Nachweis von p53-AAK, p53 IHC , CEA und CA 19-9 bei Patienten mit

Magenkarzinomen

CEA CEA CA 19-9 CA 19-9 CEA und CEA und
pos(%) neg(%) pos(%) neg(%) CA19-9 neg(%) CA19-9 pos(%)
total 42(56.8) 32(43.2) 24(32.4) 50(67.6) 28(37.8) 20(27.0)
p53-AAK pos 11(14.9) 4(5.4) 6(8.1) 9(12.2) 3(4.1) b(6.8)
p53-AAK neg 31(41.9) 28(37.8) 18(24.3) 41(55.4) 25(33.8) 15(20.3)
p53 IHC pos 18(24.3) 14(18.9) 7(9.5) 25(33.8) 14(18.9) 7(9.5)
p53 IHC neg 24(32.4) 18(24.3) 17(23.0) 25(33.8) 14(18.9) 13(17.6)
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Abb. 13 Beziehung zwischen p53-AAK, CEA und CA 19-9 bei Magenkarzinomen

3.2. Pankreaskarzinom

Insgesamt wurden 35 Patienten im Alter zwischen 53 und 70 (median 62.2) Jahren mit einem
Pankreaskarzinom erfaf3t. Die geschlechtliche Verteilung zeigte mit 16 (45.7%) weiblichen
und 19 (54.3%) mannlichen Patienten ein leichtes Uberwiegen der Manner. 27 (77.2%) der
Patienten hatten ein fortgeschrittenes Tumorstadium, nur 8 (22.9%) konnten dem
Tumorstadium | der UICC zugeordnet werden. Auffallig war, dal3 kein Patient dem Stadium
Il angehdrte. Pankreaskarzinome mit einer schlechten oder fehlenden Tumordifferenzierung
(Grading) gehorten mit einer Ausnahme dem Tumorstadium Il oder IV an, hingegen 7 (20%)
der Patienten mit einem Grading | oder Il dem Tumorstadium |. Nach der Tumorlokalisation

waren 25 (71.4%) im Pankreaskopf, 9 (25.7%) im Korpus und nur 1 Tumor im
Schwanzbereich gelegen (Abb.14).
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Abb. 14 Beziehung zwischen Tumorstadium, Grading und Tumorlokalisation bei

Pankreaskarzinomen

Es verstarben 25 (71.4%) Patienten innerhalb der ersten 15 Monate. Von den 18 (51.4%)
kurativ operierten Patienten (RO-Resektion) verstarben 10 in den ersten 15 Monaten, nur 6
(33.3%) der Patienten waren in den ersten 19 Monaten post operationem rezidivfrei. 4 dieser
6 Patienten hatten ein Tumorstadium |. Insgesamt betrug im Untersuchungszeitraum die
mediane Uberlebenszeit nur 8.3 Monate. Unterteilt in die Tumorstadien der UICC betrug die
mediane Uberlebenszeit im Stadium | 13 Monate, im Stadium Il 12 Monate und im Stadium IV
3 Monate (Abb.15,16).
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Abb. 14 Letalitat in Abhangigkeit vom Tumorstadium bei Pankreaskarzinomen
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Meier in Abhéngigkeit vom Tumorstadium (p= 0.125)

3.2.1. Immunhistochemischer Nach weis von p53

15 (42.9%) der 35 Pankreaskarzinome waren p53 positiv. Das Durchschnittsalter betrug 63.7
Jahre, die Geschlechtsverteilung war etwa ausgeglichen. Gegeniiber den p53 negativen
Tumoren konnten keine signifikanten Unterschiede zu Alter, Geschlecht, Tumorstadium,
Grading, Lokalisation, Resektionsausmal? und der medianen Uberlebenszeit festgestellt
werden (Tab.7; Abb.17,18).
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Tab. 7

Beziehung zu klinischen und histopathologischen Daten

Immunhistochemischer Nachweis von p53 bei Pankreaskarzinomen in

p53 IHC pos p53 IHC neg gesamt
Alter Jahre(median) 57-74(63.7) 52-71(61.3) 52-74(62.2)
Geschlecht(%) weiblich 7(20) 6(17.1) 13(37.1)
mannlich 8(22.9) 14(40.0) 22((62.9)
Stadium(%) I 4(11.4) 4(11.4) 8(22.9)
n 5(14.3) 5(14.3) 10(28.6)
v 6(17.1) 11(31.4) 17(48.6)
Grading(%) I 2(5.7) 1(2.9) 3(8.6)
I 4(11.4) 9(25.7) 13(37.1)
n 8(22.9) 9(25.7) 17(48.6)
n.d. 1(2.9) 1(2.9) 2(5.7)
Lokalisation(%) Caput 11(31.4) 15(28.6) 26(74.3)
Corpus 3(8.6) 3(8.6) 6(17.1)
Cauda 1(2.9) 2(5.9) 3(8.6)
Therapie(%) pall./PE 5(14.3) 8(22.9) 13(37.1)
Whipple 8(22.9) 8(22.9) 16(45.7)
Linksresektion 2(22.9) 4(11.4) 6(17.1)
& & & 11
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Abb. 17 Beziehung zwischen dem immunhistochemischen Nachweis

von p53 und dem Tumorstadium bei Pankreaskarzinomen
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3.2.2. p53-Autoantikorper im Serum

Bei 7 (20%) der 35 Patienten waren p53-AKK im Serum praeoperativ nachweisbar. Das
Durchschnittsalter der p53-AKK positiven Patienten lag bei 62.6 Jahren, 6 Patienten waren
mannlich und ein Patient weiblich. Autoantikorper gegen p53 fanden sich in allen
Tumorstadien, im Stadium | 1 (2.9%), im Stadium 11l 2 (5.7%) und im Stadium IV 4 (11.4%).
Nach der Tumordifferenzierung waren 4 (11.4%) Tumoren dem Grading Ill, 2 (5.7%) dem
Grading Il und 1 (2.9%) dem Grading | zuzuordnen (Tab.8,15; Abb.19).
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Abb. 19 Beziehung zwischen p53-AAK, Tumorstadium und Grading bei

Pankreaskarzinomen

Eine RO-Resektion durch Whipple’sche Operation war nur in 3 Fallen der p53-AAK positiven
Patienten moglich. Dagegen konnten 20/29 (69%) der p53-AAK negativen Patienten kurativ
behandelt werden. Auffallig war, dal3 alle Patienten, welche p53-AAK positiv waren, innerhalb
der ersten 14 Monate post operationem verstarben. Die mediane Uberlebenszeit lag bei 2
Monaten im Vergleich zu 13 Monaten bei der Gruppe der p53-AKK negativen Patienten
(p=0.0098). Zu berlcksichtigen ist allerdings, daf} 4 der p53-AAK positiven Patienten bereits
ein inoperables Tumorstadium hatten (Abb.20).
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Tab. 8 Pankreaskarzinompatienten mit positiven p53- Auto-
antikoérpern im Serum
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1 1 Caput anapl.Karz. 3 3 0o + + nd. nd. pos pos
2 1 Caput Adenokarz. 4 3 2 ++ o+ + nd. neg neg
3 10 Caput Adenokarz. 1 1 0 + neg nd. pos pos
4 3 Corpus Adenokarz. 4 2 2 + + nd. neg neg
5 14  Caput Adenokarz. 3 2 0 + + neg pos pos
6 Cauda Adenokarz. 4 3 2+ A+ n.d. pos pos
7 Caput Adenokarz. 4 3 2+ + + n.d. pos pos
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Abb. 20 Kumulative Uberlebenszeit der Patienten mit Pankreaskarzinom in

Abhangigkeit zum p53-AAK-Status nach Kaplan- Meier (p = 0.0098)
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3.2.3. Serum p53-Autoantikdrper und immunhistochemischer Nachweis von p53

2 der 7 Patienten, die p53-AAK positiv waren, zeigten immunhistochemisch mit den
Antikérpern DO-1 und Pab 1801 keine Markierung des p53-Proteins. Der Nachweis von p53-
AAK und p53-Protein war unabhdngig von den untersuchten Kklinischen und
histopathologischen Parametern. Ein immunhistochemischer Nachweis von p53 hatte keinen

EinfluR auf die Letalitat und die mediane Uberlebenszeit.

3.2.4. Beziehung zwischen p53-AAK , CEA und CA 19-9

20 (57.1%) der Patienten hatten praeoperativ ein pathologisch erhéhtes CEA und 22 (62.9%)
ein erhdhtes CA 19-9. Interessant war, daf3 2 Patienten ein unauffalliges CEA und CA 19-9
hatten, aber p53-AAK positiv waren. Die postoperative Letalitdit war unabhéngig vom
Nachweis beider konventioneller Tumormarker, hingegen ging der praeoperative Nachweis
von p53-AAK mit einer Letalitat von 100% innerhalb von 14 Monaten einher (Tab.9; Abb.21).

Tab. 9 p53-AAK, CEA und CA 19-9 bei Patienten mit Pankreaskarzinomen

CEA pos CEA neg CA 19-9 pos CA 19-9 neg CEA und CEA und
CA19-9 pos CA19-9 neg
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
total 20(57.1) 15(42.9) 22(62.9) 13(37.1) 17(48.6) 10(28.6)
p53-AAK + 5(14.3) 2(5.7) 4(11.4) 3(8.6) 4(11.4) 2(5.7)
p53-AAK - 15(42.9) 13(37.1) 18(51.4) 10(28.6) 13(37.1) 8(22.9)
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Abb. 21 Beziehung zwischen dem praeoperativen Nachweis von p53-AAK,

CEA und CA 19-9 bei Pankreaskarzinomen

3.3. Osophaguskarzinom

Im Untersuchungszeitraum wurden 25 Patienten mit Osophaguskarzinom im Alter zwischen
45 und 91 (median 62.8) Jahren erfal3t. 21(84%) der Patienten gehdrten dem méannlichen
und nur 4 (16%) dem weiblichen Geschlecht an. 18 (72%) der Patienten hatten ein
fortgeschrittenes Tumorstadium, 7 (28%) ein Stadium lla oder Ilb, kein Patient konnte dem
Stadium | zugeordnet werden. Eine RO-Resektion konnte bei 14 (56%) Patienten erzielt
werden. Von diesen gehdrten 5 (20%) dem Stadium lla, 2 (8%) dem Stadium b und 7 (28%)
dem Stadium IIl an. Nach dem Grad der Tumordifferenzierung waren 14 (56%) dem Grading
I'und 9 (36%) dem Grading Il zuzurechnen (Abb.22).
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Abb. 22 Lokalisation und Grading in Abhangigkeit zum Tumorstadium bei

Osophaguskarzinomen

Histologisch handelte es sich um 18 (72%) Plattenepithelkarzinome, 5 (20%)
Adenokarzinome und ein Karzinom mit neuroendokriner Differenzierung. Die meisten
Patienten hatten ein Karzinom des distalen Drittels des Osophagus (72%), 6 (24%) lagen im
medialen Drittel und nur ein Tumor befand sich im proximalen Drittel des Osophagus.
Auffallig war, dal® alle 5 Patienten im Stadium lla zwischen dem 3. und 16. Monat post
operationem verstorben waren und die mediane Uberlebenszeit im Stadium IV nur 2 Monate
betrug. Innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes von 24 Monaten lag die mediane
Uberlebenszeit der operativ behandelten Patienten mit einer RO-Resektion bei 18.5 Monaten,
allerdings  verstarben von den 14 Patienten 10 (84%) innerhalb des

Untersuchungszeitraumes (Abb.23).
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Abb. 23 Kumulative Uberlebenszeit der Osophaguskarzinome in

Abhangigkeit vom Tumorstadium nach Kaplan-Meier (p = 0.0138)

3.3.1. Immunhistochemischer Nachweis von p53

Immunhistochemisch waren 12 (48%) der untersuchten Osophaguskarzinome p53 positiv. 3
(12%) konnten aufgrund unzureichenden Gewebes nicht immunhistochemisch untersucht
werden. Das Durchschnittsalter der p53 positiven Patienten lag bei 60.7 Jahren, das der p53
negativen Patienten bei 63.1 Jahren. Signifikante Unterschiede zeigten beide Gruppen in den

untersuchten Parametern nicht (Tab.10).
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Tab.10 Klinische und histopathologische Daten der Osophaguskarzinompatienten in

Beziehung zum immunhistochemischen Nachweis von p53 (n=22)

p53 IHC pos p53 IHC neg gesamt
Alter Jahre(median) 43-71(60.7) 57-80(63.1) 43-91(62.8)
Geschlecht (%) weiblich 2(8.0) 2(8.0) 4(16.0)
méannlich 10(40.0) 8(32.0) 18(72.0)
Stadium (%) lla 3(12.0) 2(8.0) 5(20.0)
IIb 2(8.0) 0 2(8.0)
1 5(20.0) 3(12.0) 8(32.0)
v 2(8.0) 5(20.0) 7(28.0)
Grading (%) | 0 0 0
Il 6(24.0) 7(28.0) 13(52.0)
1 5(20.0) 2(8.0) 7(28.0)
n.d. 1(4.0) 1(4.0) 2(8.0)
Lokalisation (%) proximal 0 1(4.0) 1(4.0)
medial 2(8.0) 1(4.0) 3(12.0)
distal 10(40.0) 8(32.0) 18(72.0)
Histologie (%) Plattenepithel-Karz. 9(36.0) 7(36.0) 16(64.0)
Adenokarzinom 3(12.0) 2(8.0) 5(20.0)
neuroend. diff. Karz. 0 1(4.0) 1(4.0)
Therapie (%) Osophagektomie 8(32.0) 6(24.0) 14(56.0)
pall./PE 4(16.0) 4(16.0) 8(32.0)

3.3.2. p53-Autoantikdrper im Serum

Praeoperativ fanden sich bei 7 (28%) der Patienten p53-AAK im Serum. Das
Durchschnittsalter der p53-AAK positiven Patienten betrug 61.9 Jahre und unterschied sich
kaum von der negativen Gruppe mit 63.2 Jahren. Die Geschlechtsverteilung war etwa
ausgeglichen. Die mediane Uberlebenszeit der p53-AAK positiven Patienten unterschied sich
mit 10 Monaten gegentiber 3 Monaten der negativen Gruppe. Ursache der hdheren Letalitat
in der negativen Gruppe waren eine schlechtere Tumordifferenzierung und vor allem ein

hoherer Anteil an Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium. Folglich konnten nur
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9/18 (50%) Patienten der p53-AAK negativen Gruppe aber 6/7 (85.7%) der p53-AAK
positiven Gruppe einer RO-Resektion unterzogen werden. Die mediane Uberlebenszeit der
RO-resezierten Patienten zeigte hingegen mit jeweils 10 Monaten in beiden Gruppen keinen
Unterschied. Zwei der Patienten die praeoperativ p53-AAK positiv waren, wurden
postoperativ negativ. Einer der Patienten mit dem Tumorstadium pT2pN1MO0OG3 blieb auch
15 Monate spater p53-AAK negativ und war bis zum Abschlul3 des
Untersuchungszeitraumes rezidivfrei (Tab.11,16; Abb.24,25).
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Abb. 24 p53-AAK im Serum in Abhangigkeit zum Tumorstadium
Tab. 11 Osophaguskarzinompatienten mit positiven p53-AAK im Serum
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1 24 distal a 2b 3 0 + + neg neg pos pos
2 3 * distal a 3 2 0 ++ + + n.d. pos pos
3 2 * distal p 4 2 2 +++ n.d. n.d n.d. pos pos
4 10 * distal p 2a 2 0 + + + n.d pos pos
5 9 * medial a 3 2 0 + neg neg n.d. pos pos
6 15 distal p 3 2 0 + + + n.d. neg neg
7 14 * distal p 2a 2 0 + + + n.d. neg neg

a Adenokarzinom p Plattenepithelkarzinom
+low ++ medium +++ high
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in Abhangigkeit vom p53-AAK Status nach Kaplan- Meier (p=0.545)

3.3.3. Serum p53-Autoantikérper und immunhistochemischer Nachweis von p53

Nur 5 der 7 p53-AAK positiven Patienten zeigten auch immunhistochemisch eine positive p53
Markierung. Die beiden immunhistochemisch negativen Patienten waren histologisch
Plattenepithelkarzinome im Tumorstadium 11l und lla, einer der Patienten verstarb nach 16
Monaten, der andere lebte bis zum Abschlul? der Untersuchung rezidivfrei. Die drei
Patienten, bei denen p53-Protein nicht bestimmt werden konnte, waren p53-AAK negativ und

inoperabel.

3.3.4. Beziehung zwischen p53-AAK, CEA und CA 19-9

14 (56%) der Patienten hatten praeoperativ ein pathologisch erhdhtes CEA und nur 2 (8.0%)
ein erhohtes CA 19-9. 3 (12.0%) der p53-AAK positiven Patienten waren sowohl CEA als
auch CA 19-9 negativ. Eine Korrelation zwischen den konventionellen Tumor-markern und
dem Uberleben bestand nicht (Tab.12).
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Tab. 12 p53-AAK, CEA und CA 19-9 bei Patienten mit Osophaguskarzinom

CEA pos CEA neg CA 19-9 pos CA 19-9 neg CEA & CEA &
CA 19-9 pos CA 19-9 neg
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
total(%) 14(56.0) 11(44.0) 2(8.0) 23(92.0) 2(8.0) 11(44.0)
p53-AAK+ 4(16.0) 3(12.0) 2(8.0) 5(20.0) 2(8.0) 3(12.0)
p53-AAK - 10(40.0) 8(32.0) 0 18(72.0) 0 8(32.0)
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4. Diskussion

4.1. Magenkarzinom und p53- Autoantikdrper

Die Inaktivierung oder der Verlust von Tumorsuppressorgenen spielt in der Onkogenese

des Magenkarzinomes wahrscheinlich eine entscheidende Rolle.

Der Verlust der

Heterozygotie des Chromosomenabschnittes 17p, dem p53- Genlocus und Mutationen des

p53-Genes kdénnen in einem hohen Prozentsatz der Magenkarzinome nachgewiesen

werden (63, 67, 74, 89, 124, 143). Immunhistochemisch lassen sich solche Mutationen

nachweisen, die zu einer Stabilisierung oder Uberexpression von p53- Protein fiihren.

Jedoch entgehen Deletionen, Insertionen und im allgemeinen solche Mutationen, die keine

Verlangerung der physiologisch kurzen Halbwertzeit des p53- Proteines induzieren. Eine

Akkumulation von p53- Protein wird in bis zu 57% der Magenkarzinome gesehen (73, 89,

95).
Tab.17 Immunhistochemischer Nachweis von p53 im Tumorgewebe von Magen-
karzinomen
n IHC Alte | Sex | T N M G Tumor- | Lauren Lokali- | Uber-

pos. r stadium sation leben
(%)

Martin 1992 125 | 72 n.d. | nd. [ ns. n.d n.d. n.s. | n.d. n.s. n.d. p=0.02
(57%)

Sasano 1992 32 (11 nd. | nd. |ns. n.s. n.d. n.s. [ns. n.d. n.d. n.s.
(33%)

Starzynska 1992 |55 |26 n.s. [ n.s. | n.d. p=0.00 |n.d. n.d. | p=0.001 |n.s. n.s. p=0.00
(47%) 1 1

Uchino 1992 149 | 44 nd. | nd. |ns. n.s. n.d. nd. [ns. n.d. n.d. n.d.
(29.5%)

Jang 1993 84 |29 n.d. | nd. [ ns. n.s. n.s. nd. |ns. n.d. n.d. n.s.
(35%)

Kakeji 1993 96 |52 n.s. | ns. [ns. p=0.05 |n.s. n.s. |n.d. n.d. n.s. n.d.
(54%)

Flejou 1994 66 |28 n.s. | ns. [ns. n.s. n.d. n.d. |n.s. p=0.002 |[p=0.00 |n.d.
(42%) 1

Hurlimann 1994 |72 |28 n.s. | ns. [ns. n.s. n.s. n.d. |n.s. p=0.0001 | n.d. n.s.
(39%)

Starzynska 1994 | 200 | 85 n.s. | n.s. [ p=0.00 |p=0.00 |p=0.00 |nd [n.d. n.s. p=0.02 | p=0.00
(42.5%) 1 1 1 7 1

Joypaul 1994 206 | 94 n.d. [ nd. [ nd n.s. n.d. n.s. |p=0.05 [n.d. n.d. p=0.00
(46%) 6
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In der vorliegenden Arbeit konnte bei 32 der 74 (43.2%) Magenkarzinome
immunhistochemisch p53 nachgewiesen werden. Eine signifikante Korrelation konnte zu
den untersuchten klinischen und histopathologischen Parametern (Tab.13, Abb.8,9) nicht
gefunden werden. Die publizierten Daten zur immunhistochemischen Untersuchung von
Magenkarzinomen sind recht different. So fanden sich in zahlreichen Studien in
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen keine Assoziationen zu den untersuchten

klinischen und histopathologischen Parametern (Tab.17).

Hingegen Kkorrelierte in einzelnen Studien die p53-Uberexpression mit der Tiefe der
Tumorinvasion (135), der Ilymphogenen Metastasierung (73, 134, 135), der
Fernmetastasierung (134), dem Tumorstadium (34, 70), der Tumorlokalisation (34, 135)
und der Lauren-Klassifikation (34, 65). Weiterhin konnte eine verkiirzte Uberlebenszeit mit
einer p53-Uberexpression in Verbindung gebracht werden (70, 95, 134). Das Auftreten von
p53- Mutationen scheint in der Onkogenese der Magenkarzinome unabhangig vom
histologischen Typ zu sein. Bei Frihkarzinomen konnten Uchino et al. 1993 (147) eine
deutliche Assoziation zwischen dem Nachweis von p53- Mutationen und dem intestinalen
Typ nach der Lauren-Klassifizierung beobachten. Hingegen fanden Craanen et al. 1995
(24) bei der Untersuchung von 45 Friuhkarzinomen keine Korrelation zwischen dem
Auftreten einer p53-Akkumulation und dem intestinalen und diffusen Typ nach Lauren.
Weiterhin wurde eine fehlende p53-Akkumulation in der normalen Magenschleimhaut, bei
der chronischen atrophischen Gastritis und der intestinalen Metaplasie beobachtet. Ein
immunhistochemischer Nachweis von p53 gelang erst beim histologischen Vorliegen einer
schweren Dysplasie (24, 84, 121). Es scheint somit, daf3 die Akkumulation von p53, welche
im allgemeinen beim Magenkarzinom durch eine p53- Mutation verursacht wird, ein spéter
Schritt in der Onkogenese der Magenkarzinome ist. Wir fanden eine homogene Verteilung
der p53-Akkumulation in den Tumorgeweben unabhéngig vom Tumorstadium, allerdings
hatten nur 16 der 74 (21.6%) Patienten mit Magenkarzinom ein prognostisch gunstiges
Tumorstadium | bzw. Il der UICC. Unsere immunhistochemischen Ergebnisse inaugurieren
einen fehlenden prognostischen Einflul? des p53 bei fortgeschrittenen Magenkarzinomen in
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (65,126). Die unterschiedlichen Ergebnisse in den
einzelnen Studien finden ihren Ausdruck in einer allgemein zu geringen Anzahl an
untersuchten Tumoren, in methodischen Unterschieden sowie in der Verwendung von
verschiedenen p53-Antikdrpern. Auch ein negativer immunhistochemischer Nachweis von
p53 schliet eine Alteration des p53-Genes oder eine Deletion mit den Folgen eines

Verlustes der Wildtyp-Funktion nicht aus. Eine homozygote Deletion des p53-Genes konnte
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bei schlecht differenzierten Magenkarzinomen zu 76% und bei gut differenzierten zu 60%
nachgewiesen werden (141). Die Bedeutung des immunhistochemischen Nachweises von
p53 bei Magenkarzinomen bleibt somit umstritten, da der positive Nachweis keine sichere

Aussage zu histologischen und klinisch-prognostischen Kriterien zulaft.

Bei 15/74 (20.3%) der Patienten konnten im Serum praeoperativ p53-AAK nachgewiesen
werden. Ahnlich hohe p53-AAK im Serum wurden bei hepatozellularen Karzinomen (148),
Osophaguskarzinomen (13), Plattenepithelkarzinomen im Pharynx und Larynx (11, 93) und
kolorektalen Karzinomen (3, 50) gefunden. Im Unterschied zu dem immun-histochemischen
Nachweis traten p53-AAK fast ausschlie3lich im fortgeschrittenen Tumorstadium auf, nur
ein Patient im Tumorstadium Ib der UICC zeigte praeoperativ zirkulierende Antikérper. Ein
Nachweis von zirkulierenden p53-AAK war immer mit einer Uberexpression von p53
verbunden. Vergleichbare Angaben anderer Autoren liegen fir Magenkarzinome zur Zeit
nicht vor. Allerdings wurde bei einer Reihe anderer Tumoren eine Konkordanz von 48.7 bis
100% gefunden. So konnten bei anderen Tumorentitdten Patienten ermittelt werden, die
p53-AAK positiv waren, in deren Tumor jedoch weder ein immunhistochemischer Nachweis
von p53 noch der Nachweis einer Mutation auf dem p53 Gen gelang (13, 50, 122, 146, 156,
157, 158).

Wir fanden eine signifikante Korrelation zwischen dem Nachweis zirkulierender p53-AAK
und einem fortgeschrittenen Tumorstadium (p=0.0291). Im Nachuntersuchungszeitraum
von maximal 20 Monaten Uberlebte nur ein Patient der praeoperativ p53-AAK positiven
Patienten. Dieser hatte ein Tumorstadium pT2pNoMo und wurde nach einer RO- Resektion
postoperativ p53-AAK negativ. Eine  Prasenz von p53-AAK der RO- resezierten
Magenkarzinome ging mit einer schlechten Prognose einher (p=0.0314). Ahnliche
Ergebnisse wurden bei Mamma- und Bronchialkarzinomen beobachtet (111, 159). Der
Nachweis von p53-AAK war bei Mammakarzinomen mit schlechten prognostischen
Kriterien, wie negativem Hormonrezeptorstatus und hohem Grading assoziiert (101, 129).
Peyrat et al. (111) fanden 1995 bei einer reprasentativen Gruppe von 353 Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom bei 42 (12%) zirkulierende p53-AAK im Serum. Keine der
Patientinnen mit p53-AAK hatte einen positiven Progesteron- oder Ostrogenrezeptor-status.
Die Uberlebenszeiten der Patientinnen waren unabhingig vom Tumorstadium wéhrend
eines durchschnittlichen Untersuchungszeitraumes von 5.3 Jahren bei den p53-AAK

positiven signifikant niedriger, als bei den p53-AAK negativen Patientinnen. Eine positive
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Korrelation zum p53-AAK-Status und schlechter Tumordifferenzierung wurde auch bei

Ovarialkarzinomen beschrieben (45).

Wir beobachteten nur in einem Fall in dem friihen Tumorstadium Ib p53-AAK im Serum. Die
14 anderen p53-AAK positiven Patienten hatten mindestens ein Tumorstadium llla der
UICC. Das Auftreten von p53-AAK scheint somit ein recht spates Ereignis in der
Tumorprogression der Magenkarzinome zu sein. Im Gegensatz dazu wurde das Auftreten
von p53-AAK als ein frihes Ereignis in der Onkogenese der Brochialkarzinome, malignen
Lymphome und hepatozellularen Karzinome beschrieben (87, 92, 101, 115, 145, 146).
Lubin et al. (92) beobachteten zum Beispiel 1995 bei high-risk Patienten bereits mehrere
Monate vor der klinischen Diagnose eines Bronchialkarzinoms das Auftreten von p53-AAK

im Serum.

Die Tumormarker CEA und CA 19-9 sind beim Magenkarzinom mit einer geringen
Sensitivitdt behaftet und werden routinemafig in der postoperativen Verlaufskontrolle zur
frihzeitigen Erkennung eines Rezidives eingesetzt. Angaben zur Sensitivitdt schwanken
beim Magenkarzinom zwischen 25 und mehr als 60% fur CEA und 35 bis tUber 50% fir CA
19-9 (55, 57). Bei 12.5% (4/32) der CEA negativen Patienten und bei 18% (9/50) der CA
19-9 negativen Patienten konnten wir p53-AAK im Serum nachweisen. 10.7% (3/28) der
CEA und CA 19-9 negativen Patienten zeigten positive zirkuliernde Autoantikbrper gegen
p53-Protein. Die p53-AAK kdnnten damit auch bei Magenkarzinomen als unabhangige
Tumormarker dienen und eine Licke der konventionellen Tumormarker schlieRen.
Hammeln et al. (50) fanden 1997 in einer prospektiven Studie bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen nur bei 20% der Patienten eine gleichzeitige Erh6hung von CEA, CA 19-9 und
p53-AAK. Bei 30% der Patienten konnten zirkulierende p53-AAK im Serum bei normalem
CEA und CA 19-9 nachgewiesen werden. Die kombinierte Bestimmung der Tumormarker
mit den p53-AAK wirde somit zu einer Verbesserung der Sensitivitdt flhren. Eine
Steigerung der Sensitivitdt der konventinellen Tumormarker wurde insbesondere beim
hepatozellularen Karzinom und beim Angiosarkom der Leber gesehen. Hier flhrte die
gleichzeitige Bestimmung von AFP und p53-AAK zu einer deutlichen Steigerung der

Sensitivitat, insbesondere bei der Differentialdiagnose zur Leberszirrhose (115, 148).
Zusammenfassend konnen wir feststellen, dall p53-AAK im  Serum von

Magenkarzinompatienten bei etwa 1/5 der Betroffenen nachweisbar sind, unabhangig vom

Nachweis der Tumormarker CEA und CA 19-9 auftreten und ein spates Ereignis in der
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Tumorgenese darstellen. Eine signifikante Korrelation wurde zwischen dem Auftreten von
p53-AAK, einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer verkirzten Uberlebenszeit
beobachtet. Gehauft fanden sich p53-AAK bei einer Tumorlokalisation im proximalen

Magen und beim Nachweis von lymphogenen Metastasen.

4.2. Pankreaskarzinom und p53- Autoantiktrper

Das Karzinom des exokrinen Pankreas gehért auch heute noch zu den ausgesprochen
therapieresistenten malignen Erkrankungen mit sehr schlechter Prognose. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate wurde in den letzten Jahren zwischen 3.5 und 24% angegeben. Obwohl nur
3% der malignen Tumoren Pankreaskarzinome sind, stellt es die funfthaufigste
Todesursache weltweit dar. Von entscheidender prognostischer Bedeutung ist das Stadium
der Erkrankung bei Diagnosestellung und der histologische Typ. Insbesondere haben
Zystadenokarzinome des Pankreas eine wesentlich bessere Prognose (1, 2, 38, 47, 106). Zu
den bekannten Risikofaktoren der Entstehung eines Pankreaskarzinomes gehdhren das
Rauchen und wahrscheinlich die chronische Pankreatitis. Auch eine familiare Disposition
wurde durch den Nachweis von Keimbahnmutationen in den Tumorsuppressorgenen pl6
und BRCAZ2 gesehen. Insgesamt ist anzunehmen, dal’ durch eine genetische Pradisposition
bzw. durch exogene Noxen genetische Veradnderungen herbeigefihrt werden, die das
Konzept einer multifaktoriellen Genese der Entstehung der Pankreaskarzinome unterstitzen.
So konnten bei Pankreaskarzinomen in bis zu 100% Mutationen der K-ras-Onkogene und in
bis zu 76% der p53-, 96% der pl16- und 50% der DPC4- Tumorsuppressorgene gefunden
werden (6, 14, 40, 41, 49, 71, 117, 119, 155).

Eine p53-Uberexpression fanden wir in 42.9% der 35 untersuchten Pankreaskarzinome. Es
bestand eine 100%ige Konkordanz zwischen den beiden verwendeten p53 Antikérpern DO-
1 und Pab 1801. Eine Assoziation zwischen dem immunhistochemischen Nachweis von p53
und den untersuchten klinischen und histopathologischen Parametern beobachteten wir nicht
(Tab.7, Abb.17,18). In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigten die bisherigen
Untersuchungen keinen sicheren Zusammenhang zwischen der p53- Immunoreaktivitat, dem
Tumorstadium und dem histologischen Grading (71, 161, 166). Im Gegensatz zu unseren
Befunden konnte in einigen Studien eine signifikante Korrelation zwischen einer p53-
Akkumulation und einer verkiirzten Uberlebenszeit beobachtet werden (104, 161). Es finden

sich aber auch Studien, in denen ein Zusammenhang fehlt (166). Interessant war die
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Beobachtung von verschiedenen Autoren, die bereits eine Akkumulation von p53 in den
duktalen Lasionen des Pankreaskarzinomes nachweisen konnten (10, 166). Diese Befunde
lieRen sich durch direktes Sequenzieren bestéatigen und sind ein handfestes Indiz des frihen
Auftretens von p53-Mutationen in der Onkogenese des Pankreaskarzinomes (10, 28, 166).
So kann die immunhistochemische Aufarbeitung von Gewebeproben die Diagnhose eines
Pankreaskarzinomes bei der Differentialdiagnose zur chronischen Pankreatitis unterstiitzen,
da bei der chronischen Pankreatitis der immunhistochemische Nachweis von p53 im

proliferierten Gangepithel fehlt (16).

Im Serum von Patienten mit Pankreaskarzinomen wurde das Auftreten von p53-AAK in bis
Zu 28% beobachtet (82, 96, 116). Vergleichbar fanden wir bei 7/35 (20%) Patienten p53-AAK
im Serum. Auffallig war die Tendenz, dall mit fortschreitendem Tumorstadium und
schlechterem Grading vermehrt p53-AAK nachgewiesen werden konnten. Zu &hnlichen
Ergebnisse kamen Marxen et al. 1994 (96) und Laurent-Puig et al. 1995 (82), die p53-AAK
nur in fortgeschrittenen Tumorstadien mit bereits bestehender Lebermetastasierung oder
Infiltration der benachbarten Organe fanden. Erwartungsgem&l war die mediane
Uberlebenszeit der p53-AAK positiven Patienten in unserer Studie mit 3 Monaten signifikant
reduziert (Tab.11; Abb.19,20). Das Auftreten der p53-AAK in fortgeschrittenen Tumor-
stadien spricht eher fur die Theorie eines Freiwerdens von p53-Protein durch Tumorzell-
nekrose als fur spezielle intrazellulare Mechanismen, die eine AntikOrperreaktion auslosen.
Bei einigen wenigen Patienten wurden p53-AAK im Serum bei benignen
Pankreaserkrankungen gefunden, so dal® bei kurzer Nachbeobachtungszeit die Mdglichkeit
eines okkulten Karzinomes diskutiert wurde (82, 96). Allerdings spricht die Beobachtung von
Raedle et al. 1996 (116) gegen diese Hypothese, da 5 der untersuchten Patienten mit akuter
bzw. chronischer Pankreatitis wahrend eines Nachbeobachtungszeitraumes von 281-647
Tagen kein Malignom entwickelten. 2 der p53-AAK positiven Patienten zeigten mit den
beiden verwendeten p53-Antikérpern DO-1 und Pab 1801 immunhistochemisch keine
Kernfarbung. Ein Nachweis von p53-AAK bei fehlendem immunhistochemischen Nachweis
konnte auch bei einer Reihe von anderen malignen Erkrankungen gesehen werden. Neben
der Mdglichkeit eines falsch negativen Ergebnisses wurden eine heterogene Verteilung der
Akkumulation des p53-Proteins im Tumorgewebe, Mutationen im p53-Gen, welche zu
verkirzten Proteinen fihren und Interaktionen mit viralen und zellularen Proteinen diskutiert
(101, 122, 148, 156).
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Die Effizienz der routinemafigen Bestimmung der Tumormarker CA 19-9 und CEA bei
Pankreaskarzinomen werden in der Literatur kontrovers diskutiert. CEA ist zu unspezifisch
zur Diagnostik und zum Screening des Pankreaskarzinomes. CA 19-9 hat zwar eine deutlich
bessere Sensitivitat, wird aber nur in der Halfte der Patienten mit einem Pankreaskarzinom
unter 2 cm gefunden. Die Bedeutung liegt vor allem in der Differentialdiagnose des
Pankreaskarzinomes zur chronischen Pankreatitis und zur postoperativen Verlaufskontrolle.
Einschrankend muf sicherlich erwahnt werden, dal3 ein erneuter postoperativer Anstieg
haufig frihzeitig ein Rezidiv anzeigt, aber nur in den wenigsten Fallen eine sinnvolle Therapie
sowohl in kurativer als auch in palliativer Intention maoglich ist. Hierdurch wird der Wert der

prognostischen Information deutlich reduziert.

Ein positives CA 19-9 und CEA fanden wir bei einem cut off von 37 U/l und 2.5 ng/ml im
Serum bei 22 (62.9%) und 20 (57.1%) der Patienten. In der Literatur wird eine Sensitivitat bis
zu 90% und eine Spezifitdt gegeniber benignen gastrointestinalen Erkrankungen von 60-
70% fur CA 19-9 angegeben (56, 75). CEA spielt bei Pankreaskarzinomen als Zweitmarker
bei negativem CA 19-9 nur eine untergeordnete Rolle. P53-AAK scheinen auch unabhangig
von anderen Tumormarkern bei Pankreaskarzinomen aufzutreten. So konnten wir bei drei
Patienten mit negativen CA 19-9 und bei zwei Patienten mit negativen CEA p53-AAK im
Serum der Patienten finden. Bei bestehender hoher Spezifitat der p53-AAK fir Malignitat
konnte die kombinierte Bestimmung von CEA, CA 19-9 und p53-AAK im Serum bei der
Differenzierung zwischen benignen und malignen Pankreaserkrankungen in ausgesuchten
schwierigen diagnostischen Féllen helfen. Laurent-Puig et al. (82) fanden in einer Studie von
1995 eine Spezifitdt von 72% fir CEA, 52% fiur CA 19-9 und 96% flur p53-AAK. Eine
kombinierte Bestimmung von CA 19-9 und p53-AAK steigerte die Spezifitat gering auf 97%

und die Sensitivitat auf 98%.

Insgesamt scheint der Nachweis von p53-AAK bei Pankreaskarzinomen, vergleichbar mit
Mamma- und Kolonkarzinomen, fir eine besonders schlechte Prognose zu stehen (62, 101,
111, 129). Interessant ist, dal das Auftreten von p53-AAK anscheinend nicht durch eine
Cholestase beeinflu®t wird (82). Aufgrund der geringen Sensitivitat der p53-AAK und dem
haufigen Auftreten erst im fortgeschrittenen Tumorstadium scheint eine routinemaRige
Bestimmung der p53-AAK nicht sinnvoll zu sein. Denkbar wére ein gezielter Einsatz zur
Differenzierung zwischen benignen und malignen Pankreaserkrankungen und die Bildung
einer Subgruppe von Patienten, welche bei extrem schlechter Prognose einem besonderen

Therapieschema unterzogen werden sollten.
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4.3. Osophaguskarzinom und p53- Autoantikorper

Die Inzidenz des Osophaguskarzinomes zeigt starke geographische Unterschiede mit
besonders hohem Risiko in Sidostasien, Frankreich, Finnland, Chile und Brasilien. Die
Haufigkeit in Deutschland ist mit etwa 2000 Neuerkrankungen jahrlich konstant, die
Prognose mit einer 5-Jahres- Uberlebensrate von etwa 8% besonders schlecht (8, 32, 120,
136). Eine Verbesserung der Prognose ware durch eine friihzeitige Diagnostik denkbar. Eine
regelmaRige endoskopische Diagnostik gro3er Patientenkollektive durfte den Aufwand und
die Effektivitat solcher Screeninguntersuchungen nicht rechtfertigen, so dal’ die Suche nach

geeigneten und kostenglinstigen Methoden fortbesteht.

In bis zu 85% der Adeno- und Plattenepithelkarzinome des Osophagus wurden Aberrationen
im p53-Gen bzw. eine Uberexpression von p53-Protein beschrieben (9, 34, 58, 67, 126, 127,
151). Die haufigsten Mutationen sind missense-Mutationen und betreffen die Exone 5-8 mit
einer Pradominanz fur Exon 5 und 6 (9, 59, 67). Wir fanden Ubereinstimmend zu den
Angaben in der Literatur bei 12/25 (48%) der Patienten immunhistochemisch eine positive
nukleare Markierung des p53-Proteins mit den monoclonalen Antikérpern DO-1 und PAb
1801 (9, 34, 127, 149, 151). Eine Assoziation zum Alter, Geschlecht, Tumorstadium,
Tumorgrading und histologischen Klassifizierung wurde nicht beobachtet. Auch die mediane
Uberlebenszeit zeigte keine wesentlichen Unterschiede (Tab.10). Die prognostische
Bedeutung des immunhistochemischen Nachweises von p53 wird kontrovers diskutiert. Es
konnte sowohl eine positive als auch eine fehlende Korrelation gezeigt werden (17, 108,
128). Allerdings scheint die Wildtyp-Funktion des p53 fir die Apoptoseinduktion in
Osophaguskarzinomzellen nach Chemo- und Strahlentherapie notwendig zu sein (100).
Weiterhin wurde mit Zunahme der Dysplasie des Epithels beim Barrett' Osophagus bis zum
Barrett' Karzinom eine Steigerung des prozentualen Anteils an p53- Mutationen beobachtet,
so dall anzunehmen ist, dal der Verlust der Wildtypfunktion des p53 die maligne
Transformation von Zellen unterstitzt (69, 108, 130, 139). Wenn auch diese Ergebnisse eher
fur eine prognostische Bedeutung der Akkumulation von p53 sprechen, bleibt abzuwarten, ob
vergleichbare Studien mit groReren Patientenzahlen und langeren Nachbeobachtungszeiten

diese Hypothese bestatigen kénnen.
Interessant ist, dal? sowohl in prakanzerésen Lasionen des Osophagus als auch in einer

geringen Anzahl von normalen Plattenepithelzellen eine Uberexpression von p53 gefunden

werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen fir ein friihzeitiges Auftreten von p53-Mutationen
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wahrend der Onkogenese des Osophaguskarzinomes und kénnten erklaren, weshalb keine
Unterschiede in der Uberexpression von p53 in den verschiedenen Tumorstadien gefunden
wurden (17, 69, 105, 130, 139, 151).

Neben dem immunhistochemischen Nachweis von p53 beobachteten wir bei 7 (28%) der 25
Patienten p53-AAK im Serum unabhéngig vom histologischen Typ. Ein Nachweis von p53-
AAK war nicht gleichbedeutend mit einer Akkumulation von p53 in den Tumorzellen. Zwei
Osophagustumoren zeigten bei positiven p53-AAK keine immunhistochemische Anfarbung
mit den beiden monoclonalen Antikérpern DO-1 und PAb 1801. Uber &hnliche Resultate ist
bei einer ganzen Anzahl von malignen Tumoren berichtet worden (101, 122, 148, 156).
Vergleichbar mit unseren Ergebnissen konnte von Breveren et al. (13) in einer Studie von
1996 im Serum von 65 Patienten mit einem Osophaguskarzinom bei 16 (25%) Patienten
zirkulierende p53-AAK finden. 12 der Patienten, welche zirkulierende p53-AAK im Serum
hatten, zeigten sowohl immunhistochemisch eine Akkumulation von p53 als auch in der
Sequenzierung Mutationen im Exon 5-8. Es dominierten Mutationen im Exon 7 und 8.
Uberwiegend handelte es sich um missense-Mutationen. Ein fehlender immunhisto-
chemischer Nachweis des p53-Proteins muf3 daher nicht mit einem Proteinverlust
einhergehen. Zu dem konnen zellulare und virale Proteine zu einer Maskierung der
Bindungsstellen des p53-Proteins fihren, so daf} ein negativer immunhistochemischer
Nachweis resultiert, die antigene Wirkung und damit die Bildung von p53-AAK jedoch
fortbestehen kann. Auch bei der Sequenzierung von seronegativen Tumoren konnten bei
positvem immunhistochemischen Nachweis missense-Mutationen, welche das gleiche Codon
betrafen, gefunden werden. Da sowohl immunhistochemisch negative Patienten als auch
gleiche Mutationen bei seronegativen und seropositiven Patienten beschrieben wurden,
bleibt der Mechanismus der Immunantwort unklar. Wahrscheinlich ist, dal} auch eine
strukturelle Veréanderung des Proteins in Verbindung mit einem besonderen Mechanismus

der Antigenprasentation zu einer B-Zellreaktion fihren kann (13).

In Ubereinstimmung zu von Breveren et al. 1996 (13) beobachteten wir bei 7 (28%) der 25
Patienten p53-AAK. Die prozentuale Verteilung der p53-AAK in Beziehung zum
Tumorstadium, Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation und histologischen Typ zeigte keine
Unterschiede. Haufiger wurden p53-AAK im Tumorgrad Il gesehen, die mediane
Uberlebenszeit der Patienten wahrend eines Nachbeobachtungszeitraumes von 24 Monaten
unterschied sich bei den RO-resezierten Osophaguskarzinomen in Abhangigkeit vom p53-
AAK- Status nicht (Tab.11,16; Abb.24,25). Vergleichbare Untersuchungen bei
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Osophaguskarzinomen finden sich in der Literatur nicht, so daR abzuwarten bleibt, ob den
p53-AAK eine prognostische Bedeutung bei den Osophaguskarzinomen zukommt. Bei
gleichmaRiger Verteilung von p53-AAK in den untersuchten Tumorstadien ist sicherlich ein
Auftreten von zirkulierenden p53-AAK in prakanzertsen Lasionen denkbar. So konnte die
Bestimmung von p53-AAK bei Risikopatienten, wie dies bei Patienten mit der Entwicklung
eines Bronchial- oder hepatozellularen Karzinomes gezeigt werden konnte, von
diagnostischer Bedeutung sein (92, 144, 145).

Um eine kurative Therapie des Osophaguskarzinomes zu ermdoglichen, ist die
Diagnosesicherung im allgemeinen in einem noch asymptomatischen Tumorstadium
notwendig. Endoskopische Verfahren sind fur die Screeninguntersuchung bei geringer
Pravalenz der Osophaguskarzinome nicht geeignet. Der Einsatz geeigneter Tumormarker
kénnte daher bei der Friherkennung Bedeutung erlangen. Bisherige Untersuchungen
erbrachten keine erfolgversprechenden Ergebnisse. Die Tumormarker CEA, CA 19-9, CA
125 und SCC haben nur eine geringe Spezifitdt und Sensitivitdt, auch eine kombinierte
Bestimmung zeigte keinen wesentlichen Vorteil (39, 77, 97). In unserer Untersuchung waren
unabhangig vom histologischen Tumortyp und -stadium 56% CEA und nur 8% CA 19-9
positiv. Bei begrenzter Anzahl der Patienten sind unsere Ergebnisse mit anderen Arbeiten
vergleichbar (39, 77). Kraus et al. (77) fanden 1990 eine Sensitivitat fir CEA von 30% und
fur CA 19-9 von 23% bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen. Mealy et al. (97) konnten
1996 bei einer kombinierten Bestimmung von CEA, CA 19-9, CA 125 und SCC eine
Sensitivitdt von nur 64% zeigen und kamen zu dem Schluf3, daf3 auch eine kombinierte
Bestimmung von Tumormarkern beim Osophaguskarzinom keinen diagnostischen und
therapeutischen Gewinn bringt und als Screeningparameter ebenfalls nicht geeignet sind.
Wenn unsere Ergebnisse auch zeigen konnten, dal3 3 Patienten weder CEA noch CA 19-9
positiv. waren, aber positive p53-AAK im Serum hatten, scheint eine wesentliche
Verbesserung der Sensitivitdt bei kombinierter Bestimmung nicht mdglich zu sein. Denkbar
wére der Einsatz von p53-AAK zum Screening von Risikopatienten mit suspekten
endoskopischen Befunden und unklarer Histologie, um eine frihzeitige Sicherung der

Diagnose bei hoher Spezifitdt der p53-AAK fir Malignitéat zu gewahrleisten.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden vom 1. Januar 1995 bis zum 31. Mé&rz 1996 prospektiv 74
Patienten mit Magenkarzinom, 35 Patienten mit Pankreaskarzinom und 25 Patienten mit
Osophaguskarzinom, die in der Klinik fur Allgemeinchirurgie der Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg behandelt wurden, untersucht.

Ziel war es, festzustellen, inwieweit p53-AAK im Serum der Patienten nachweisbar sind und
ob eine Korrelation zu klinischen und histopathologischen Parametern besteht. Weiterhin
wurden die p53-AAK mit dem immunhistochemischen Nachweis von p53-Protein im

Tumorgewebe und mit den Tumormarkern CEA und CA 19-9 verglichen.

Die Bestimmung der p53-AAK erfolgte mit einem Sandwich-ELISA und der
immunhistochemische Nachweis von p53 durch die beiden p53-Antikérpern DO-1 und PAb
1801.

Bei 15 (20.3%) der 74 Patienten mit Magenkarzinom konnten p53-AAK im Serum
nachgewiesen werden. Eine signifikante Korrelation wurde zwischen dem Auftreten von p53-
AAK und dem Tumorstadium (p=0.0291), einer verkiirzten Uberlebenszeit (p=0.0114) sowie
einer verringerten medianen Uberlebenszeit der RO-resezierten Magenkarzinome (p=0.0314)
gefunden. Ebenfalls fanden sich haufiger p53-AAK bei positivem Lymphknotenstatus und
einer Tumorlokalisation im Bereich des proximalen Magens. Bei 3 (4.1%) der Patienten ohne
pathologisch erhdohte Tumormarker CEA und CA 19-9 konnten p53-AAK im Serum

beobachtet werden.

Bei 7 (20%) der 35 Pankreaskarzinompatienten waren p53-AAK im Serum nachweisbar.
Auffallig war, dal3 alle p53-AAK positiven Patienten im Untersuchungszeitraum verstarben
und die mediane Uberlebenszeit signifikant reduziert war (p=0.0098). Das Auftreten der p53-
AAK war unabhangig vom Alter, Geschlecht, Tumorstadium und Tumordifferenzierung.
Immunhistochemisch konnte bei 15 (42.9%) Pankreastumoren p53 nachgewiesen werden, 2
der 7 p53-AAK positiven Patienten zeigten immunhistochemisch keine p53-Markierung. Eine
Korrelation zu klinischen und histopathologischen Parametern bestand nicht. P53-AAK
konnten bei 2 Patienten mit in Norm befindlichen Tumormarkern CEA und CA 19-9 gefunden

werden.
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Ein Nachweis von p53-AAK im Serum gelang bei 7/25 (28%) der Osophagus-
karzinompatienten. 6 der 7 p53-AAK positiven Patienten und nur 9 der 18 p53-AAK
negativen Patienten konnten unter kurativer Zielsetzung operiert werden. Auch unter den
Osophaguskarzinompatienten befanden sich 2 Patienten mit positivem Nachweis von p53-
AAK aber fehlender immunhistochemischer Markierung der Tumorgewebe. Bei 3 (12%) der
Patienten konnten p53-AAK bei fehlendem positiven Nachweis der Tumormarker CEA und
CA 19-9 beobachtet werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, da’ sich p53-AAK im Serum von Magen,- Pankreas-
und Osophaguskarzinompatienten nachweisen lassen. Bei Magenkarzinomen und
Pankreaskarzinomen scheint das Auftreten der p53-AAK eher ein spates Ereignis in der
Tumorgenese zu sein. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 das Auftreten von p53-AAK
mit einer ungunstigen Prognose verbunden ist. Ein Nachweis von p53-AAK im Serum muf3
nicht mit einem immunhistochemischen Nachweis von p53 im Tumorgewebe verbunden sein

und tritt unabhéngig von den beiden Tumormarkern CEA und CA 19-9 auf.

Die Bestimmung der p53-AAK kdnnte bei Magen- und Pankreaskarzinomen zur Bildung einer
Subgruppe mit besonders schlechter Prognose beitragen und aufgrund seiner hohen
Spezifitat fur Malignitat stellt der Nachweis von p53-AAK wahrscheinlich eine Mdéglichkeit dar,
zwischen benignen und malignen Pankreaserkrankungen zu differenzieren. Auch die
Sensitivitdt der konventionellen Tumormarker kénnte durch die zusatzliche Bestimmung der
p53-AAK erhoht werden. Bei etwa gleichméaRiger Verteilung der p53-AAK in den
unterschiedlichen Tumorstadien der Osophaguskarzinompatienten ist eine routinemafige
Bestimmung sicherlich nicht sinnvoll. Weitere Untersuchungen missen zeigen, ob bei
Risikopatienten die Bestimmung der p53-AAK im Sinne eines Screening zur frihzeitigen

Diagnosesicherung beitragen kann.
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7. Anhang

Tab.3 Immunhistochemischer Nachweis von p53 in Abhangigkeit von

klinischen und histopathologischen Daten der Magenkarzinompatienten

p53 pos p53 neg gesamt
Alter Jahre(median) 26-82(62.2) 37-85(66.2) 65.2(26-85)
Geschlecht(%) weiblich 15(20.3) 19(25.7) 34(45.9)
mannlich 17(23.0) 23(31.1) 40(54.1)
Tumorstadium(%) la 3(4.1) 3(4.1) 6(8.1)
Ib 1(1.4) 4(5.4) 5(6.8)
I 2(2.7) 3(4.1) 5(6.8)
Ila 4(5.4) 6(8.1) 10(13.5)
Illb 9(12.2) 8(10.8) 17(23.0)
\Y 13(17.6) 18(24.3) 31(41.9)
Grading(%) | 1(1.4) 2(2.7) 3(4.1)
I 6(8.1) 10(13.5) 16(21.6)
1] 25(33.8) 30(40.5) 55(74.3)
Lokalisation(%) Cardia 12(16.2) 18(24.3) 30(40.5)
Corpus 11(14.9) 11(14.9) 22(29.7)
Antrum 4(5.4) 10(13.5) 14(18.9)
Stumpf 5(6.8) 3(4.1) 8(10.8)
Lauren(%) intestinal 16(21.6) 22(29.7) 38(51.4)
diffus 16(21.6) 20(27.0) 36(48.6)
Therapie(%) GE/ PE 8(10.8) 7(9.5) 15(20.3)
pall. Gastrektomie 2(2.7) 7(9.5) 9(12.2)
Gastrektomie 14(18.9) 21(28.4) 35(47.3)
erw. Gastrektomie 6(8.1) 7(9.5) 13(17.6)
4/5 Resektion 2(2.7) 0 2(2.7)
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Tab.4

p53-Autoantikérper in Abhangigkeit zu klinischen und

histopathologischen Daten der Magenkarzinompatienten

p53-AAK pos p53-AAK neg gesamt
Alter Jahre(median) 37-80(63.9) 26-85 (64.7) 65.2(26-85)
Geschlecht weiblich (%) 7(9.5) 27(36.5) 34(45.9)
mannlich (%) 8(10.8) 32(43.2) 40(54.1)
Tumorstadium la (%) 0 6(8.1) 6(8.1)
Ib (%) 1(1.4) 4(5.4) 5(6.8)
11 (%) 0 5(6.8) 5(6.8)
Illa (%) 4(5.4) 6(8.1) 10(13.5)
I1Ib (%) 3(4.1) 14(18.9) 17(23.0)
IV (%) 7(9.5) 24(32.4) 31(41.9)
Lymphknoten positiv (%) 14(18.9) 47(63.5) 61(82.4)
negativ (%) 1(1.4) 12(16.2) 13(17.6)
Grading | (%) 1(1.4) 2(2.7) 3(4.1)
11 (%) 1(1.4) 15(20.3) 16(21.6)
11 (%) 13(17.6) 42(56.8) 55(74.3)
Lokalisation Cardia (%) 9(12.2) 21(28.4) 30(40.5)
Corpus (%) 2(2.7) 20(27.0) 22(29.7)
Antrum (%) 3(4.1) 11(14.9) 14(18.9)
Stumpf (%) 1(1.4) 7(9.5) 8(10.8)
Lauren intest. (%) 7(9.5) 31(41.9) 38(51.4)
diffus (%) 8(10.8) 28(37.8) 36(48.6)
Therapie GE/ PE (%) 4(5.4) 11(14.9) 15(20.3)
pall.Gastr.(%) 1(1.4) 8(10.8) 9(12.2)
Gastrekt.(%) 7(9.5) 28(37.8) 35(47.3)
erw. Gastr.(%) 3(4.1) 10(13.5) 13(17.6)
4/5 Resekt.(%) 0 2(2.7) 2(2.7)
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Tab.6 p53-Autoantikérper in Abhangigkeit zu klinischen und

histopathologischen Daten der Pankreaskarzinompatienten

p53-AKK p53-AKK gesamt
pos neg
Alter Jahre 54-72 52-74 52-74
(median) (62.6) (62.2) (62.2)
Geschlecht weiblich(%) 1(2.9) 12(34.3) 13(37.1)
mannlich(%) 6(17.1) 16(45.7) 22(62.9)
Stadium 1(%) 1(2.9) 7(20.0) 8(22.9)
111(%) 2(5.7) 8(22.9) 10(28.6)
1V(%) 4(11.4) 13(37.1) 17(48.6)
Lymphknoten positiv (%) 7(20.0) 21(60.0) 28(80.0)
negativ (%) 0 7(20.0) 7(20.0)
Grading 1(%) 1(2.9) 2(5.7) 3(8.6)
11(%) 2(5.7) 11(31.4) 13(37.1)
111(%) 4(11.4) 13(37.1) 17(48.6)
n.d.(%) 0 2(5.7) 2(5.7)
Lokalisation Caput(%) 5(11.4) 21(60.0) 26(74.3)
Corpus(%) 1(2.9) 5(14.3) 6(17.1)
Cauda(%) 1(2.9) 2(5.7) 3(8.6)
Therapie pall./PE(%) 4(11.4) 9(25.7) 13(37.1)
Whipple(%) 3(8.6) 13(37.1) 16(45.7)

Linksres.(%) 0 6(17.1) 6(17.1)




Tab.8

Autoantikdrperstatus der Osophaguskarzinompatienten

Klinische und histopathologische Daten in Beziehung zum p53-

p53-AAK pos p53-AAK neg gesamt
Alter Jahre(median) 43-73(61.9) 45-91(63.2) 43-91(62.8)
Geschlecht weiblich(%) 1(4.0) 3(12.0) 4(16.0)
mannlich(%) 6(24.0) 15(60.0) 21(84.0)
Stadium 11a(%) 2(8.0) 3(12.0) 5(20.0)
11b(%) 1(4.0) 1(4.0) 2(8.0)
111(%) 3(12.0) 8(32.0) 11(44.0)
V(%) 1(4.0) 6(24.0) 7(28.0)
Lymphknoten positiv (%) 5(20.0) 15(60.0) 20(80.0)
negativ (%) 2(8.0) 3(12.0) 5(20.0)
Grading 1(%) 0 0 0
11(%) 6(24.0) 8(32.0) 14(56.0)
111(%) 1(4.0) 8(32.0) 9(36.0)
n.d.(%) 0 1(4.0) 1(4.0)
Lokalisation proximal(%) 0 1(4.0) 1(4.0)
medial(%) 1(4.9) 5(20.0) 6(24.0)
distal(%) 6(24.0) 12(48.0) 18(72.0)
Histologie Plattenepithel-Ca(%) 4(16.0) 15(60.0) 19(76.0)
Adeno-Ca. (%) 3(12.0) 2(8.0) 5(20.0)
neuroendokr.diff. 0 1(4.0) 1(4.0)
Therapie Osophagektomie(%) 6(24.0) 8(32.0) 14(56.0)
pall./PE(%) 1(4.0) 10(40.0) 11(44.0)
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8. Thesen

1. p53-Autoantikdrper konnten bei 20.3% (15/74) der Patienten mit Magenkarzinom, bei
20% (7/35) mit Pankreaskarzinom und bei 28% (7/25) mit Osophaguskarzinom

nachgewiesen werden.

2. Der Nachweis von p53-Autoantikbrpern ist hochspezifisch fir Malignitat, bei allen
untersuchten Patienten mit benignen Erkrankungen konnten keine zirkulierenden p53-

Autoantikorper gefunden werden

3. Das Auftreten von p53-Autoantikorpern geht bei Magenkarzinompatienten mit einer
schlechten Prognose einher, es bestand eine signifikante Korrelation zu einem fortge-
schrittenen Tumorstadium und einer verkiirzten Uberlebenszeit. Alle postoperativ p53-

Autoantikdrper positiven Patienten verstarben innerhalb der ersten 14 Monate.

4. Mit einer schlechten Prognose war der Nachweis von p53-Autoantikérpern bei Patienten
mit Pankreaskarzinom verbunden. Die mediane Uberlebenszeit der p53-Autoantikrper
positiven Patienten war mit 2 Monaten gegentber 13 Monaten der p53-Autoantikdrper

negativen Patienten verkurzt.

5. Bei Magen- und Pankreaskarzinompatienten scheint das Auftreten von p53-

Autoantikdrpern ein spates Ereignis in der Onkogenese zu sein.

6. Das Auftreten von p53-Autoantikdrpern war fast immer mit einem immunhisto-
chemischen Nachweis von p53 bei allen drei Tumorentitdten verbunden. Nur bei vier
Patienten konnte mit den beiden p53-Antikdrpern DO-1 und Pab 1801 kein p53-Protein

in den Tumorgeweben nachgewiesen werden.
7. Bei den Osophaguskarzinompatienten konnten zwischen dem Auftreten von p53-

Autoantikérpern und den untersuchten klinischen und histopathologischen Parametern

keine Beziehungen gefunden werden.
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10.

Der immunhistochemische Nachweis von p53 zeigte in unserer Untersuchung keinen
Zusammenhang zu klinischen- und histopathologischen Parameter bei den Magen-,

Pankreas- und Osophaguskarzinomen.

Eine pathologische Erhéhung der Tumormarker CEA und CA 19-9 zeigte keine
Abhangigkeit zum Auftreten der p53-Autoantikdrper im Serum. Bei Magen-, Pankreas-
und Osophaguskarzinompatienten fanden sich p53-AAK bei in Norm befindlichen
Tumormarkern, so dald sie eine Licke der herkdmmlichen Tumormarker schlie3en

koénnten.
Eine zusétzliche Bestimmung der p53-AAK koénnte zur Bildung einer Subgruppe von

Patienten mit besonders schlechter Prognose und zum Screening von Risikopatienten

herangezogen werden.
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