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1. EINLEITUNG

1.1. Grundlagen

1.1.1. Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) gehort zu den hdufigsten malignen Erkrankungen
und stellt derzeit weltweit bei Ménnern die dritthdufigste und bei Frauen die
zweithdufigste Tumorerkrankung dar. Die altersstandardisierte Inzidenzrate des KRK
ist hdufiger bei Ménnern (20,6 pro 100.000) als bei Frauen (14,3 pro 100.000). Das
Erkrankungsrisiko steigt mit fortschreitendem Alter stetig an. Dem entspricht ein
mittleres Erkrankungsalter von 71 Jahren bei Médnnern bzw. 75 Jahren bei Frauen. Mehr
als die Hélfte der Betroffenen erkrankt jenseits des 70. Lebensjahres, nur etwa 10 %
vor dem 55. Lebensjahr. Das rektale Karzinom tritt meist schon etwas frither auf als
proximale und distale Kolontumoren: 63 Jahre bei Frauen und 65 Jahre bei Mannern.
Betrachtet man die Mortalitiit der Erkrankung so liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
beim Rektumkarzinom mit 66,5% nur geringfiligig hoher als die des Kolonkarzinoms
(64,2%). Das stadienspezifische Uberleben ist jedoch bei beiden Tumoren nahezu

gleich.

1.1.2. Anatomische Grundlagen

Als Kolonkarzinome werden diejenigen Tumore bezeichnet, deren aboraler Rand mehr
als 16 cm von der Anokutanlinie entfernt liegt !. Die arterielle Blutversorgung erfolgt
fiir das rechte Kolon und das Querkolon iiber die Arteria mesenterica superior (A.
mesent. sup.), wahrend die Abschnitte distal der Flexura lienalis liber die Arteria
mesenterica inferior (A. mesent. inf.) versorgt werden. Der vendse Abfluss des rechten
Hemikolons und Colon transversum erfolgt parallel zu den arteriellen Gefédf3en,
wihrend sich das Blut aus dem linken Hemikolon in der Vena mesenterica inferior (V.
mesent. inf.) sammelt, mit der V. lienalis zusammenflie3t und in der Pfortader endet.
Der Lymphabfluss erfolgt ebenfalls entlang der Arterien und umfasst 4
Lymphknotenstationen: epikolische, parakolische, intermedidre und zentrale (aorten-

nahe).

Rektumkarzinome werden je nach Region des Auftretens in obere, mittlere und untere

Karzinome unterteilt 2. Die arterielle Blutversorgung erfolgt dementsprechend iiber die



Arteria rectalis superior, media und inferior. Das vendse Blut flieBt aus den oberen
Rektalgefdflen liber die V. mesent. inf. in die Pfortader. Die mittleren und unteren
Rektalgefifle miinden iiber die V. iliaca interna in die V. cava inferior. Der lymphogene
Abfluss erfolgt ebenfalls in 2 Richtungen: Tumoren des oberen und mittleren
Rektumdrittels drainieren groBtenteils entlang der A. rectalis superior, wéhrend
diejenigen im unteren Rektumdrittel nach kranial und lateral entlang der A. rectalis
media drainieren. Tumorbedingte Lymphbahnblockaden konnen allerdings auch

retrograde Drainage verursachen.

Aus der Blut- und Lymphdrainage lassen sich die Metastasierungswege des
kolorektalen Karzinoms herleiten: die hamatogene Ausbreitung folgt dem vendsen
Abfluss tliber die V. portae in die Leber bzw. beim distalen Rektumkarzinom tiiber die
V. cava inferior primir in die Lunge. Leber (75%) und Lunge (15%) sind
dementsprechend am héaufigsten betroffen. Erst danach folgen andere Organe bzw. das
Gehirn (Kaskadentheorie). Bei 25% aller Tumoren sind bereits zum Diagnosezeitpunkt
Lebermetastasen nachweisbar. Bei mehr als 50% der Patienten entwickeln sich diese

im Laufe der Zeit 3.

Die lymphogene Metastasierung des Kolonkarzinoms erfolgt in der Regel sequentiell,
d.h. iiber die epikolischen und parakolischen Lymphknoten an den Marginalgefdl3en
der Darmwand entlang zu den intermedidren Lymphknoten und dann zu den zentralen
Lymphknoten an den GefdBstimmen. In etwa 5% der Félle konnen aber auch

sogenannte “Skip-Metastasen” vorkommen, die Lymphknotenstationen iiberspringen .

Die lymphogene Metastasierung des Rektumkarzinoms erfolgt in 3 Richtungen je nach
Tumorlokalisation. Tumoren des oberen Drittels infiltrieren hauptsidchlich die
paraaortalen Lymphknoten. Je weiter distal der Primdrtumor lokalisiert ist, desto

haufiger sind zusétzlich iliakale bzw. inguinale Lymphknoten betroffen.

1.1.3. Atiologie

Die Atiologie des KRK ist mit vielen verschieden Einflussfaktoren verbunden. Eine
ballaststoffarme Didt mit einer gleichzeitigen fleischreichen Erndhrung (vor allem
rohes Fleisch) gilt als sichere Risikofaktoren bei der Karzinogenese. Dariiber hinaus
sind Fettleibigkeit und mangelnde korperliche Aktivitdit mit einem erhdhten

Krankheitsrisiko assoziiert. Nikotin- und Alkoholkonsum sind ebenfalls positiv
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korreliert mit der Entstehung eines KRK. Zu den Risikogruppen gehoren des Weiteren
Patienten mit langjihrig bestehender Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn 3.
Dementsprechend konnte eine friihzeitige Intervention in Form einer medikamentdsen
oder chirurgischen Behandlung das Malignomrisiko bei den betroffenen Individuen
deutlich reduzieren. Schlielich stellt auch eine positive Familienanamnese einen
wesentlichen Risikofaktor fiir das Auftreten eines KRK dar !. Allerdings ist nur ein
kleiner Teil der Tumore (5-10%) hereditir bedingt. Das hereditidre nichtpolypdse
kolorektale Karzinom (HNPCC; oder auch als Lynch-Syndrom bekannt) stellt die

hdufigste Form der hereditiren KRK Syndrome dar, wihrend die familiédre

adenomatdse Polyposis (FAP) wesentlich seltener auftritt °.

Fiir das HNPCC sind Mutationen der DNA Missmatch-Repair-Gene (MMR Gene)
verantwortlich. Bei Inaktivierung dieser Gene ist die Reparatur von DNA Schéden
gestort, sodass sich Mutationen im zelluldiren Genom anhdufen und es in Folge zu
unkontrollierter Zellproliferation kommt. Das HNPCC ist daher auch mit der
Entstehung zahlreicher weiterer maligner Tumoren assoziiert. Hierzu zdhlen z.B.
Endometriumkarzinome, Ovarialkarzinome sowie Magen-, Urothel- und

Pankreaskarzinome 7%,

Bei der FAP handelt es sich ursdchlich um eine Mutation des Adenomatosis-Polyposis-
Coli-(APC-) Gens, das autosomal-dominant vererbt wird °. Schon im Alter von 30
Jahren haben sich bei den betroffenen Personen zumeist zahlreiche Polypen in Kolon
und Rektum entwickelt. Bis zum 40. Lebensjahr erfolgt dann in der Regel die
Progression zum Karzinom !°. Bei Patienten mit FAP stellt eine Kolektomie bereits im

Alter von 20 Jahren die einzige effektive MaBBnahme zur Pravention eines KRK dar.

1.1.4. Pathogenese

Im Vordergrund der Entstehung des KRK steht die Theorie der Adenom-Karzinom
Sequenz, d.h. aus gutartigen Vorstufen heraus entwickelt sich allméhlich (meist nach
7-10 Jahren) ein Karzinom !!'. Die molekularbiologischen Mechanismen, die an der
Pathogenese des KRK beteiligt sind, werden in 2 Gruppen unterteilt: Die erste Gruppe
beinhaltet die Aktivierung von Proto-Onkogenen (K-Ras-Gene), wihrend die andere
Gruppe durch einen Funktionsverlust von Tumorsuppressor-Genen (APC, DCC, p53)

charakterisiert ist. Dies kommt durch verschiedene molekulare Prozesse zu Stande.



Hierzu zdhlen unter anderem Punktmutationen, genetische Rekombinationen oder
Anderungen der Promotoraktivitit z.B. durch Methylierung (ein Prozess, der zum
sogenannten ,,Gene-silencing* und damit zum Funktionsverlust des betroffenen Gens
fiihrt). So steht bei der familidren Adenomatosis Polyposis Coli (APC) die
Inaktivierung des APC-Tumorsuppressorgens ganz am Anfang der Sequenz der
Tumorentstehung. Aufgrund der erblich bedingten Inaktivierung eines Allels des APC
Gens (autosomal dominante Erkrankung) fiihrt bereits die zufillige Inaktivierung des
einen noch intakten Allels zur Einleitung der Adenom-Karzinom Sequenz. Hierbei
fiihrt der Verlust des APC-Gens zur Anreicherung von intrazelluldrem B-Catenin, was
wiederum im Zellkern als Transkriptionsfaktor wirkt und die Zellproliferation triggert.
Der Zellzyklus wird damit gestért und es kommt zur unkontrollierbaren Ausbildung
von hunderten Polypen im Kolon. Die Adenom-Karzinom Sequenz wird so stark
beschleunigt, dass es schon im jungen Erwachsenenalter zur Entstehung eines

Karzinoms kommt '2.

Bei den sporadischen Tumoren steht in der Regel die Aktivierung von K-ras Proto-
Onkogenen am Anfang der Karzinogenese. Sie ist bei etwa 40-50% aller KRK

nachweisbar '3

. K-ras spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion fiir
Zellwachstum und Zelldifferenzierung '*. Einzelne Punktmutationen im K-ras Gen
fiihren dabei zu einer konstitutiven Aktivierung des Signalwegs '°. Neben K-ras stellt
die Inaktivierung des Tumorsuppressor-Gens p53 (Chromosom 17p) ebenfalls einen
zentralen Schritt in der Karzinomentwicklung dar. Sie ist ebenso bei etwa 50% aller
KRK nachweisbar '*. Das p53 Protein ist der zentrale Regulator, der bei DNA Schiiden
den Zellzyklus bis zur Reparatur des Schadens unterbricht '°. Die Zelle gewinnt damit
Zeit, entweder den DNA-Schaden zu reparieren oder, bei erfolgloser Reparatur oder
extensiven Schiden, den programmierten Zelltod (Apoptose) einzuleiten. Somit
verhindert p53 effizient die Proliferation genomisch suspekter bzw. entartender Zellen.
Eine Inaktivierung beider Kopien des p53 Gens, bzw. das Auftreten dominant negativer

Mutationen, stellt daher einen der wesentlichen Schritte auf dem Weg vom Adenom

zum Karzinom dar '°.



1.1.5. Tumorklassifikation und Stadieneinteilung
Makroskopisch lassen sich 4 Wachstumsformen des KRK definieren:

1. Das ulzerdse Karzinom wichst zirkuldr oder oval und infiltriert die Darmwand in
der Regel tief. Sowohl eine frithe lymphatische Metastasierung als auch

tumorbedingte Wandperforation sind fiir diese Wachstumsform charakteristisch.

2. Der polypoide Typ wichst haufig gelappt, infiltriert die Wand nicht so tief und

wird vor allem in Zékum und Kolon ascendens gefunden.

3. Die zirkuldr oder anuldr wachsende Form nimmt die ganze Wandzirkumferenz ein
und fithrt hdufig zu kurzen oder sogar ldnger-streckigen Stenosen, die sich
naturgemdll hdufig als Ileus manifestieren. Diese Art von Karzinomen tritt
meistens im Kolon transversum, Kolon descendens und im Rektum auf. Nur ganz
selten wichst das KRK diffus und infiltriert {iber groBere Areale hinweg die

Darmwand.

4. Eine seltenere Form des KRK sind flache oder flach-prominente Tumoren. Dabei
handelt es sich zumeist um leicht erhabene Karzinome mit zentraler Einsenkung
und oder Ulzeration. Die Verdnderungen konnen bei der Koloskopie leicht

ubersehen werden.

Histologisch handelt es sich beim KRK so gut wie immer um Adenokarzinome. Die
histopathologische Beschreibung des Differenzierungsgrades (Grading) benutzt eine
Nummerierung von 1-4 (G1-G4) entsprechend der Adjektive: gut, miBig, schlecht und
undifferenziert. Weiter konnen die Karzinome auch in Low-grade-Karzinome (G1, G2)
und High-grade-Karzinome (G3, G4) eingeteilt werden. Dukes konnte nachweisen,
dass das Grading unmittelbar mit dem Ausmal von Lymphknoten- und
Fernmetastasierung zusammenhiingt '®!7. Des Weiteren wurde spiter festgestellt, dass
auch die Wahrscheinlichkeit vendser und lymphatischer Gefaf3einbriiche und die lokale
Tumorausdehnung mit dem Ausmall der De-differenzierung korrelieren. Fiir die
Stadieneinteilung des KRK wird die 1932 von Dukes vorgeschlagene und spiter von
Astler und Coller '® modifizierte Klassifikation verwendet, wobei allerdings die TNM-

Tumorklassifikation nach UICC heute weitaus gebriuchlicher ist -1,



Im Folgenden ist die Stadieneinteilung des KRK nach der TNM-Klassifikation (Tumor-
Node-Metastasis-System) beschrieben (siche Tab. 1).

TNM
Primértumor (T)
Tx Primértumor kann nicht beurteilt werden
T0 kein Anhalt fiir Primértumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert die Submukosa
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert die Subserosa oder perirektales Gewebe
T4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum
T4b Tumor infiltriert andere Organe oder Strukturen
Regionire Lymphknoten (N)
Nx regiondre Lymphknoten sind nicht beurteilbar
NO kein Anhalt fiir Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
Nla Metastase in 1 regiondren Lymphknoten
N1b Metastase in 2-3 regiondren Lymphknoten
Tumor setzt sich in Subserosa, Mesenterium oder nicht-peritoneales
Nlc Perirektales/Perikolisches Gewebe ab, ohne regionére
Lymphknotenmetastasen
N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten
N2a Metastasen in 4-6 regiondren Lymphknoten
N2b Metastasen in 7 oder mehr regiondren Lymphknoten
Fernmetastasen (M)
Mx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO kein Anhalt fiir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
Mla Metastasierung auf ein Organ beschrinkt (z.B. Leber, Lunge)
M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder Seite, Peritoneal- Metastase

Tab. 1: TNM- Klassifikation des KRK nach der UICC

Je Ausdehnung des Tumors konnen die Tumorstadien in UICC (Union Internationale
Contre le Cancer) Stadien zusammengefasst werden. Das Vorgehen dieser Einteilung
nennt man auch ,,Staging*. Es erlaubt eine bessere Vorhersage flir den weiteren Verlauf
der Erkrankung. Mit dieser international einheitlichen Klassifikation lassen sich zudem

weltweit durchgefiihrte Studien miteinander vergleichen.



UICC STADIEN T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1, T2 NO MO
Stadium ITA T3 NO MO
Stadium IIB T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium II1 Jedes T N1, N2 MO
) T1, T2 Nla MO
Stadium IITA T1 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Stadium IIIB T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
T4a N2a MO
Stadium IIIC T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IVA Jedes T Jedes N Mla
Stadium IVB Jedes T Jedes N MI1b

Tab. 2: UICC Klassifikation des KRK

1.2. Diagnostik

1.2.1. Screening

Ziel der Screeningprogramme ist die frithzeitige Erkennung und Diagnose von
kolorektalen Karzinomen, um die Heilungschancen der Patienten zu verbessern. Die
American Cancer Society empfiehlt ein generelles Screening inklusive Koloskopie
jenseits des 50. Lebensjahres fiir asymptomatische Individuen, wihrend bei
Risikogruppen ein Screening bereits vor dem 50. Lebensjahr indiziert ist 2. Dieses
sollte bei unauffilligem Befund nach 10 Jahren wiederholt werden. Durch Koloskopie
und erfolgreiche koloskopische Polypektomie ldsst sich eine Reduktion der KRK-

bedingten Mortalitiit um iiber 50% erreichen 3.

1.2.2. Prioperative Untersuchung

Das Ziel der praoperativen Untersuchung ist die Feststellung der genauen Lokalisation,
GroBBe, Ausbreitung und Histologie des Primértumors sowie der Nachweis von
Lymphknoten- und Fernmetastasen. Hiermit ldsst sich dann eine optimal angepasste

Therapie durchfiihren. Zudem sollte auch eine Koloskopie des gesamten Kolons
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durchgefiihrt werden, um Zweittumoren auszuschlieBen, die sich in 2-3% aller Fille

nachweisen lassen.

Parallel zum tiiblichen Routinelabor sollten prdoperativ die Serumwerte fiir einzelne
Tumormarker bestimmt werden. Tumormarker sind korpereigene Substanzen (zumeist
tumorale Proteine), deren erhohte Konzentrationen hinweisend auf das Vorliegen, das
AusmaB oder die Prognose der Tumorerkrankung liefern konnen 24, Mit ihnen lisst sich
der Therapieerfolg beurteilen sowie ggf. ein Rezidiv noch vor dem Auftreten klinischer

Symptome nachweisen.

Fiir das KRK eignen sich besonders das Carcinoembryonale Antigen (CEA) und das
Carbohydratantigen 19-9 (CA 19-9) in Kombination miteinander 2°. Das CEA umfasst
eine Gruppe heterogener Zelloberflachenglykoproteine mit noch unklarer Funktion.
Das CEA ist auch bei gesunden Individuen in niedrigen Konzentrationen im Serum
nachzuweisen (1,5-5,0 ng/ml), ist aber bei unterschiedlichen Karzinomen und
besonders bei Karzinomen des Gastrointestinaltraktes hdufig sehr stark erhoht. Das CA
19-9 ist ein Glykolipid, das sich vom Lewis-Blutgruppensystem ableitet. Der obere
Grenzwert betrdgt 37 U/ml.

1.3. Therapie und Prognose

1.3.1. Kurative Operationsverfahren

Die kurative Therapie des Rektumkarzinoms beinhaltet die Resektion des Tumors im
Gesunden und eine partielle oder totale En-bloc-Entfernung des Mesorektums und des
regioniren Lymphabflussgebietes 2°. Bei einer Tumorinfiltration des Sphinkters und
einem intramuralen Sicherheitsabstand kleiner 2 cm zwischen Tumorrand und Linea
dentata kann die abdominoperineale Rektumextirpation (APR) mit Anlage eines
endstdndigen Anus praeter (Kolostoma) nicht umgangen werden. Dies ist die radikalste
Form der Rektumresektion mit TME inklusive der Resektion des Sphinkterapparates

und des Beckenbodens.



1.3.2. Neoadjuvante Therapieverfahren

Bei T4-Tumoren bzw. nodal positiven Tumoren des Rektums empfiehlt sich eine
prdoperative Radio- bzw. Radiochemotherapie, wenn aufgrund des préoperativen
Stagings eine RO-Resektion nicht mehr moglich ist. Ziel ist die Verkleinerung der
TumorgroBe (,,Downstaging®) mit anschlieBender RO Resektion. Héufig erlaubt dies
eine verbesserte RO-Resektion des Tumors bei Sphinkter-erhaltender (und damit
kontinenz-erhaltender) Operation. Zudem kann hiufig durch die neoadjuvant bedingte
Tumorverkleinerung ein vorerst inoperabler Tumor in einen operablen Zustand

tiberfithrt werden 7.

Bei Patienten mit RO-resektablem Rektumkarzinom ist eine neoadjuvante Therapie zur
Abnahme der Lokalrezidivrate indiziert. Beim Rektumkarzinom ist die prdoperative
Strahlentherapie mit geringeren Nebenwirkungen verbunden als eine postoperative
Strahlentherapie, da sich préoperativ in der Regel weniger Darmschlingen im kleinen
Becken befinden. Allerdings besteht das Risiko der neoadjuvanten ,,Ubertherapie* vor
allem bei Tumoren in frithen, d.h. nodal negativen Stadien (prdoperatives

»Overstaging®), von der die Patienten somit nicht profitieren.

1.3.3. Adjuvante Therapieverfahren

Das zentrale Ziel der adjuvanten Therapie ist es, die Rate von lokalen Rezidiven und
Fernmetastasen zu minimieren und somit die Heilungschancen der Patienten zu
erhohen. Voraussetzung hierfiir ist jedoch - sowohl fiir das Kolon- als auch fiir das
Rektumkarzinom - eine RO-Resektion (kein Residualtumor) des Primértumors. Erst bei
nodal positiven Kolonkarzinomen im UICC Stadium III ist eine adjuvante
Chemotherapie indiziert. Als Kombination der Wahl wird das sogenannte FOLFOX
Schema empfohlen, bestehend aus: 5-Fluoruracil, Folinsdure und Oxaliplatin iiber 6
Monate. Ahnliche Chemotherapie-Schemata stellen das XELOX-Schema (Capecitabin
und Oxaliplatin), sowie das FOLFIRI-Schema (Austausch von Oxaliplatin gegen
Irinotecan) dar 2%. Fiir Tumoren im mittleren und unteren Rektumdrittel im UICC
Stadium II und III wird hingegen die prioperative Radiochemotherapie empfohlen »°.
Der Bestrahlung kommt dabei eine besondere Bedeutung hinzu. Aktuelle Studien

zeigen, dass durch stereotaktische Bestrahlung ein signifikant verldngertes 5-Jahres-



Uberleben, eine geringere Metastasierungstendenz sowie eine signifikant verringerte

Zahl an Lokalrezidiven erreicht werden kann .

1.3.4. Tumorspezifische Therapien bei metastasiertem KRK

Die Uberlebenszeit der Patienten mit metastasiertem KRK hat sich innerhalb der letzten
20 Jahre deutlich verlingert. Das mediane Gesamtiiberleben der Patienten mit
metastasiertem KRK betrigt heute etwa 30 Monate 3!. Diese Uberlebenszeit-
Verldngerung ist nicht nur auf verbesserte OP-Techniken und eine wirksamere
adjuvante Therapie, sondern insbesondere auf die Einfiihrung neuer tumorspezifischer
Therapien zuriickzufiihren. Fiir das KRK gibt es derzeit drei wesentliche tumorgezielte
Therapie-Gruppen: (i) monoklonale Antikérper gegen EGFR (Epidermal Growth
Factor Rezeptor): cetuximab und panitumumab, (ii) monoklonale Antikdrper gegen
VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A): bevacizumab sowie (iii) entweder
Fusionsproteine (z.B. aflibercept) oder small-molecule Multikinase Inhibitoren (z.B.
regorafenib) gegen multiple proangiogenetische Wachstumsfaktoren. Diese neuen
Therapie-Optionen kdnnen sowohl alternativ zur Chemotherapie (bei Chemotherapie-
refraktdren Tumoren) als auch in Kombination mit unterschiedlichen Chemotherapie-
Schemata eingesetzt werden und fiithren dabei zur Verldngerung des krankheitsfreien

und gesamten Uberlebens der Patienten 3!.

1.3.5. Palliative Therapie und Klassifikation des Residualtumors

Eine palliative Therapie des KRK ist bei R1- bzw. R2-Resektion des Primdrtumors
indiziert. Eine R1-Resektion bedeutet, dass der Primartumor bzw. die Fernmetastasen
zwar makroskopisch vollstindig entfernt wurden, histologisch jedoch an den
Resektionsrdndern noch Tumorelemente nachgewiesen werden kdnnen. Eine R2-
Resektion liegt vor, wenn der Primértumor bzw. die Fernmetastasen operativ nicht
entfernt werden konnten oder der Tumor nach Meinung des Operateurs makroskopisch

nicht komplett im Gesunden entfernt wurde.

Residualtumorklassifikation:
RO = kein Residualtumor
R1 = mikroskopischer Residualtumor

R2 = makroskopischer Residualtumor
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Bei diffusen, nicht resektablen Metastasen ist eine Chemotherapie mit 5-FU und
Folinsdure durchzufiihren. Bei inoperablem Kolon- bzw. Rektumkarzinom besteht die

Moglichkeit der Anlage eines Anus praeter naturalis.

1.3.5. Nachsorge

Die regelmiBige Nachsorgeuntersuchung zielt auf die friihzeitige Erkennung und
Therapie von Tumorrezidiven, erfasst aber auch negative Operationsfolgen und
ermoglicht die Kontrolle und Beurteilung von Therapieerfolgen. Bei Risikopatienten
mit HNPCC und FAP sollte zudem eine engmaschige Kontrolle zur rechtzeitigen
Erkennung extrakolonischer Zweittumoren durchgefiihrt werden. Die Nachsorge wird
nach den anerkannten Leitlinien (AMWF, Deutsche Krebsgesellschaft) bzw. nach den
Empfehlungen der Tumorzentren durchgefiihrt. Heutzutage werden die kolorektalen

t 32. Hierbei kommt jetzt der

Karzinome stadienabhéngig und risikoadaptiert nachgesorg
Bestimmung der Tumormarker eine hohe Wertigkeit zu. Besonders der Tumormarker
CEA weist eine hohe Sensitivitdt in Bezug auf Lokalrezidive und neu aufgetretene
Lebermetastasen auf. Umso wichtiger ist fiir die Zukunft die Identifizierung neuer
Biomarker, welche einen sensitiven und spezifischen Nachweis von Tumorrezidiven

bzw. eine bessere und genauere Prognoseeinschitzung beim KRK ermdglichen.

1.3.6. Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells, CSCs) und CSC Biomarker

Die Theorie von Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells, CSCs) wurde erstmals von
Hamburger und Salmon in den 1970 Jahren dargelegt. Sie beobachteten, dass nur ein
geringer Prozentsatz der Tumorzellen zur Bildung von Zellkolonien im Agar fahig war
und bei der Transplantation in eine Maus einen Tumor generieren konnte 3. Diese
spezifische Untergruppe von Tumorzellen, die nur ein kleiner Teil der Haupt-
Tumormasse darstellt, scheint die Eigenschaften der normalen Stammzellen zu
besitzen, ndmlich die Fahigkeit der Selbstregeneration und der Pluripotenz. Sie spielt
eine zentrale Rolle bei der Initiation und Progression von Tumoren sowie bei
Tumorrezidiven **. Ein weiteres Charakteristikum dieser Tumorzellpopulation ist ihre
erhohte Resistenz gegeniiber Chemotherapie. Diese Eigenschaft ist zumindest zum Teil
durch eine hohe Expression von Arzneistofftransportern bedingt, die z.B. alkylierende
Agenzien aus der Zelle herauspumpen und damit eine effektive Schadigung der
Tumorzellen durch die Chemotherapie verhindern. Gegenstand aktueller Forschung ist

die Suche nach tumorstammzell-spezifischen Oberflichenmarkern und molekularen
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Signalwegen, um die Tumorstammzellen von normalen Zellen sowie von normalen
Stammzellen unterscheiden zu konnen und ggf. gezielt zu erkennen bzw. zu
eliminieren. Aus der derzeitigen Literatur ergibt sich eine Reihe solcher moglichen
Tumorstammzellmarker, welche mit dem KRK assoziiert wurden. Unter anderem sind
hier CD44, CD24, CD133, CD166, EpCAM, LGRS, ALDH1, ALCAM zu erwidhnen
3337 Besonders CD133 zeigt sich einer neuen Studie zufolge als der geeignetste,
einzelne ~ Marker, dessen @ hohe  Expression mit einer  niedrigen
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten einhergeht 8. In dieser Studie wurde
zudem nachgewiesen, dass eine kombinierte Analyse von CD133, CD44 und CD166
eine hohere prognostische Aussagekraft besitzt sowie die Differenzierung von niedrig-
und hoch-Risiko Patienten mit KRK erlaubt. Die CSC Hypothese stellt zentrale
Aspekte der gegenwirtigen diagnostischen und therapeutischen Ansétze in Frage. CSC
stellen somit sehr interessante Ziele fiir neue Konzepte bei Screening, Fritherkennung,
Privention und Behandlung von KRK dar ***°. Neue CSC Biomarker kénnten zudem

eine individualisierte Beurteilung des Therapieverlaufs ermoglichen.

1.4. Kandidaten fiir neue CSC Tumormarker

In dieser Arbeit wurden insgesamt vier Proteine auf ihre Eignung als Tumormarker von
CSC beim KRK untersucht. Hierzu gehorten die beiden Tyrosinkinasen (AXL und C-
MET) sowie die bereits bekannten Tumormarker Aldehyd Dehydrogenase (ALDH1)
und das zellulire Adhdsionsmolekiil ALCAM1 *-7. Im Folgenden werden die

Eigenschaften dieser vier Proteine sowie ihre Rolle in der Tumorigenese beschrieben.

1.4.1. Das Protein AXL

AXL gehort zur Gruppe der Tyrosinkinase Rezeptoren. Der Name stammt vom
griechischen Wort anexelkto (oveléieykto), was ,,unkontrollierbar® bedeutet. AxI
wurde erstmals in Tumorzelllinien von Patienten mit chronisch myeloischer Leukémie
(CML) entdeckt *!. Es stellt den Griinder einer besonderen Gruppe von Tyrosinkinase
Rezeptoren dar, die TAM heiBen (Tyro3, Axl, und Mertk). Membranstindige
Tyrosinkinase Rezeptoren (RTK) wie AXL {ibernehmen zentrale Aufgaben in der Zell-
Zell-Kommunikation. Nach der Bindung eines Liganden auf der extrazelluldren Seite
des Rezeptors phosphoryliert die intrazellulire Domine des Rezeptors zunéchst sich

selbst an einem eigenen Tyrosinrest (Autophosphorylierung) und im Nachhinein die
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Targetproteine im Signalweg. Somit wird die intrazellululdre Signaltransduktion
eingeleitet. Die Phosphorylierung der RTKs sowie ihrer Targetproteine stellt eines der
wichtigsten Ereignisse in der Regulation von zahlreichen Zelltdtigkeiten dar.
Zahlreiche Tyrosinkinase Rezeptoren und Signalwege sind fiir die Initiation und

Aufrechterhaltung tumorfordernder Prozesse notwendig.

14.1.1. Proteinstruktur und Liganden

AXL besitzt ein Molekulargewicht von 100-140 kDa. Wie alle Tyrosinkinasen der
TAM Familie besteht es aus einem extrazelluliren (N-terminal) Teil, der 2
Immunglobulin (Ig) - und 2 Fibronectin Typ III -(FN III) Motive beinhaltet, einem
transmembrandren und einem intrazellularen (C-terminal) Teil, der fiir die katalytische

Funktion des Enzyms verantwortlich ist (siche Abb. 1) *.

AXL Gasb6

NH, NH,

GLA Domé
[: " Ig-ahnliche Domane . omane
OLoop Region

i " FNIIIl Doméne
EGF

i

‘ Kinase Doméne 8 LG Doméne

COOH COOH

Abb. 1: Struktur des AXL Proteins und seines Liganden Gas 6

Es gibt verschiedene Liganden fiir die Gruppe von TAM Kinasen: Growth arrest
specific gene 6 (Gas6), Protein S, Tubby, Tubby-like protein- 1(Tulp-1) und Galectin
3 sind die Bekanntesten. Gas6 und Protein S sind Mitglieder der Familie der Vitamin
K- abhédngigen Proteine; d.h. sie bendtigen eine Vitamin-K abhidngige vy-
Carboxylierung von Glutamat (Glu) zu Carboxyglutamat (Gla), um ihre biologische

Funktion entfalten zu konnen.
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1.4.1.2. Signalkaskade

AXL kann durch verschiedene Mechanismen aktiviert werden **. Neben der ligand-
abhingigen Dimerisierung (meist Gas6 induziert) kann die Aktivierung des AXL
Signalwegs auch durch ligand-unabhingige Dimerisierung erfolgen. Die wird durch
eine hohe Expression von AXL erleichtert. Ein weiterer Aktivierungsmechanismus von
AXL, der ebenfalls Ligand-unabhingig ist, ist die sogenannte ,,homophile* Bindung
von benachbarten AXL Rezeptoren. Dies kann die Aggregation von Zellen begiinstigen
1| Die Dimerisierung von Axl fiihrt zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten in
der intrazelluldren Tyrosinkinase Doméne von Axl. Diese flihrt zur Aktivierung von
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), der Phospholipase C (PLC) und des Growth
factor receptor-bound Protein 2 (Grb2). Des Weiteren wurden Wechselwirkungen von
Axl mit anderen Signalmolekiilen wie zum Beispiel CI1-TEN, NCK adaptor
Protein(Nck2), Ran binding protein in microtubule organising centre (RanBMP) und
suppressor of cytokin signaling 1(SOCS1) beobachtet (siche Abb. 2) #.

Gasb

PLCy MMP-9 SOCS  PI3K/Akt ERK1/2 SRC

Migration  Invasion STAT1/STAT3/STATS NFxB » Proliferation Matrix
adhesion
Cytokine Apoptosis
production

Abb. 2: Aktivierungskaskade des Gas6/Axl Signalwegs

Die Stimulation des PI3K Proteins und seines Zielmolekiils Akt ist ein zentraler Schritt

bei der Axl-abhiingigen Signaliibertragung *'. Der Gas6/AxI/PI3K/Akt Signalweg
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schiitzt die Zellen vor Apoptose mittels verschiedener Mechanismen: Akt
phosphoryliert und inaktiviert das proapoptotische Protein BCL2, inhibiert die
proapoptotische Caspase 3 und phosporyliert den Faktor NF-kB, was die Expression
der anti-apoptotischen Proteine Bcl2 und Bcel-X1 zur Folge hat. In gewissen Zelltypen
stimuliert Axl die Zellproliferation durch Aktivierung des ERK Signalwegs. Des
Weiteren induziert der Gas6/Ax] Signalweg die Zellmigration in GnRH (Gonadotropin
Releasing Hormone) Nervenzellen. Zusammenfassend kann der Gas6/Axl Signalweg
je nach Stimulus, Zelltyp und Bindungspartner das Zelliiberleben, das Wachstum, die

Reifung, die Aggregation sowie die Migration von Zellen férdern.

1.4.1.3. Aktivierung des Gas6/Axl Signalwegs in Tumorzellen

Eine erhohte Aktivitdt des Gas6/Ax] Wegs wurde bei zahlreichen verschieden Tumoren
beobachtet **. Die Stimulation der Zellproliferation, der Zellmigration sowie der
Angiogenese durch Axl stellen potentielle krebsfordernde Mechanismen dar. Die
onkogenen Eigenschaften von AXL sind auch bei Kolonkarzinomen von Bedeutung.
Axl ist insbesondere in hoch malignen Kolonkarzinomen sowie in peritonealen
Metastasen sehr hoch exprimiert. Erhdhte Konzentrationen von Ax1 sind dabei mit
einer deutlich schlechteren Krankheitsprognose und kiirzeren Uberlebenszeiten
verbunden. Dariliber hinaus tragt eine erhohte Expression von Axl zur Resistenz der

Tumoren gegen Chemotherapie bei **.

Eine Uberexpression von AXL wurde auch bei zahlreichen anderen Tumoren
beschrieben. So ist AXL in circa 60% aller nicht kleinzelligen Lungenkarzinome (Non-
Small Cell Lung Cancer, NSCLC) iiberexprimiert. Ein Effektorprotein des PI3K/AKT
Signalwegs, das Racl Protein, stimuliert die Produktion von ROS (Reactive Oxygen
Species) und begiinstigt die Zellmigration bei Lungenkarzinom **. Des Weiteren ist
AXL mit einem hoheren Metastasierungsrisiko bei Brustkrebs sowie mit einer
schlechteren Prognose assoziiert. Ebenso stellt AXL einer neuen Studie zufolge einen
unabhingigen prognostischen Marker sowie ein effizientes therapeutisches Ziel bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (AML) dar *. Die AML Zellen kdnnen die
Expression und Sekretion von Gas6 aus Knochenmarksstromazellen stimulieren. Dabei
fordert Gas6 selbst die Zellproliferation sowie die Chemotherapieresistenz von AXL
exprimierenden AML Zellen **. Beim hepatozelluliren Karzinom sind die Serum

Konzentrationen von Axl substantiell erhoht und korrelieren malgebend mit einer
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raschen Tumorprogression, die gekennzeichnet ist durch GefaBinvasion und
Lymphknotenmetastasen. Daraus resultieren ein schlechteres Ansprechen auf
Chemotherapie sowie dramatisch reduzierte Uberlebensraten bei Patienten mit hohen
Ax]l  Expressionskonzentrationen. Eine Erhéhung des Migrations- und
Invasionspotentials von  Tumorzellen wurde zudem bei verschiedenen
Adenokarzinomen, malignen Melanomen sowie bei Plattenepithelkarzinomen

beschrieben. Hinzu kommt eine erhdhte Resistenz gegeniiber Chemotherapie 44,

Alle diese Befunde deuten darauf hin, dass Axl ein wichtiger prognostischer Biomarker
und gleichzeitig ein vielversprechendes therapeutisches Ziel beim Kolonkarzinom sein
konnte. Bis zu Beginn dieser Arbeit gab es keine Studien beziiglich der Expression von
AXL beim Rektumkarzinom, der Krankheitsprogression bzw. dem

Therapieansprechen. Dies sollte in dieser Studie erstmalig untersucht werden.

1.4.2. Das C-MET Protein

Das Protein C-MET, auch bekannt als hepatocyte growth factor receptor (HGFR)
gehort ebenfalls zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren und wird von dem
gleichnamigen Protoonkogen kodiert. In gesundem adultem Gewebe wird das Protein
nur auf niedrigem Niveau und hauptsdchlich in Zellen epithelialen oder
mesenchymalen Ursprungs exprimiert. Die Expression von MET und seinem Ligand
Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist bei diversen biologischen Prozessen, wie zum
Beispiel der Embryogenese, der Zellproliferation, dem Zelliiberleben, der
Differenzierung und der Gewebereparatur assoziiert. Eine liberméfige Expression des

Proteins ist dabei eng mit krebsfordernden Prozessen assoziiert *°.

1.4.2.1. Proteinstruktur

Aus dem 1390 Aminosduren grolen Vorlduferprotein entsteht posttranslational durch

proteolytischen Abbau eine extrazelluldre a-Untereinheit und eine transmembranére [3-
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Untereinheit, welche {liber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (sieche Abb.
3) 7.
. Abb. 3: Struktur des MET Proteins

Der extrazellulire Teil des MET Proteins enthélt eine
sogenannte Sema Doméne (Region of homology to
Semaphorins), welche die o-Untereinheit und den N-
terminalen Anteil der $-Kette einschlie3t, an die HGF bindet,
sowie die MRS (Cysteine-rich MET-related sequence)
Doméne (hellbraun) und 4 Ig- (Immunoglobulin-like)

Extrazellulsr Doménen (orange). Im transmembranéren Teil des Proteins

Intrazellulsr kann {iber die Phosphorylierung von Serin 985 die
L Rezeptorkinase Aktivitdit des Enzyms inhibiert werden.
Y1234 Q Hierliber werden zudem Endozytose und Degradation des
vi2ss @ Proteins reguliert. Die Kkatalytische Tyrosinkinase Doméne
Y1349 (P) (P liegt in der C-terminalen Region und umfasst insbesondere
v13s6 ® Tyrosin 1349 und Tyrosin 1356.

1.4.2.2. Signalkaskade

Die Bindung von HGF (hepatocyte growth factor) an den extrazelluldren Teil des C-
MET Rezeptors fithrt zu dessen Dimerisierung und Aktivierung mittels
Transphosphorylierung von Tyr1234 und Tyr1235 innerhalb der katalytischen
Domiéne. Mutationen von Tyr1234 und Tyrl1235, die zur konstitutiven Rezeptor
Aktivierung fiihren, wurden beim papilldren Nierenkarzinom identifiziert *5. An der
weiteren Signaltransduktion mittels C-MET sind verschiedene Signalwege beteiligt,
wie z.B. der PI3K/AKT, der RAS/RAF/MEK/ERK und der SRC/FAK Signalweg
(siche Abb. 4). Durch die Aktivierung dieser molekularen Kaskaden wird das
Zellwachstum, die Proliferation, das Uberleben, die Motilitit der Zellen, sowie die

Neuvaskularisation induziert *°.
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Abb. 4: Signalwege und Inhibitoren des C-MET/HGF Signalwegs

1.4.2.3. Rolle von C-MET bei Tumorerkrankungen

C-MET scheint eine mal3gebliche Rolle bei der Tumorgenese zu spielen. So wurde eine
ibermdflige Expression von C-MET in verschiedenen soliden Tumoren, wie z.B.
Mamma-, Bronchial-, Magen-, Nieren- und Kolonkarzinomen beobachtet “°.
Interessanterweise ist die Dysregulation von MET in den verschiedenen Tumoren aber
unterschiedlichen molekularen Mechanismen zuzuordnen. So werden je nach
Tumortyp vermehrt aktivierende Mutationen, Genamplifikation, Uberexpression und
gesteigerte autokrine und parakrine ligand-abhingige Stimulation des MET Signalwegs
beobachtet. All diese Mechanismen begiinstigen die Tumoraggressivitit und das
Metastasepotential der malignen Zellen und sind im Allgemeinen mit einer schlechten
Prognose korreliert. Besonders beim KRK ist eine Uberexpression von C-MET mit
fortgeschrittenen Tumorstadien assoziiert, scheint die VEGF-A Produktion und
dadurch die Angiogenese bei Tumorzellen zu stimulieren und fordert die
Therapieresistenz bei Patienten, die mit anti-EGFR monoklonalen Antikdrpern

behandelt werden °.
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1.4.3. Das Protein ALDH1

Das Protein ALDH1 (Aldehyde Dehydrogenase 1) gehdrt zur Familie der ALDH
Enzyme, die verantwortlich fiir die Oxidation von einem breiten Spektrum von
toxischen endogenen und exogenen Aldehyden sind. Es gibt 3 verschiedene Klassen
von diesen Enzymen: die zytosolische Form ALDH]1, die mitochondriale Form ALDH2
und die dritte, eher seltene Form ALDH3. Die ersten beiden Formen werden vor allem
in Geweben exprimiert, die Detoxifikationsaufgaben libernehmen. Die dritte Form
besitzt zusdtzlich nicht-enzymatische Funktionen und bindet z.B. bestimmte Hormone
und kleine Molekiile (wie zum Beispiel Androgene, Cholesterol-Molekiile und
Thyroidhormone). Zudem weist sie eine schiitzende Wirkung vor der schiadigenden

ultravioletten Strahlung in der Kornea auf>'.

Die Mehrheit der Kaukasier besitzt beide Haupt-Isoenzymen ALDH1 und ALDH2,
wihrend ca. 50% der Asiaten nur die zytosolische Form aufweisen. FEine
bemerkenswert hohere Frequenz von akuter Alkoholintoxikation unter den Asiaten im
Vergleich zu der Frequenz in der kaukasischen Population héngt wahrscheinlich mit
dem Fehlen der katalytisch aktiven Form des mitochondrialen Isoenzyms zusammen.
Die erhohte Exposition gegeniiber Acetaldehyd in Individuen mit der katalytisch
inaktiven Form konnte dadurch zu einer groBeren Anfilligkeit fiir viele Krebsarten
beitragen. Mutationen in den ALDH Genen, die zu einem defekten Stoffwechsel von
Aldehyden fiihren, sind zudem mit verschiedenen anderen Krankheiten assoziiert.
Besonders erwédhnenswert sind hier das Sjogren-Larsson Syndrom, die
Hyperprolindmie vom Typ II, die Pyridoxin- abhingige Epilepsie, Linsentriibungen
und andere Stoffwechsel- und Entwicklungskrankheiten °'. Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchte zytosolische Form ALDHIA des Enzyms wird unter anderem in
humanen hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert und kann als Stammzellmarker
bei zahlreichen Krebsarten, inklusive kolorektalen-, Magen-, Pankreas-, Brust- und

Hirntumoren verwendet werden.

1.4.3.1. Struktur und Funktionsweise

Das ALDHI1 kodiert fiir ein Protein von 54 kDa, das als Tetramer vorliegt °2. Das aktive
Zentrum des Enzyms bindet ein Aldehyd sowie ein NAD(P) Molekiil, das als Kofaktor

funktioniert. Fiir diese Wechselwirkung sind ein Cystein- und ein Glutamat-Rest im

katalytischen Zentrum des Enzyms erforderlich 3.
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Diese Aminosiure-Reste sind an der Ubertragung von H™ der Aldehyd-Substrate auf
das zentrale NAD" "Molekiil beteiligt. Das Endprodukt dieser Oxidationsreaktion ist

die entsprechende Carbonsiure sowie ein NADH Molekiil **,

1.4.3.2. Rolle von ALDH1 bei Tumorerkrankungen

Hohe Expressionsniveaus von ALDHI sind mit einer schlechten Prognose bei vielen
verschiedenen soliden Tumoren assoziiert, inklusive Osophagus-, Brust-, Lungen-,
Magen- und Ovarialkrebs *°. Eine erhohte Expression von ALDH1 wurde jedoch auch
in kolorektalen Tumoren beobachtet, obwohl sie paradoxerweise in manchen Studien
(die sich in fortgeschrittenen Krankheitsstadien fokussierten) eine absteigende Tendenz
zeigte °°. ALDHI begiinstigt die Resistenz gegen alkylierende chemotherapeutische
Agenzien und schiitzt vor der oxidativen Zerstérung der Tumorzellen, indem es die
irreversible Oxidation der zelluliren Aldehyde katalysiert °°. Dariiber hinaus ist
ALDHI1 an der Umwandlung von Retinaldehyd zu Retinsédure beteiligt - eine Reaktion,
die zur Zellproliferation und Differenzierung beitrigt °’. AuBerdem induziert ALDH1
die epitheliale mesenchymale Transition (EMT) in Tumorzellen und fordert damit die
Tumorinvasivitit und das Metastasierungspotenzial der Krebszellen *®. In zahlreichen
Studien wurde ALDHI1 als ein wichtiger unabhéngiger prognostischer Marker bei KRK
nachgewiesen *°. In einer weiteren Studie wurde die Expression von ALDHI in
Zusammenhang mit verschiedenen klinischen bzw. pathologischen Parametern
untersucht. Dabei wurde eine starke Assoziation zwischen der Proteinexpression und
dem Tumorstadium (T), dem Lymphknotenstatus (N) und dem Differenzierungsgrad

des Tumors (G) beobachtet. Das Patientenalter erschien prognostisch irrelevant .

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die aus der Literatur bereits bekannte
Assoziation zwischen der ALDHI1 Expression und den klinikopathologischen

Charakteristika der KRK Patienten genauer aufzukliren.

1.4.4. Das Protein ALCAM

Das Protein ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule) - auch bekannt
als CD166 (Cluster of Differentiation 166) - ist ein Mitglied der Familie der
Immunglobulin Rezeptoren mit 5 Immunglobulin- dhnlichen Doménen in seiner
extrazelluldren Doméne. Seine Funktion besteht darin, Zelladhdsions- und Migrations-
Prozesse zu fordern. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Aktivierung solcher Prozesse

ist die Bindung seines Liganden CD6, eines Oberflichen- Antigens, das eine
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mallgebende Rolle bei der Differenzierung von T-Zellen spielt. Durch die molekulare
Wechselwirkung zwischen ALCAM und CD6 (heterotypische Wechselwirkung)

werden die T-Lymphozyten zur Proliferation und weiter zur Differenzierung getriggert.

Eine hohe Expressionsrate von ALCAM wird physiologisch in aktivierten Leukozyten
(wie sein Name schon erahnen lisst) registriert °!. Aber auch in Nervenzellen scheint
die Rolle von ALCAM ausschlaggebend zu sein. So induziert ALCAM (durch
homotypische ALCAM-ALCAM Wechselwirkungen) die Extension von Neuronen
und fordert das Wachstum von Nervenzellaxonen °'. Des Weiteren ist ALCAM fiir die
Erhaltung einer normalen Zahl von hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark
erforderlich 2. In einer weiteren in vitro Studie wurde nachgewiesen, dass ALCAM
notwendig fiir die Aktivierung der Proliferation und der Differenzierung von

Osteoblasten ist 3.

1.4.4.1. Proteinstruktur

Das ALCAM Protein besitzt ein Molekulargewicht von 100-105kD 4. Die Adhésions-
Eigenschaften von ALCAM werden durch dessen extrazelluldren Teil mit insgesamt 5
immunglobulin-dhnlichen Doménen vom IgV- bzw. IgC2-Typ bestimmt. Die

strukturelle Einheit von ALCAM wird noch durch eine transmembrine Doméne und
einen kurzen zytoplasmatischen C-Terminus vervollstindigt 5.

SP = Signalpeptid
B H H H H =  TM=Transmembran-Domane
SP Igv IgV IgC2 1gC2 I1gC2 TM IgV = Ig-like V-Typ

1gC2 = Ig-like C2-Typ

Abb. 5: Genstruktur von CD166 (ALCAM)

1.4.4.2. Rolle von ALCAM bei Tumorerkrankungen

Alterationen in der Expression von ALCAM wurden in einer Reihe von Tumoren
registriert. Hierzu zihlen Melanome, Prostata-, Osophagus-, Mamma- und
Urothelkarzinome . In manchen von diesen Tumoren wurde eine Hochregulation der
Expression des Gens nachgewiesen, wahrend es in anderen Tumoren paradoxerweise

zu einer Herabregulation von ALCAM kam.
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Derzeit gibt es nur wenige Daten zur Expression von ALCAM beim KRK. In einer
neuen immunhistochemischen Studie wurden die zytoplasmatische und membrandse
Expression von ALCAM in Kolonadenomen sowie in Kolonkarzinomen gleichzeitig
analysiert und in Verbindung mit Patientenalter, Tumorstadium sowie
Lymphknotenstatus beobachtet . Die membrandse Expression von ALCAM war mit
einem signifikant kiirzeren Uberleben korreliert. Ebenso erwihnenswert ist die stark
ausgeprigte zytoplasmatische Expression von ALCAM, die in allen Kolonadenomen
derselben Studie registriert wurde . Laut der Autoren ist die Hochregulation von

ALCAM ein frithes Ereignis in der malignen Transformation bei Kolontumoren 6.

Da bisher kaum wissenschaftliche Daten hinsichtlich der ALCAM Expression beim
KRK vorliegen, wurde ALCAM ebenfalls in dieser Arbeit bzgl. seiner Rolle bei der

Entstehung, der Progression und dem Therapieerfolg vom KRK néher untersucht.

1.5. Ziele der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit lagen keine wissenschaftlichen Daten beziiglich der Rolle der
Tyrosinkinase-Rezeptoren C-MET und AXL als potentielle Tumorstammzellmarker
beim KRK vor. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher anhand eines Kollektivs von
164 Patienten mit KRK des Universitétsklinikums Wiirzburg zu kliren, ob sich diese
beiden Oberflachen-Rezeptoren einzeln oder in Kombination mit den bereits bekannten
Stammzellmarkern ALDHI1 und ALCAM als Tumorstammzellmarker von Patienten
mit KRK eignen. Hierzu wurden die Serumspiegel von C-MET, AXL, ALDHI1 und
ALCAM in Patientenproben mittels eines ELISAs bestimmt, um retrospektiv zu
untersuchen, ob sich hieraus Vorhersagen iiber den Krankheitsverlauf und das

Langzeitiiberleben der Patienten hétten ableiten lassen.
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2, Material und Methoden
Im Folgenden sind die in dieser Arbeit eingesetzten bzw. angewandten Materialien und

Methoden aufgefiihrt.
2.1. Patientengut

In der vorliegenden Arbeit wurden von 164 Patienten (42 weibliche und 122 ménnliche)
mit histologisch gesichertem Rektumkarzinom die Daten retrospektiv erhoben. Dazu
wurden die zu untersuchenden Parameter unter Datenausnutzung aus Akten, die per
ICD-Schliissel erfasst wurden, ausgewertet. Das Datenkollektiv beinhaltete unter
anderem folgende wichtigsten Parameter: Geschlecht, Alter und Tumorstadium nach
TNM sowie nach UICC Klassifikation. Die zu untersuchenden Proben stammen aus der
Tumorgewebe- und Serenbank der Klinik fiir Chirurgie I der Universitdtsklinik
Wiirzburg und wurden nach Abnahme streng bei -80°C asserviert. Die Untersuchung
der Serumproben fand auf der Grundlage der in der Chirurgischen Klinik bei jedem
Patienten durchgefiihrten Patientenaufklarungen und Abtretungen der Materialien der
Patienten an das UKW in pseudonymisierter Weise statt. Grundlage waren hierbei die
von Herrn Prof. Jahns in der Interdisciplinary Biomaterial and Data Bank Wiirzburg im

Comprehensive Cancer Center Mainfranken (CCC) erstellten Regularien.

Die Blutentnahmen wurden von der Chirurgischen Klinik unmittelbar vor der
Operation durchgefiihrt. Allerdings wurden auch einige Blutproben von anderen KRK
Patienten eingeschlossen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Operation
entnommen wurden. Die Blutproben wurden mittels Zentrifugation abgesert. Die
Patientenseren wurden fiir die Durchfiihrung der Studie verwendet. Die praoperativen
Serumwerte der 4 verschiedenen Proteine C-MET, AXL, ALCAM und ALDH1 wurden
anhand des ELISA Verfahrens nach entsprechender Protokoll-Anleitung ermittelt

(Biosource International, California, USA).

Die Primértumortherapie dieser Patienten erfolgte ausschlieBlich in der Chirurgischen
Universitétsklinik Wiirzburg. Nach Entlassung aus der Klinik wurde ein grof3er Teil der
Patienten im Rahmen der Tumornachsorge in der Chirurgischen Poliklinik gesehen,
weitere Daten wurden mit der Hilfe der betreuenden Hausérzte gesammelt. Zum
Follow-up gehdrten eine korperliche Untersuchung, Blutentnahme, Rontgen Thorax,
Ultraschall des Abdomens sowie eine Computertomographie beziechungsweise eine

Magnetresonanztomographie, je nach den Richtlinien der deutschen Tumorzentren.
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2.2.Labormethoden

Serumbestimmungen von C-MET, AXL, ALCAM und ALDH1 mittels ELISA

Die Blutproben der Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden beziiglich der in den
Proben enthaltenen C-MET, AXL, ALCAM und ALDHI1 Proteinkonzentrationen
[pg/ul] mittels kommerzieller ELISA Kits nach den von den jeweiligen Herstellern

angegebenen Protokollen untersucht.
Die Seren von insgesamt 39 gesunden Probanden wurden als Kontrolle verwendet.

Folgende Kits wurden hierbei eingesetzt (Tab. 3):

Parameter | Hersteller Kit Verdiinnung
der Probe

C-MET Invitrogen Human c-Met (soluble) ELISA Kit | 1:100

Protein Catalog # KHO2031

AXL Abnova AXL (Human) ELISA Kit 1:100
Catalog # KA1696

ALCAM Cloud-Clone-Corp | ALCAM (Human) ELISA Kit konzentriert
Catalog # SEA002Hu 2x 100ul

ALDHI1 Clooud-Clone Corp. | ALDH1 (Human) ELISA Kit konzentriert
Catalog # SEE824Hu 2x 100ul

Tab. 3: In dieser Arbeit eingesetzte ELISA Kits

Die Ergebnisse wurden am ELISA-Reader bei 450 nm abgelesen [Dynatech
Laboratories, Sullyfield, USA] und die in den Proben jeweils enthaltenen
Proteinkonzentrationen anhand der quantitativen Positivkontrollen nach Angaben der

Hersteller bestimmt.

2.3. Statistische Methoden

Fir die Erstellung der Abbildungen sowie die damit verbundenen statistischen
Analysen wurde Graph Pad Prism 6 eingesetzt. Zudem wurde das Statistikprogramm
SPSS 12.0 des Rechenzentrums der Universitdt Wiirzburg verwendet. P-Werte < 0,05
galten als signifikant (*). Werte fiir p<0,01 galten als hochsignifikant (**).

Zur Priifung der Daten hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede kamen in der

vorliegenden Arbeit folgende Tests zur Anwendung:
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2.3.1. Chi-Quadrat Test

Der Chi-Quadrat Test ist ein Anpassungstest, mit dessen Hilfe auf die zugrundeliegende
Verteilung des Datenmaterials einer Stichprobe geschlossen werden kann. Es wird
gepriift, ob eine beobachtete ZufallsgroBe X einem vorgegebenem Verteilungsgesetz
Fo(X) geniigt. Anhand dieser univarianten Analyse wurde der Zusammenhang

zwischen den 4 verschieden Proteinen C-MET, AXL, ALCAM und ALDHI analysiert.

2.3.2. Unpaired t-Test

Der unpaired t-Test iberpriift anhand der Mittelwerte zweier unabhédngiger
Stichproben, ob sich deren Mittelwerte signifikant unterscheiden. Dabei wird
vorausgesetzt, dass die Messwerte der beiden Stichproben eine Normalverteilung

zeigen.

2.3.3. One-way Anova

Die One-way Anova Analyse erlaubt im Gegensatz zum t-Test den gleichzeitigen
Vergleich mehrerer verschiedener Stichproben. Dabei wird die Nullhypothese getestet,
ob die jeweiligen Stichproben von der gleichen Grundgesamtheit stammen bzw. von

Populationen, die gleiche Mittelwerte und Standardabweichungen aufweisen.

2.3.4. Kaplan-Meier- Schitzung

Diese Methode dient der Schitzung der Uberlebensfunktion, wenn in einem
Beobachtungszeitraum alle Patienten entweder nicht zum gleichen Zeitpunkt in die
Beobachtung aufgenommen werden und/oder aus verschiedenen Griinden nicht bis zum
Ende des Beobachtungszeitraums nachverfolgt werden konnen. Mit Hilfe des log rank
Testes konnte die statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Kurven berechnet

werden.

Tumorbedingtes Uberleben beschreibt den Zeitraum zwischen Diagnose und
Tod/letztem Kontakt mit dem Patienten. Rezidivfreie Zeit beschreibt den Zeitraum
zwischen Diagnose und erstem Rezidiv. Von zensierten Daten spricht man, wenn bis
zu einer bestimmten Zeit (last seen) das Ereignis (tumorbedingter Tod/Rezidiv) noch

nicht eingetreten ist.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Auswertung der patientenbezogenen Daten

Diese Studie umfasste insgesamt 164 Patienten des Universitdtsklinikums Wiirzburg
mit Neudiagnose eines rektalen Karzinoms im Zeitraum von 2002 bis 2013. Im

Folgenden werden zuerst die personenbezogenen Daten dieser Patienten aufgefiihrt.

3.1.1. Geschlechts- und Altersverteilung, Tumorstadium nach TNM und UICC

Die tumorspezifischen Daten der eingeschlossenen Patienten sind in Tab. 4 dargestellt.
Von den 164 Patienten mit Rektumkarzinom zeigte sich ein deutlicher Unterschied in
der Geschlechtsverteilung, wobei Ménner (74,4%) im Vergleich zu Frauen (25,6%)
etwas stirker liberreprédsentiert waren als erwartet. Aufgrund der deutlich hoheren Zahl
von ménnlichen Patienten und der fiir eine getrennte Auswertung nicht ausreichenden
Patientenzahl wurden alle Patienten unabhingig von ihrem Geschlecht in die
Auswertung eingeschlossen. Die erfassten Patienten waren zwischen 31,4 und 83,6
Jahre alt mit einem Medianalter von 64,3 Jahren. Bei einem medianen Follow-up von

45 Monaten waren 53 von 164 Patienten (32,3%) an ihrer Tumorerkrankung verstorben.

Charakteristika

Gesamtanzahl an Patienten 164
davon weiblich 42 (26%)
davon minnlich 122 (74%)
Alter in Jahren (Median, Range) 64,3 (31,4-83,6)
Patienten mit neoadjuvanter Therapie 114
Median Follow-Up 45 Monate
Verstorben insgesamt 53 (32%)
Gestorben am Rektumkarzinom 35 (21%)

Tab. 4: Geschlechts-/Altersverteilung sowie Follow-up
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In Tabelle 5 sind die Daten der Tumorpatienten bzgl. des TNM Stadiums dargestellt.

Tumorstadium Anzahl %
T1 12 7,3
T2 50 30,5
T3 80 48,8
T4 6 3,7
Tx 16 9,8

Lymphknotenstatus
NO 104 63,4
N1 35 21,3
N2 22 13,4
Nx 3 1,8
Metastasierungsstatus

MO 134 81,7
M1 24 14,6
Mx 6 3,7

Tab. 5: Verteilung der Tumorstadien zum Zeitpunkt der Diagnose nach der TNM
Klassifikation

Prioperativ befanden sich gut ein Drittel der Patienten (37,2%) zum Zeitpunkt der
Diagnose in einem frithen Tumorstadium (UICC 0 und 1) mit Tis/T1/T2, NO und MO,
wiahrend bei knapp 15% der Patienten (n=24) bereits Fernmetastasen vorlagen und

damit ein Spatstadium vorherrschte (sieche Tab. 6).

UICC post-OP Anzahl (n=164) %
UICC 0 14 8,5
UICC 1 47 28,7
UICC 11 41 25

UICC I 38 23,2
UICC 1V 24 14,6

Tab. 6: Stadieneinteilung der Tumorpatienten nach UICC
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3.1.2. Einfluss prognoserelevanter Faktoren auf das tumorbedingte Uberleben

Mit Hilfe des Kaplan-Meier Verfahrens wurde der Einfluss einzelner
prognoserelevanter Faktoren beim Rektumkarzinom untersucht. Dabei zeigte sich im
Beobachtungszeitraum (Median 45 Monate) kein signifikanter Einfluss von
Geschlecht, Alter der Patienten und TNM Stadium der Tumoren auf das tumorbedingte
Uberleben (Abb. 6). Dahingegen konnte eine hochsignifikante Einflussnahme von
UICC Stadium auf das Uberleben der Patienten bestitigt werden (p<0,001), was die

prognostische Bedeutung dieses Klassifikationsschemas fiir die Patienten unterstreicht.

Gesamtiiberleben

UICC Stadium

—1 UICCI

—1 UICCII
UICC III

—1 UICC IV

—t— UICC I-zensiert

" UICC II-zensiert

UICC III-zensiert

—t— UICC IV-zensiert

1,0

06—

0,47

Kumulatives Uberleben

0,04

T T T T T T T T T T T T T T
o 12 24 36 45 &0 72 B4 96 108 120 132 144 156

Zeit in Monaten

Abb. 6: Einfluss des UICC-Stadiums auf das tumorbedingte Uberleben bei den
Patienten mit Rektumkarzinom dieser Studie

Die Abbildung zeigt Kaplan-Meier Kurven fiir die 164 Tumorpatienten unserer Studie
eingeteilt nach UICC Stadien.
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3.2.Vergleich der Serumspiegel von AXL, C-MET, ALCAM und ALDH1

bei Patienten mit Rektumkarzinom und gesunden Probanden

Um die Bedeutung der Serumspiegel der vier Parameter als potentielle Tumormarker
fiir das KRK zu beurteilen, wurden parallel zu den Patientenproben auch Serumproben
von insgesamt 39 gesunden Probanden auf AXL, C-MET, ALCAM und ALDHI1

untersucht.

3.2.1. Vergleich der Serumspiegel von AXL bei Patienten mit Rektumkarzinom
und Kontrollpersonen sowie des Therapieeinflusses

Fiir AXL zeigten sich hierbei signifikant niedrigere Serumspiegel (p<0,0001, two-sided

unpaired t-Test) bei den Patienten mit Rektumkarzinom als bei den gesunden

Probanden (Mittelwerte: 34.500 vs 20.200 pg/ml; Abb. 7).
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Abb. 7: Vergleich der AXL-Serumspiegel bei Tumorpatienten und Kontrollpersonen
Dargestellt sind die gemessenen AXL Serumspiegel der Rektumkarzinompatienten sowie der
gesunden Kontrollpersonen. Mittelwert und Standardabweichung in rot (Unpaired t-Test: ****
p<0.0001).

Daher wurde versucht zu kldren, ob sich die erniedrigte Serumspiegel bei den Patienten
durch den Tumor bzw. die durchgefiihrten therapeutischen Maflnahmen, wie z.B. die
Operation (OP) bzw. die neoadjuvante Therapie erkliren lassen. Untersucht wurde
zuerst die Korrelation zwischen dem Zeitpunkt der Blutentnahme relativ zur OP. Dabei
wurden die Patienten in insgesamt 5 Gruppen (Blutabnahme >14d vor OP, innerhalb

von 14d vor OP, am Tage der OP, innerhalb von 2 Wochen nach OP und >2 Wochen
29



nach OP unterteilt. Hierbei zeigten sich erneut signifikant niedrigere AXL Serumwerte
bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Allerdings war dies
unabhéngig vom Zeitpunkt der OP (Abb. 8). Die Entfernung des Tumors im Zuge der
OP hatte offensichtlich keinen Einfluss auf die Hohe der AXL Serumspiegel.
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Abb. 8: Korrelation von AXL Serumspiegel und Abstand der Blutabnahme relativ zur
OP.

Dargestellt sind die AXL Serumspiegel von Patienten mit Rektumkarzinom bei denen die
Blutabnahme fiir die Messung der AXL Serumspiegel >14 Tage (d) vor Operation (OP), <14
Tage vor OP, am Operationstag, innerhalb der ersten 14 Tage nach OP bzw. >14 Tage nach OP
erfolgte. Zudem sind die Serumspiegel der gesunden Kontrollpersonen zu sehen. Mittelwert
und Standardabweichung in rot. Alle statistisch signifikanten Unterschiede sind in der
Abbildung eingetragen (One-way Anova: **** p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05).

Das gleiche Bild zeigte sich auch bzgl. der AXL Serumwerte und der neoadjuvanten
Therapie (Abb. 9). Hierbei wurde zwischen Blutabnahmen zur Bestimmung der AXL
Serumspiegel Patienten vor bzw. ohne Strahlentherapie, sowie Blutabnahmen fiir die
Messung der AXL Serumspiegel innerhalb der ersten 100 Tage nach Ende der

Strahlentherapie bzw. zu noch spiteren Zeitpunkten unterschieden.
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Abb. 9: Korrelation von AXL Serumspiegel und Abstand der Blutabnahme relativ zur
Strahlentherapie (RT).

Dargestellt sind die AXL Serumspiegel von Patienten mit Rektumkarzinom gruppiert nach
Patienten bei denen die Blutabnahme fiir die Messung der AXL Serumspiegel vor der
neoadjuvanten Therapie (inklusive Patienten ohne Strahlentherapie (RT), <100 Tage (d) nach
Abschluss der RT bzw. >100 Tage nach Therapieende erfolgte. Zudem sind die Messergebnisse
der Kontrollpersonen dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung in rot. Alle statistisch
signifikanten Unterschiede sind in der Abbildung ecingetragen (One-way Anova: *¥**
p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05).
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3.2.2. Vergleich der Serumspiegel von ALCAM bei Patienten mit
Rektumkarzinom und Kontrollpersonen sowie des Therapieeinflusses

Fiir ALCAM zeigten sich hoch signifikant hohere Serumspiegel (p<0,0001, two-sided

unpaired t-Test) bei den Patienten mit Rektumkarzinom als bei den gesunden

Probanden (Mittelwerte: 4,4 vs 0,06 pg/ml; Abb. 10).
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Auch hier wurde untersucht, ob sich die hohen ALCAM Werte in Abhéngigkeit von
der Therapie der Tumorerkrankungen wieder normalisieren wiirden. Wie schon fiir

AXL zeigte sich aber kein signifikanter Abfall der ALCAM Werte nach OP (Abb.11).

Abb. 11: Korrelation von ALCAM
Serumspiegel und Abstand der
Blutabnahme relativ zur OP
(One-way Anova: **** p<0.0001; **
p<0.01; * p<0.05)

ALCAM [pg/mi]

Das gleiche Bild zeigte sich auch in Bezug auf eine durchgefiihrte neoadjuvante
Therapie (Abb.12). Wie auch fiir AXL lieen sich die hoheren ALCAM Werte bei den

Tumorpatienten nicht durch die neoadjuvante Therapie erkldren bzw. beeinflussen.
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3.2.3. Vergleich der Serumspiegel von ALDHI1 bei Patienten mit
Rektumkarzinom und Kontrollpersonen sowie des Therapieeinflusses

Fiir ALDHI1 zeigten sich ebenfalls signifikant hohere Serumspiegel (p<0,0001, two-
sided unpaired t-Test) bei den Patienten mit Rektumkarzinom als bei den gesunden

Probanden (Mittelwerte: 3,9 vs 0,6 pg/ml; Abb. 13).
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Auch hier wurde untersucht, ob hohe ALDH1 Werte priferentiell vor operativer
Entfernung der Tumore nachzuweisen waren (Abb.14). Auch bei Spiegelmessungen
>14 Tage nach OP wurden allerdings noch erhdhte Serumspiegel im Vergleich zu den

Kontrollpersonen beobachtet.
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Das gleiche Bild zeigte sich auch bei der Untersuchung des Einflusses der

neoadjuvanten Therapie auf die ALDHI Serumspiegel.
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3.2.4. Vergleich der Serumspiegel von C-MET bei Patienten mit
Rektumkarzinom und Kontrollpersonen sowie des Therapieeinflusses
Erstaunlicherweise ergaben sich bei der Auswertung der C-MET Serumspiegel zwei
differente Patientenuntergruppen. Wihrend iiber zwei Drittel der Patienten (111/159 =
70%) leicht hohere C-MET Werte als die gesunden Kontrollpersonen aufwiesen, zeigte
ein Drittel (48 Patienten = 30%) im Durchschnitt fast 100-fach niedrigere Werte. Zur

besseren Visualisierung der beiden Gruppen sind die C-MET Messwerte in einer

Logskala dargestellt (Abb. 16).
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Dieses Phidnomen wurde lediglich bei der C-MET Auswertung beobachtet.

Interessanter Weise zeigte sich eine klare Korrelation zur neoadjuvanten Therapie

(Strahlentherapie).
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Patienten ohne Vortherapie wiesen in der Regel extrem niedrige C-MET Werte auf.
Dagegen waren bei den vortherapierten Patienten hohe Werte dhnlich wie bei den
Kontrollpersonen nachweisbar (siche Abb.17). Das konnte ein Hinweis darauf sein,
dass bei KRK Patienten bestimmte mit C-MET assoziierte Mechanismen der
Gewebereparatur unterdriickt sind, wihrend die neoadjuvante Radiotherapie als Folge
threr gewebeschddigenden Wirkung diejenigen Mechanismen wieder in Bewegung
setzt und die Expression von Genen wie C-MET induziert, die maBgeblich an der

Gewebereparatur beteiligt sind.

Um den Einfluss der neoadjuvanten Radiotherapie auf die Expression von C-MET
besser zu analysieren, wurden die vorbehandelten Patienten in 2 Gruppen unterteilt;
denjenigen, die eine Kurzzeit-Therapie bekommen hatten (1 bis 5 Wochen) und
denjenigen, die einer Langzeit-Strahlentherapie unterzogen wurden (>5 Wochen).
Dabei zeigte sich, dass je linger die Patienten der Strahlentherapie ausgesetzt waren,

desto hohere C-MET Werte nachweisbar waren (Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss einer Kurzzeit- (1-5 Wochen) bzw. Langzeit- (>6 Wochen)
Strahlentherapie auf die C-MET Serumspiegel.

Serumspiegel von C-MET von allen Patienten, die eine neoadjuvante Strahlentherapie
erhielten, eingeteilt nach Kurzzeittherapie (<5-Wochen: n=38) und Langzeittherapie (>5
Wochen Therapie: n=69). Mittelwerte und Standardabweichung in rot (Unpaired t-Test:
p=0.015).
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3.3. Korrelation der Serumspiegel mit prognoserelevanten Faktoren

Im Folgenden wurde die Korrelation der Serumspiegel der vier beschriebenen
Parameter mit verschiedenen prognoserelevanten Faktoren wie Geschlecht, Alter und

Tumorstadium der Patienten untersucht.

> Geschlecht

Fir ALCAM zeigte sich eine signifikante Korrelation der Serumspiegel mit dem
Geschlecht der jeweiligen Patienten (p=0.013; siche Abb. 19). Dabei wiesen mannliche
Patienten deutlich hohere Serumspiegel von ALCAM auf als weibliche Patienten. Fiir
AXL zeigten sich ebenfalls bei Mdnnern etwas hohere Werte als bei Frauen. Allerdings
erreichten die Unterschiede noch keine statistische Signifikanz (p=0.06; two-sided t-
Test). Fiir die anderen beiden Parameter zeigte sich keine signifikante Korrelation

(Daten nicht gezeigt).
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Manner Frauen

Abb. 19: Korrelation von ALCAM und Geschlecht.

Der Boxplot zeigt die gemessenen Serumwerte fiir ALCAM bei méinnlichen und weiblichen
Patienten mit Rektumkarzinom. Méanner zeigten dabei im Schnitt etwas héhere Serumspiegel
(p=0.013; two-tailed t-Test).
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> Alter

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Serumspiegel der vier Parameter eine

Assoziation mit dem Alter der Patienten aufwiesen. Wie die Abb. 20 am Beispiel fiir

AXL veranschaulicht, zeigte sich hierbei keine signifikante Korrelation zwischen den

AXL Serumspiegeln und den verschiedenen Altersgruppen der Patienten. Auch die

Expression der anderen Parameter korrelierte nicht mit dem Alter der Patienten.
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Abb. 20: Einfluss des Alters der Patienten auf die AXL Serumspiegel.

Die Patienten wurden in Altersklassen eingeteilt (<40Jahre bis >80Jahre). Dargestellt sind die
AXL Serumspiegel der Tumorpatienten in den verschiedenen Altersklassen mit Mittelwert und
Standardabweichung. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation (One-way ANOVA).
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» Tumorstadien

Fiir keinen der vier Serummarker lie} sich eine signifikante Assoziation mit der TNM
Kategorie oder dem UICC Stadium der Patienten feststellen. Beispielhaft sind in Abb.
21 die Korrelationen zum UICC Stadium dargestellt.
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Abb. 21: Korrelation von AXL und UICC Stadium.

Der Boxplot zeigt die gemessenen Serumwerte fiir AXL in den verschiedenen UICC Stadien.
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Serumkonzentrationen (one-way

ANOVA).
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3.4. Assoziation zwischen AXL, C-MET, ALCAM und ALDH1 und

Gesamtiiberleben/krankheitsfreiem Uberleben der Patienten

Mit Hilfe des Kaplan-Meier Verfahrens wurde der Einfluss der Serum-Expression der
vier Proteine sowohl auf das Gesamtiiberleben als auch auf das krankheitsfreie
Uberleben (Disease Free Survival, DFS) der Patienten untersucht. Dabei zeigte sich im
Beobachtungszeitraum (Median 45 Monate) kein signifikanter Einfluss der
Proteinkonzentrationen auf das Gesamt- (Abb. 22) bzw. das krankheitsfreie (Abb. 23)

Uberleben der Patienten.
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Abb. 22: Kaplan-Meier Kurven zum Gesamtiiberleben der Patienten.

Patienten Kklassifiziert jeweils nach hohen (obere 50%) und niedrigen (untere 50%)
Serumwerten fir die vier untersuchten Parameter. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.
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Abb. 23: Kaplan-Meier Kurven zum krankheitsfreien Uberleben der Patienten.
Patienten Kklassifiziert jeweils nach hohen (obere 50%) und niedrigen (untere 50%)
Serumwerten fir die vier untersuchten Parameter. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.
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3.5.Korrelation zwischen AXL, C-MET, ALCAM und ALDH1 und

Therapieansprechen

Von den vier verschiedenen Markerproteinen deutete sich nur fiir C-MET ein Einfluss
auf das Ansprechen auf die neoadjuvante Behandlung an. Patienten mit hohen C-MET-
Werten zeigten ein eher schlechteres Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie (siche

Abb. 24). Dabei erreichte der entsprechende p-Wert mit 0,074 nicht ganz statistische

Signifikanz.
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Abb. 24: Korrelation zwischen C-MET und Therapieansprechen.

Patienten mit hohen C-MET-Werten zeigten ein eher schlechteres Ansprechen auf die
préoperative Strahlentherapie im Vergleich zu Patienten mit niedrigeren C-MET Werten
(p=0,074; two-sided t-Test).
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3.6.Korrelation zwischen AXL, C-MET, ALCAM und ALDH1

Abschliefend wurde eine mdgliche Assoziation zwischen den vier Parametern
untersucht. Dabei zeigte sich fiir AXL und ALCAM eine signifikante Korrelation
(R=0,29; p<0,01) (siche Abb. 25). Hingegen war fiir die anderen drei Parameter keine

signifikante Korrelation nachweisbar.
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Abb. 25: Korrelation zwischen den Serumwerten fiir AXL und ALCAM.

Dargestellt ist die Korrelation der gemessenen Serumspiegel fiir AXL und ALCAM bei den
Patienten mit Rektumkarzinom.
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4. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die prognostische Bedeutung der pridoperativen
Serumspiegel von vier verschiedenen Proteinen (AXL, C-MET, ALDH1 und ALCAM)
untersucht und ihre potentielle Rolle als Tumorstammzellmarker bei rektalem
Karzinom analysiert. Alle vier Proteine waren in verschiedenen wissenschaftlichen
Studien mit tumorfdrdernden Eigenschaften in Verbindung gebracht worden #446-53-66,
Eine (iberméBige) Aktivierung der Expression dieser Proteine fordert die Zellmigration
und die Tumorausbreitung in vielen unterschiedlichen Krebsarten, inklusive des
Kolorektalen Karzinoms. Dariiber hinaus wurden hohe Expressionsniveaus mit
schlechteren Krankheitsprognosen sowie mit kiirzeren Uberlebensraten in einer Reihe
von Tumoren korreliert 44463366,

Bei den hier untersuchten Patienten lie8 sich ein in der Literatur beschriebener
deutlicher Einfluss des UICC Stadiums auf das Gesamtiiberleben der Patienten
bestdtigen (p<0,001). Im Gegensatz dazu war weder fiir das Geschlecht, fiir das Alter
der Patienten noch fiir das TNM Stadium der Tumoren ein signifikanter Einfluss auf
das tumorbedingte Uberleben nachweisbar. Unsere Ergebnisse sind somit konsistent

mit der wissenschaftlichen Erkenntnis, dass das UICC Stadium der aussagekréftigste

prognostische Parameter beim KRK ist ¢’

Fir ALDH1 und ALCAM zeigten sich bei den Patienten mit KRK deutlich erhdhte
Serumspiegel. Dieses Ergebnis stimmt mit der wissenschaftlichen Literatur zur
Uberexpression von ALDH1 und ALCAM in Tumorzellen iiberein %%+ Auch wenn
leider keine Serummesswerte vor und nach Operation (OP) vorlagen, so wurde doch
versucht anhand von zusétzlichen Blutproben von KRK Patienten nach Operation zu
klaren, ob sich die erhohten Serumspiegel bei den Patienten in Abhingigkeit von der
Therapie der Tumorerkrankungen wieder normalisierten. So wurde die Korrelation
zwischen dem Zeitpunkt der Blutentnahme relativ zur OP untersucht. Dabei wurden die
Patienten in insgesamt 5 Gruppen (Blutabnahme >14d vor OP, innerhalb von 14d vor
OP, am Tage der OP, innerhalb von 2 Wochen nach OP und >2 Wochen nach OP)
unterteilt. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Abfall der ALCAM oder ALDH1
Werte nach OP. Die Entfernung des Tumors im Zuge der OP schien dabei eher keinen
Einfluss auf die Hohe der ALCAM/ALDHI Serumspiegel zu haben. Das gleiche Bild

zeigte sich auch in Bezug auf eine durchgefiihrte neoadjuvante Therapie. Die erhohten
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ALCAM/ALDHI1 Werte bei den Patienten lieBen sich nicht durch die neoadjuvante

Therapie erkldren bzw. beeinflussen.

Bei AXL und C-MET zeigten sich erstaunlicherweise bei den Krebspatienten im
Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen erniedrigte Expressionswerte. Dies
widerspricht den bereits bekannten Literaturdaten **%. Die niedrigen AXL/ C-MET
Serumspiegel bei den Patienten lieBen sich dabei nicht durch den Tumor bzw. die
durchgefiihrten therapeutischen MaBBnahmen (OP/neoadjuvante Therapie) erkldren und

bediirfen der Kontrolle an einer groBeren Zahl an Patienten und Kontrollpersonen.

Das interessanteste Ergebnis dieser Untersuchung zeigte sich fir C-MET. Hier lieen
sich anhand der Serumkonzentration zwei Untergruppen klar voneinander abgrenzen.
Wihrend Patienten ohne neoadjuvante Strahlentherapie extrem niedrige Serumwerte
im Vergleich zu den Kontrollen aufwiesen, zeigten vorbestrahlte Patienten, d.h. nach
Strahlentherapie und vor OP, in Abhéngigkeit von der Dosis der Strahlentherapie
vergleichbare Serumspiegel wie die Kontrollpersonen. Somit kdnnte ein erniedrigter C-
MET Spiegel ein Indikator fiir das Vorliegen eines Rektumkarzinoms sein. Dabei
konnte die neoadjuvante Radiotherapie durch ihre gewebeschiddigende Wirkung wieder
die Expression von Genen (inklusive C-MET) induzieren, die an der Reparatur und der
Regeneration von Geweben beteiligt sind. Die erniedrigten Serumwerte bei den
Tumorpatienten ohne Strahlentherapie sollten daher weiterhin verfolgt und in
unabhingigen Messungen sowie in einer zweiten unabhingigen Kohorte inklusive
Patienten mit anderen gastroenterologischen Erkrankungen reproduziert und untersucht
werden.

Signifikante Korrelationen der Serumspiegel von ALCAM zeigten sich mit dem
Geschlecht der Patienten. Mainnliche Patienten wiesen deutlich hohere
Expressionswerte (p=0,013) von ALCAM auf als weibliche Patienten. Fiir AXL zeigten
sich ebenfalls bei Ménnern nicht signifikant erhohte Werte. Fiir die weiteren Parameter
C-MET und ALDHI1 ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Beziiglich des
Alters und des TNM Stadiums der Patienten konnte ebenfalls keine Korrelation
zwischen beiden Parametern und der Expression der vier Proteine nachgewiesen
werden. In anderen Studien wurden ebenfalls keine signifikanten Assoziationen
zwischen dem Patientenalter, dem TNM Stadium und der Expression von ALCAM

beobachtet ¢,
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Des Weiteren konnte mittels immunhistochemischer Analysen gezeigt werden, dass
eine verstiarkte Expression von ALDH1 im Tumorgewebe mit dem T- und N- Stadium
der Patiententumoren korreliert . Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der C-MET Expression im Tumor und dem TNM-Tumorstadium wurde
zudem in einer weiteren Studie aufgezeigt ’°. Die C-MET Expression stieg schrittweise
beim Ubergang von einem normalen kolorektalen Epithel hin zum Adenom und
schlieBlich zum Karzinom an. Fiir keinen der vier Parameter lie§3 sich eine Korrelation
mit dem UICC Stadium der Patienten nachweisen. Somit konnen die Ergebnisse dieser
Untersuchung die bereits bekannten Literaturdaten fiir den Zusammenhang einer
erhohten Expression von C-MET und ALDH1 mit fortgeschrittenen UICC Stadien des
KRK nicht bestitigen 337!,

In verschiedenen Studien zeigte sich liberwiegend eine schwache Assoziation zwischen
den vier Proteinen sowohl mit dem Gesamtiiberleben als auch mit dem krankheitsfreien
Uberleben von KRK Patienten. Hohe Serumspiegel scheinen dabei mit kiirzeren
Uberlebensraten und hoheren Rezidivraten einherzugehen #44¢-5%3%6 n der eigenen
Untersuchung lieB sich hingegen im Beobachtungszeitraum von median 45 Monaten
kein signifikanter Einfluss der Proteinkonzentrationen auf das Gesamt- bzw. das

krankheitsfreie Uberleben der Patienten beobachten.

Des Weiteren wurde die Korrelation von AXL, C-MET, ALCAM und ALDH1 mit dem
Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie analysiert. Dabei zeigte nur C-MET einen
knapp nicht signifikanten Einfluss der neoadjuvante Behandlung auf das Ansprechen
(p=0,074). Patienten mit erhohten C-MET Spiegeln sprachen schlechter auf die
préoperative Bestrahlungstherapie an im Vergleich zu denjenigen, die nicht erhdhte
Serumwerte aufwiesen. Die gefundenen Ergebnisse unterstiitzen somit die Ergebnisse
anderer Untersuchungen, die fiir C-MET einen prognostischen Vorhersagewert fiir das

Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie beim Rektumkarzinom identifizierten ’2.

Der Vergleich von AXL, C-MET, ALCAM und ALDHI1 untereinander zeigte erstmals
eine signifikante Korrelation zwischen den Serumspiegeln von AXL und ALCAM (p<
0,01). Fir ALCAM und ALDHI fand sich keine Korrelation. Eine solche, bislang nicht
beschriebene Korrelation zwischen AXL und ALCAM konnte darauf hinweisen, dass
diese zwei Oberflachenproteine an der Aktivierung der Zellproliferation maf3geblich

beteiligt sind. Niedrige Expressionsniveaus von AXL sind bei der spiten
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Embryogenese zu beobachten *!.

Einen solchen positiven Einfluss auf die
Zellvermehrung zeigt ebenfalls ALCAM, welches in einer Reihe von Studien als ein
erforderliches Element der Hématopoese, des Nervenwachstums und der
Osteoblastenproliferation nachgewiesen ist. Eine Uberexpression von sowohl AXL als
auch ALCAM scheint die Zellmigration und damit auch die Tumorausbreitung in vielen
verschiedenen Krebsarten einschlieBlich des KRK zu fordern 46, Die in der eigenen
Untersuchung beobachtete Korrelation von AXL und ALCAM konnte somit einen

Hinweis auf die synergistische, tumorfordernde Wirkung dieser Proteine darstellen und

auf neue therapeutische Ziele fiir eine effektivere Behandlung des KRK hinweisen.

Zwei der vier untersuchten Proteine, ndmlich ALDH1 und ALCAM, stellen wichtige
Vertreter von Tumorstammzellmarkern bei verschiedenen Tumorarten, unter anderem
beim KRK, dar *. Hierbei handelt es sich um spezifische Oberflichenmarker, die
Tumorstammzellen von normalen Zellen sowie auch von normalen Stammzellen

unterscheiden 34,

Als Tumorstammzellen lassen sich diejenige Zellen -einer
Tumormasse beschreiben, welche die Fahigkeit zur Selbstregeneration und zur
Pluripotenz besitzen und daher mit der Initiierung, der Progression und einem
Tumorrezidiv einhergehen **. Bisher sind keine wissenschaftlichen Daten beziiglich der
Rolle der Tyrosinkinase-Rezeptoren C-MET und AXL als Tumorstammzellmarker
bekannt. Die eigenen Ergebnisse lassen leider keine klaren Riickschliisse beziiglich des
Einflusses beider Proteine auf den Krankheitsverlauf oder das Langzeitiiberleben der
Patienten zu. Zusammenfassend sind weitere Studien erforderlich, um die Bedeutung
der vier Proteine in der Entstehung, der Progression und Therapie des KRK genauer
aufzukldren und ihre  Wertigkeit als  Tumorstammzellmarker  besser
herauszukristallisieren. Hierbei wire es insbesondere wichtig, Serumwerte fiir die vier
Parameter AXL, C-MET, ALDH1 und ALCAM, als Verlaufskontrollen der Patienten
vor und nach OP sowie bei Rezidiven zu bestimmen. Zudem wiére histologisch die
Expression der vier Proteine in den Tumorzellen selbst sowie im umgebenden normalen
Gewebe zu analysieren, um Tumoren mit hohen bzw. mit niedrigen Expressionswerten
zu differenzieren.

Die Identifizierung neuer und moglichst spezifischer Tumorstammzellmarker beim
KRK wiirde moglicherweise Riickschliisse auf das Vorliegen, den Verlauf und die
Prognose der Erkrankung ermdglichen sowie neue Ansitze fiir erfolgreichere,

personalisierte und somit nebenwirkungsdarmere Therapien eroffnen.
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S. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) gehort zu den hdufigsten malignen Erkrankungen
und stellt weltweit bei Mannern die dritthdufigste und bei Frauen die zweithdufigste
Tumorerkrankung dar. Die 5-Jahres-Uberlebensrate beim Kolon- und Rektumkarzinom

liegt bei etwa 65%.

In der vorliegenden Arbeit wurde die prognostische Wertigkeit der prdoperativen
Serumspiegel von vier verschiedenen Proteinen (AXL, C-MET, ALDH1 und ALCAM)
untersucht, die in mehreren wissenschaftlichen Studien eine besondere Rolle bei der
Entwicklung, der Progression sowie der Prognose und der Therapie unterschiedlicher
Krebsarten, inklusive des kolorektalen Karzinoms, spielen. Hierzu wurden die
praoperativen Serumspiegel der vier Proteine in einem Kollektiv von 164 Patienten mit
KRK des Universititsklinikums Wiirzburg mittels ELISA bestimmt. Retrospektiv
wurde so untersucht, ob sich hieraus Vorhersagen iiber den Krankheitsverlauf und das
Langzeitiiberleben der Patienten ergaben. Zwei der vier Proteine, ALDHI1 und
ALCAM, stellen interessante Vertreter von Tumorstammzellmarkern bei
verschiedenen Tumorarten, unter anderem beim KRK, dar. Hierbei handelt es sich um
spezifische Oberflaichenmarker, die Tumorstammzellen von normalen Zellen sowie von

normalen Stammzellen unterscheiden.

Wie in der Literatur beschrieben, zeigte sich das UICC Stadium auch hier als
hochsignifikanter prognostischer Parameter fiir die Prognose der Patienten,
wohingegen das Geschlecht, Alter und TNM Stadium der Patienten keinen

wesentlichen Einfluss auf das Gesamtiiberleben hatten.

Patienten mit KRK zeigten vor Operation deutlich erhohte Expressionswerte flir
ALDH1 und ALCAM im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Im Gegensatz dazu
fanden sich fir AXL und C-MET erniedrigte Serumspiegel, wobei sich das
interessanteste Ergebnis fiir C-MET ergab. Hier lieBen sich anhand der
Serumkonzentrationen zwei Untergruppen klar voneinander abgrenzen. Wihrend KRK
Patienten ohne neoadjuvante Strahlentherapie deutlich niedrigere Serumwerte
aufwiesen verglichen mit gesunden Kontrollen, zeigten Patienten nach préoperativer
Strahlentherapie in Abhéngigkeit von der Dosis der Strahlentherapie &hnliche Spiegel
wie gesunde Kontrollpersonen. Somit konnte ein erniedrigter C-MET Spiegel ein

Risikofaktor fiir das Vorliegen eines kolorektalen Karzinoms darstellen und
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moglicherweise eine prognostische Relevanz besitzen. Die sich wieder dem
Wertebereich gesunder Kontrollen anndhernden Werte fiir C-MET nach neoadjuvanter
Radiotherapie konnten sich durch die in Folge der Strahlentherapie induzierte
Reparatur bzw. Regeneration der bestrahlten Gewebe erkliren.

Weiterhin wiesen mannliche Patienten deutlich hohere Expressionswerte fiir ALCAM
auf als weibliche Patienten. Fiir AXL zeigten sich ebenfalls bei Ménnern nicht
signifikant hohere Werte als bei Frauen. Fiir die weiteren Parameter C-MET und
ALDHI1 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezogen auf das Geschlecht der
Patienten. Das Alter und das TNM/UICC Stadium der Patienten ergaben keine
Assoziationen zu den Serumspiegeln der vier Proteine. In einem medianen
Beobachtungszeitraum von 45 Monaten zeigte keines der vier Proteine im Blut eine
Korrelation zum Gesamt- bzw. krankheitsfreien Uberleben der Patienten. Allerdings
lieB sich fiir C-MET eine schwache negative Korrelation fiir das Therapieansprechen
nachweisen. Patienten mit hohen C-MET Blutspiegeln sprachen dabei nicht signifikant
schlechter auf die prdoperative Bestrahlungstherapie an. Interessanter Weise zeigte sich

eine direkte Korrelation fiir die beiden Serumspiegel von AXL und ALCAM.

Zusammenfassend liefen sich in dem untersuchten Kollektiv an Patienten mit
kolorektalem Karzinom keine klaren Schlussfolgerungen hinsichtlich des Einflusses
der beiden Marker AXL und ALCAM auf den Krankheitsverlauf oder das
Langzeitiiberleben der Patienten ziehen. Die erarbeiteten Ergebnisse bieten allerdings
eine gute Grundlage fiir weiterfiihrende Studien insbesondere zur Rolle von
erniedrigten C-MET Serumspiegeln als potentielle Marker fiir Patienten mit einem
KRK. Insgesamt sind weitere Studien erforderlich, um die Bedeutung der Proteine
AXL, C-MET, ALDHI1 und ALCAM in Tumorstammzellen des kolorektalen
Karzinoms und in der Entwicklung, der Progression und der Therapie des KRK genauer

zu analysieren.
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