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Einleitung

1 Einleitung

Das kolorektale Karzinom ist als dritthaufigster Tumor in Deutschland eine der haufigsten
Krebserkrankungen. Bisher erfolgt die Standardtherapie beim Rektumkarzinom in lokal
fortgeschrittenen Stadien (UICC-Stadium 1l und Ill) als neoadjuvante Radio-
Chemotherapie, gefolgt von einer Tumorresektion und ggf. einer adjuvanten
Chemotherapie (Adj. CT). Dabei variiert das Tumoransprechen von einer pathologisch
kompletten Remission bis hin zu fehlendem Tumoransprechen oder einer Progression
der Erkrankung. Obwohl die Kombination aus praoperativer Radiochemotherapie und
Operation die Lokalrezidivrate deutlich verbessern konnte, ist das Auftreten von
Fernmetastasen mit bis zu 30 % der Falle trotz leitliniengerechter und evidenzbasierter
Therapie nach wie vor sehr hoch. Auch das Gesamtiiberleben scheint durch die
neoadjuvante Therapie nicht verlangert zu werden. [1, 2]

Um eine bessere Vorhersage uber das Therapieansprechen vor allem der
neoadjuvanten  Radiochemotherapie @ (RCT) und Uber den langfristigen
Erkrankungsverlauf betroffener Patienten treffen zu kénnen, werden prognostische
Biomarker benotigt. Mithilfe dieser Biomarker konnten Risikopatienten identifiziert
werden und eine intensivere Therapie (z.B. im Rahmen einer adjuvanten
Chemotherapie) bzw. eine engmaschigere Nachsorge erhalten. Des Weiteren kdnnten
sich durch die Evaluierung prognostischer Biomarker Angriffspunkte fir neue Therapien
bieten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die potenziellen Biomarker Osteopontin sowie die
Rezeptortyrosinkinase c-Met und ihr Substrat hepatocyte growth factor (HGF)

untersucht.

1.1 Das Kolorektale und das Rektumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist trotz der in Deutschland insgesamt riicklaufigen Inzidenz
der letzten 15 Jahre eine der haufigsten Krebserkrankungen des Menschen. Mit 13,3 %
ist es in Deutschland bei Mannern der dritthdufigste maligne Tumor, bei Frauen mit
12,3 % der zweithaufigste. Bei ca. 61.000 Neuerkrankungen pro Jahr erkrankten im Jahr
2014 etwa 33.100 Manner und 27.900 Frauen. Uber 50 % der Neuerkrankungen treten
mit mehr als 70 Jahren auf. Bei Frauen liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 75 Jahren,

bei Mannern bei 72 Jahren. Vor dem 55. Lebensjahr treten hingegen nur etwa 10 % der



Einleitung

Neuerkrankungen auf. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt etwa 60 %. Etwa
ein Drittel der Kolorektalen Karzinome befindet sich im Rektum. Dabei liegt die relative
5-Jahres-Uberlebensrate  etwa zwei  Prozentpunkte niedriger als  beim

Kolonkarzinom. [3, 4]

1.1.2 Atiologie, Pathogenese und Risikofaktoren

Das kolorektale Karzinom entsteht zu tiber 90 % aus adenomatdsen Polypen, von denen
etwa zwei Drittel im Rektosigmoid lokalisiert sind. Diese Adenome entsprechen
pramalignen Verdnderungen, die im Rahmen der klassischen Adenom-Karzinom-
Sequenz in invasive Karzinome ubergehen kénnen. Die Adenom-Karzinom-Sequenz
umfasst eine Reihe molekulargenetischer Veranderungen, die einen mehrschrittigen
Prozess der Karzinomentstehung beinhalten. Dazu gehdren u.a. Punktmutationen im
KRAS-Protoonkogen, Mutationen im APC-Gen und Mutationen des p53-
Tumorsupressorgens (TP53). [5, 6]

Ein weiterer Teil der Karzinome entsteht durch die sogenannte serratierte
Karzinogenese. Hierbei entwickeln sich einerseits Karzinome aus traditionellen
serratierten Adenomen, bei welchen die Onkogenese ebenfalls Gber KRAS, das APC-
Gen oder TP53 vermittelt wird. Diese gehen mit einer Mikrosatellitenstabilitat oder einer
niedrigen Mikrosatelliteninstabilitdt einher. Andererseits stellen sessile serratierte
Adenome, die mit Mutationen im BRAF-Gen einhergehen, Vorlauferlasionen dar, bei
denen durch epigenetische Promotor-(CpG)-Methylierungen und Genausfélle eine
hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat entsteht. [7]

Nur etwa 5 % der Neuerkrankungen treten hereditar auf. Dabei unterscheidet man die
seltenen Polyposissyndrome von h&ufigeren nicht polypdsen Tumorsyndromen. Zu den
Polyposissyndromen gehdren u.a. die familiare adenomattse Polyposis coli (FAP) sowie
die MYH-assoziierte Polyposis. Die FAP ist gekennzeichnet durch das Auftreten
zahlreicher adenomatdser Polypen im Dickdarm und geht u.a. mit einem Verlust des
APC-Gens einher. Bei der MYH-assoziierten Polyposis liegt eine Mutation des MUT4H-
Gens vor. Beide Syndrome werden autosomal-dominant vererbt. Die haufigste Form der
nicht polypésen Tumorsyndrome ist das hereditdre nicht polypdse Kolonkarzinom
(HNPCC). Es geht mit Keimbahnmutationen verschiedener Gene wie MSH2 und MLH1
einher, was zu einer Mikrosatelliteninstabilitat fuhrt. Auch das HNPCC wird autosomal-
dominant vererbt. [8]

Wichtige Risikofaktoren des kolorektalen Karzinoms sind neben Alkohol- und
Nikotinkonsum Adipositas und eine geringe korperliche Aktivitat [9-12]. Zudem konnte

gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen einem hohen Konsum von rotem
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Fleisch und dem Auftreten eines kolorektalen Karzinoms besteht [13]. Weiter zeigt sich
eine erhdhte Inzidenz des kolorektalen Karzinoms bei Patienten mit positiver
Familienanamnese und bei Patienten mit lange bestehenden chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa [14, 15].

1.1.3 Screening

Zur Fruherkennung des kolorektalen Karzinoms sind Vorsorgeuntersuchungen ab dem
50. Lebensjahr empfohlen. Diese sollte zunachst jahrlich eine digital rektale
Untersuchung sowie einen immunologischen Stuhltest auf okkultes Blut umfassen. Ab
dem 55. Lebensjahr wird eine komplette Koloskopie — ggf. mit Abtragung von Adenomen
— empfohlen, die bei unauffalligem Befund alle 10 Jahre wiederholt werden sollte. Falls
keine komplette Koloskopie gewtinscht wird, kann beim Rektumkarzinom alternativ eine
Kombination aus dem jahrlichen Stuhltest auf okkultes Blut und einer Sigmoidoskopie
alle 5 Jahre durchgefiihrt werden. Falls auch die Sigmoidoskopie abgelehnt wird, sollte
jahrlich der Stuhltest auf okkultes Blut erfolgen. [4, 16]

Bei Risikopatienten sollte die Screening-Vorsorgeuntersuchung engmaschiger
durchgefuhrt werden. Verwandte ersten Grades von Patienten mit einem kolorektalen
Karzinom oder Adenom sollten bereits 10 Jahre vor Erkrankungsalter des
Indexpatienten die erste Koloskopie erhalten, spatestens aber mit 45-55 Jahren. Bei
Verwandten ersten Grades von Patienten mit Kkolorektalem Karzinom und
Mikrosatellitenstabilitat sollte eine Koloskopie alle 3-5 Jahre durchgeflhrt werden.
Liegen Hinweise auf genetische Mutationen wie das HNPCC vor, sollten die
regelmafigen Untersuchungen bereits ab dem 25. Lebensjahr erfolgen. Bei Patienten
mit Colitis ulcerosa sollte die erste komplette Koloskopie spatestens 8 Jahre nach
Erkrankungsbeginn durchgefuhrt werden und dann regelmafig im Abstand von 1-2
Jahren erfolgen. [16]

1.1.4 Klinisches Bild, Diagnostik und Staging

Das kolorektale Karzinom verursacht kaum Friihsymptome. Erste Hinweise kénnen Blut
im Stuhl, Veranderungen der Stuhlgewohnheiten oder -konsistenz sowie abdominelle
Schmerzen sein. Zudem treten Allgemeinsymptome wie ungewollte Gewichtsabnahme
und Leistungsschwéache auf [17]. Bei Verdacht auf das Vorliegen eines Karzinoms wird
zunachst eine komplette Koloskopie inklusive Biopsien durchgefiihrt. Nach
histopathologischer Untersuchung folgt bei Vorliegen einer malignen Erkrankung das
Staging. Dazu gehdren beim Rektumkarzinom Untersuchungen sowohl zur

Einschatzung des Lokalbefundes als auch zur Abklarung des Vorliegens von
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Fernmetastasen. So wird eine starre Rektoskopie zur genauen Evaluierung des
Abstands des Tumorunterrandes zur Linea anocutanea durchgefihrt, wonach die erste
Einteilung des Tumors erfolgt. Zudem werden eine rektale Endosonographie und eine
Magnetresonanztomographie (MRT) des Beckens zur Einschatzung der
Tumorinfiltrationstiefe und des Lymphknotenstatus durchgefthrt. In der MRT wird
zusatzlich der zirkumferentielle Abstand zur mesorektalen Faszie angegeben (CRM).
Zur Abklarung moglicher Fernmetastasen wird eine Abdomensonographie in
Kombination mit einem Rontgen-Thorax durchgefuihrt. Bei unklarem Befund oder
Verdacht auf Fernmetastasen bzw. Infiltration von Nachbarorganen sollte im Anschluss
eine Computertomographie (CT) des Abdomens und des Beckens bzw. des Thorax
erfolgen. [16]

1.1.5 Metastasierung

Die Metastasierung beim Rektumkarzinom erfolgt sowohl lymphogen als auch
hamatogen, wobei die Wege je nach Lokalisation des Karzinoms variieren. Die oberen
Rektumkarzinome metastasieren lymphogen v.a. in die paraaortalen Lymphknoten und
hamatogen Uber die Vena porta in die Leber. Karzinome des mittleren Drittels
metastasieren lymphogen ebenfalls in die paraaortalen Lymphknoten und zusétzlich in
die Beckenwand. Die hamatogene Metastasierung erfolgt einerseits tUber die Vena porta
in die Leber und andererseits Uber die Vena cava in die Lunge. Die unteren
Rektumkarzinome hingegen metastasieren lymphogen in die paraaortalen
Lymphknoten, die Beckenwand und teils in die inguinalen Lymphknoten und hamatogen
Uber die Vena cava in die Lunge. In einigen Fallen kommt zudem die Metastasierung per

continuitatem in umgebendes Binde- und Fettgewebe oder Nachbarorgane vor. [17]

1.1.6 Tumorstadien und Pathologie

Das Rektumkarzinom wird zunéchst nach der Lokalisation eingeteilt. So unterscheidet
man nach der Union for International Cancer Control (UICC) je nach Entfernung des
distalen Randes des Tumors von der Anokutanlinie ein Rektumkarzinom des oberen
(12 - 16 cm), mittleren (6 - 12 cm) und unteren (< 6 cm) Drittels.

Die weitere Einteilung erfolgt nach der TNM-Klassifikation. Dabei erfolgt zunéachst die
préatherapeutische Einteilung anhand von klinisch erhobenen Daten, die sogenannte
CcTNM Kilassifikation. Die histopathologische Stadieneinteilung (pTNM) erfolgt dann
postoperativ nach der Resektion des Primartumors. T steht jeweils fur die Tiefe der
Tumorinfiltration, N reprasentiert die Lymphknotenmetastasierung und M das Vorliegen

von Fernmetastasen (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Klassifikation des Rektumkarzinoms nach UICC Stadieneinteilung, 7. Auflage.
LK = Lymphknoten; N =Anzahl befallener Lymphknoten; M =Vorliegen von Fernmetastasen;
T = Tumorinfiltrationstiefe; Tis = Tumor in situ; UICC: Union for International Cancer Control.

UICC-Stadium | Primartumor | Lymphknotenstatus | Fernmetastasen
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2
IlA T3a (< 1 mm) NO MO
T3b (1 -5 mm)

T3c (5-15 mm)
T3d (> 15 mm)

B T4 NO MO
A Tl N1 (1 - 3 LK) MO
T2
B T3 N1 (1 - 3 LK) MO
T4
nc alleT N2 (=4 MO
IV A alleT alle N M1 (in einem
Organ)
IV B alleT alle N M1 (in mehreren
Organen

Fur die genaue Einschatzung des N-Stadiums ist die Resektion und pathologische
Untersuchung von mindestens zwoOlf Lymphknoten erforderlich. Zur genauen
Risikoeinschatzung ist die zusatzliche Erhebung wichtiger pathologischer Faktoren,
meist anhand des resezierten Karzinoms, erforderlich. Erganzend gibt der Pathologe an,
ob eine Infiltration von Lymphgefaen (LO/L1), von Blutgefalen (VO/V1) oder der
Perineuralscheide (Pn0/Pnl) vorliegt. Zudem wird das Grading bestimmt, das den
Differenzierungsgrad des jeweiligen Tumors in vier Grade einteilt, je nachdem wie stark
sich das Tumorgewebe vom normalen Organgewebe abgrenzt (G1: hochdifferenzierter
Tumor; G2: maRig differenzierter Tumor; G3: schlecht differenzierter Tumor; G4:
undifferenzierter Tumor). Von groBer Bedeutung ist ebenfalls die sogenannte R-
Klassifikation, die angibt, ob der Tumor vollstandig reseziert werden konnte bzw. ob ein
Residualtumor postoperativ nachgewiesen werden kann (RO: kein Residualtumor; R1:
mikroskopisch nachgewiesener Residualtumor; R2: makroskopisch sichtbarer
Residualtumor). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Frage nach dem zirkumferentiellen

Abstand des Tumors zur mesorektalen Faszie (CRM). Betragt dieser mehr als 1 mm, gilt
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der Befund als CRM-negativ (CRM-). Ist der Abstand zur mesorektalen Faszie kleiner
als 1 mm, gilt der Befund als CRM-positiv (CRM+). Dies wird praoperativ mittels MRT
untersucht bzw. postoperativ im pathologischen Praparat. Des Weiteren wird die Qualitat
der mesorektalen Exzision postoperativ nach der sogenannten M.E.R.C.U.R.Y.-
Klassifikation in die drei Grade gut, mittel und schlecht eingeteilt.

Nach einer neoadjuvanten Radiochemotherapie erfolgt eine pathologische
Untersuchung des Rickgangs von Tumorzellen im Operationspraparat, die sogenannte
Tumorregression, um das Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie einschatzen zu
konnen (TRG, engl. tumor regression grading). Fur die Tumorregression gibt es
verschiedene Klassifikationssysteme; in dieser Arbeit wurde eine initial von Dworak et
al. beschriebene Einteilung verwendet [18]. Dabei wird die Tumorregression in finf
Grade unterteilt, zwischen TRG 0 mit keiner nachweisbaren Regression bis TRG 4 mit
vollstandiger Tumorregression. Dazwischen liegen TRG 1 mit einer Dominanz der
Tumorzellen und wenig Fibrose, TRG 2 mit Dominanz der Fibrose und noch einigen
Tumorzellen und TRG 3 mit Dominanz der Fibrose und spéarlichen Tumorzellen [18, 19].
Laut Fokas et al. lasst sich die Tumorregression als Prognosefaktor fiir den klinischen
Verlauf verwenden, insbesondere fiir das Auftreten von Fernmetastasen und das
krankheitsfreie Uberleben [20, 21]. Dabei wurde eine gruppierte Einteilung der
Tumorregressionsgrade vorgenommen, die fur diese Arbeit ebenfalls verwendet wurde
(TRG 0+1: geringe Regression; TRG 2+3: mittlere Regression; TRG 4: komplette
Regression).

Aus Tumorstadium und pathologischen Daten lasst sich ein Risikoprofil fur das Auftreten
von Lokalrezidiven erstellen. Risikofaktoren sind eine R1-Resektion, ein intraoperativer
Tumoreinriss, CRM+, eine unzureichende Qualitdt der totalen mesorektalen Exzision
(TME) nach M.E.R.C.U.R.Y., extranodale Tumorherde im Mesorektum und ein
Tumorstadium von pT4, pT3c/d, pN2 bzw. bei Tumoren des unteren Rektumdrittels
generell pT3.

1.1.7 Therapie

Die Therapie des Rektumkarzinoms erfolgt abhangig vom UICC Stadium, von der
Lokalisation des Tumors und anhand von pathologischen Risikofaktoren fir ein
Lokalrezidiv. Wichtigste Therapiekomponenten sind die operative Resektion des
Tumors, sowie ggf. eine neoadjuvante bzw. adjuvante Therapie, die aus einer
Radiotherapie, einer Chemotherapie oder einer kombinierten Radiochemotherapie
besteht.
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1.1.7.1 UICC Stadium |

Im UICC Stadium I, das T1 und T2 Tumoren beinhaltet, bei denen keine lymphogene
oder Fernmetastasierung (NO, MO) vorliegt, besteht die Standardtherapie in der
chirurgischen Tumorresektion. Eine neoadjuvante Therapie wird nicht durchgefuhrt.

Bei pT1 Tumoren mit einem geringen Risiko flir ein Rezidiv ist eine lokale chirurgische
Tumorexzision im Sinne einer transanalen Vollwandexzision ausreichend. Ein niedriges
Rezidivrisiko weisen Tumore auf, die einen Durchmesser von < 3 cm besitzen, eine gute
oder maRige Differenzierung (G1 oder G2) zeigen und keine Lymphknotenmetastasen
vorweisen (NO). Zudem muss eine komplette Resektion (RO) erfolgt sein. Werden diese
Kriterien nicht erfullt — handelt es sich also um ein pT1-Stadium mit hohem Risiko bzw.
um ein pT2-Stadium — wird statt einer rein lokalen Exzision eine radikal chirurgische
Tumorresektion durchgefuhrt. Diese besteht je nach Lokalisation aus der totalen
(unteres und mittleres Rektumdrittel) bzw. partiellen (oberes Rektumdrittel)
mesorektalen Exzision. Dabei wird je hach Hohe der mesorektale Fettkdrper komplett
bzw. inkomplett inklusive der darin enthaltenen Lymphknoten (=12 Lymphknoten)
entfernt. Wichtigstes Prinzip ist die saubere Praparation in der gefalBarmen Schicht
zwischen Fascia pelvis visceralis und parietalis, ohne die mesorektale Faszie zu
beschadigen. Die Qualitat der mesorektalen Exzision wird im Anschluss pathologisch
nach der M.E.R.C.U.R.Y.-Klassifikation eingeteilt (siehe Kapitel 1.1.6.). Im oberen
Rektumdrittel sollte ein angemessener Sicherheitsabstand zum distalen makroskopisch
sichtbaren Tumorrand mindestens 5 cm betragen. Im unteren bzw. mittleren Drittel reicht
bei einem Differenzierungsgrad G1 oder G2 ein Abstand von 1-2 cm aus; bei G3 oder
G4 Tumoren sollte der minimale Abstand grof3er sein. Nach Mdglichkeit wird im Rahmen
einer anterioren Rektumresektion kontinenzerhaltend operiert. Bei sehr tief sitzenden
Tumoren wird alternativ eine abdomino-perineale Rektumresektion inklusive einer
Resektion des Anus durchgefuhrt.

Eine adjuvante Therapie wird im UICC Stadium | nur bei Vorliegen von Risikofaktoren
fur ein Lokalrezidiv durchgefiihrt. Die adjuvante Therapie soll dann als kombinierte
Radiochemotherapie durchgefiihrt werden. [16]

1.1.7.2 UICC Stadium Il und 1l

Im UICC Stadium Il und Il umfasst die Standardtherapie die Komponenten
Neoadjuvante Therapie, Operative Therapie und ggf. eine adjuvante Therapie.
Essenziell ist wie in UICC Stadium | die chirurgische Tumaorexzision, die analog den

Vorgaben im UICC Stadium I je nach Lokalisation als totale bzw. partielle mesorektale
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Exzision erfolgt. Der grof3te therapeutische Unterschied besteht in der ab Stadium Il
durchgefihrten neoadjuvanten, das heild3t praoperativen, Therapie. Diese wird bei
Tumoren des unteren sowie des mittleren Drittels generell empfohlen. Ausnahmen
stellen ein ¢T1/2-Stadium mit fraglichem Lymphknotenbefall, sowie ein cT3a/b-Stadium
im mittleren Drittel mit fraglicher Infiltration des perirektalen Fettgewebes dar. Bei
Tumoren des oberen Rektumdrittels wird eine neoadjuvante Therapie nicht
standardmanig durchgefiihrt, kann aber bei Risikokonstellationen wie cT4-Stadium oder
CRM+ erwogen werden. Die neoadjuvante Therapie erfolgt in der Regel als kombinierte
Radiochemotherapie. Die Radiotherapie kann als Kurzzeitbestrahlung von 5 x5 Gy
ablaufen. Dabei muss die Operation entweder innerhalb von zehn Tagen oder vier bis
acht Wochen nach Bestrahlung durchgefihrt werden. Eine Alternative stellt die
konventionell fraktionierte Radiotherapie mit 1,8 — 2 Gy bis 45 — 50 Gy dar, bei der ein
Abstand von sechs bis acht Wochen zur Operation eingehalten werden sollte. Die
neoadjuvante Chemotherapie kann entweder nach Kurzzeitbestrahlung oder parallel zur
fraktionierten Radiotherapie in Woche 1 und 5 verabreicht werden. Dies erfolgt
standardgerecht entweder mit einer oralen Gabe von Capecitabine oder einer
intravendsen Therapie mit 5-Fluoruracil (5-FU). In zahlreichen Studien wurde ein
mdglicher Vorteil einer zusatzlichen Gabe von Oxaliplatin untersucht. In einer 2017
erhobenen Meta-Analyse von 8 Studien konnte unter Addition von Oxaliplatin ein
héherer Anteil an pathologisch kompletten Remissionen, sowie ein besseres 3-Jahres-
Uberleben nachgewiesen werden [22]. Jedoch konnte in den meisten Studien kein
verbessertes 5-Jahres-Uberleben gezeigt werden. Zudem zeigte sich teils eine erhohte
Toxizitéat. In der deutschen CAO/ARO/AIO-04-Studie konnte ein verlangertes
krankheitsfreies sowie Gesamtiiberleben bei jingeren Patienten (< 60 Jahren) unter
Hinzunahme von Oxaliplatin gezeigt werden [23]. Insgesamt bleibt die Datenlage jedoch
kontrovers, sodass noch keine generelle Empfehlung zur Addition von Oxaliplatin zur
neoadjuvanten Therapie gegeben werden kann.

Fur die Durchfihrung einer adjuvanten Chemotherapie nach erfolgter neoadjuvanter
Radiochemotherapie wird in UICC-Stadium Il und Il nach aktueller Leitlinie ebenfalls
keine eindeutige Empfehlung gegeben. Jedoch gibt es Studien, wie die ADORE-Studie,
sowie die ACRNaCT-Studie, die zeigen, dass bei Durchfihrung einer adjuvanten
Chemotherapie die Kombination von 5-FU mit Oxaliplatin ein besseres Outcome erzielt,
als die alleinige Therapie mit 5-FU [24, 25].

Tumore im oberen Rektumdrittel werden adjuvant analog den Empfehlungen fir das

kolorektale Karzinom therapiert. [16]
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1.1.7.3 UICC Stadium IV

Das UICC Stadium IV ist durch bereits vorhandene Fernmetastasen in einem (IVa) oder
mehreren  (IVb) Organen gekennzeichnet. In diesem fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium erfolgt die Therapie orientiert am Allgemeinzustand des Patienten.
Sofern es sich um solitdre Lungen- oder Lebermetastasen handelt, die priméar resektabel
sind, wird eine kurative Therapie inklusive Tumorresektion und perioperativer
Chemotherapie angestrebt, z.B. als FOLFOX-Schema (Folinsédure + 5-FU + Oxaliplatin)
fur jeweils drei Monate pré- und postoperativ. Erfolgt keine neoadjuvante Therapie, kann
eine adjuvante Therapie mit einem Fluoropyrimidin und Oxaliplatin durchgefuhrt werden.
Falls es sich zu Beginn um einzelne, aber nicht resektable Metastasen handelt, kann
mithilfe einer systemischen Therapie versucht werden, im Sinne einer sogenannten
Konversionstherapie ein Downsizing und nachfolgend eine Resektabilitat zu erreichen
(z.B. Kombination mit Bevacizumab). Bei Patienten mit multiplen Fernmetastasen wird
je nach Allgemeinzustand eine (intensive) Chemotherapie angestrebt. Ist eine intensive
Therapie mdglich, werden die Kombinationen Fluoropyrimidin (5-FU oder Capecititabin)
plus Irinotecan und/oder Oxaliplatin eingesetzt. Zusatzliche Komponente ist im UICC
Stadium 1V die molekulargenetische Bestimmung von RAS/BRAF-Mutationen. Liegen
keine Mutationen vor, kann mit Anti-EGFR-Antikbrpern wie Cetuximab oder
Panitumumab therapiert werden. Bei Patienten mit RAS-Mutationen kann der Antikdrper
Bevacizumab verwendet werden. Liegen BRAF-Mutationen vor, scheinen Patienten von
der Kombination spezifischer BRAF-Antikbrper mit Inhibitoren des MAP-Kinase-
Signalwegs wie Trametinib + Dabrafenib oder Cetuximab + Encorafenib + Binimetinib
profitieren zu kénnen [26, 27]. Bei Nichtansprechen kann nach der Erstlinientherapie ein
Substanzwechsel von Irinotecan auf Oxaliplatin bzw. umgekehrt versucht werden. Ist
eine intensive Chemotherapie nicht moglich, kénnen Substanzen dosisreduziert

verabreicht oder eine Monotherapie angestrebt werden. [16]

1.1.8 Nachsorge

Die Nachsorge beim Rektumkarzinom unterscheidet sich je nach Tumorstadium und
wird nach abgeschlossener Therapie durchgefiihrt. Im UICC Stadium | sollte bei RO-
Situation mdglichst innerhalb von sechs Monaten postoperativ, spatestens aber ein Jahr
nach Operation, eine komplette Koloskopie durchgefiihrt werden. Ist der Befund
unauffallig, kann die nachste Untersuchung funf Jahre spéater durchgefihrt werden. In
den UICC-Stadien Il und Ill sollte bei vorliegendem RO-Status eine regelméaRige

Nachsorge inklusive symptomorientierter Anamnese, korperlicher Untersuchung und
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CEA-Diagnostik Uber zwei Jahre alle sechs Monate erfolgen. Ggf. kann eine
Abdomensonographie zur Diagnostik bei Verdacht auf Lebermetastasen bzw. eine
jahrliche  Rontgen-Untersuchung des  Thorax zur  Abklarung  fraglicher
Lungenmetastasen erganzt werden. Eine komplette Koloskopie sollte spatestens sechs
Monate postoperativ und bei unauffaligem Befund funf Jahre spater durchgefiihrt
werden. [16]

1.2 Osteopontin

Osteopontin (OPN) ist ein Protein, das an vielen Schritten der Tumorprogression beteiligt
ist. Es gehort zur Familie der small integrin binding ligand N-linked glycoproteins
(SIBLINGS), zu der neben OPN auch bone sialoprotein (BSP), dentin matrix protein 1
(DMP1), dentin  sialophosphoprotein  (DSPP) und matrix extracellular
phosphoglycoprotein (MEPE) gehdren. Diese Proteine sind Teil der extrazellularen
Matrix, werden auf Chromosom 4g21-23 codiert und wurden erstmals als Bestandteil der
Extrazellularmatrix von Knochen und Dentin entdeckt [28, 29]. Dort spielen sie u.a. eine
Rolle bei der Biomineralisierung. Zunehmend wurden SIBLINGS auch in anderen
Geweben nachgewiesen, wie z.B. in Epithelzellen von metabolisch aktiven Gangen der
Speicheldrisen oder Nieren [30]. Sie wirken vor allem Uber die Bindung an Integrine
bzw. andere Zelloberflachenrezeptoren und stimulieren Prozesse wie Tumorwachstum
und Metastasierung u.a. Uber die Aktivierung von verschiedenen Matrix-
Metalloproteasen (MMP). [30, 31]

Osteopontin, auch bekannt als early T-lymphocyte activation (ETA-1) und secreted
phosphoprotein 1 (SPP1), wurde initial in den 1980er Jahren von Franzen und Heinegard
beschrieben [32] und nach einer seiner wesentlichen Funktionen benannt. So ist es an
einer Verbindung zwischen Knochen und Extrazellularmatrix beteiligt und spielt eine
Rolle beim Knochenaufbau und -umbau. Neben der gebundenen Form vor allem in
Knochen und Dentin, liegt OPN auch in Igslicher Form vor. So kann man Osteopontin
u.a. in Milch, Urin und Blutserum nachweisen [30]. Zudem wurde es in Nierenzellen,
Gehirnzellen und anderen Epithelzellen gefunden und wird neben Osteozyten u.a. von
Makrophagen und aktivierten T-Lymphozyten sezerniert [33]. Neben physiologischen
Funktionen wie Knochenaufbau bzw. -umbau spielt OPN eine Rolle bei Inflammation
und Immunantwort sowie der Angiogenese [34-36]. Es konnte eine Beteiligung an
GefaRverkalkung und Erkrankungen wie Atherosklerose oder renaler Fibrose gezeigt
werden, sowie ein Einfluss auf zahlreiche chronisch entziindliche Erkrankungen wie

Lupus oder Rheumatoide Arthritis, u.a. Uber den Einfluss Osteopontins auf T-
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Lymphozyten und Makrophagen [37-40]. Bei akuten Entzindungen férdert OPN u.a. die
Rekrutierung von Makrophagen, T-Zellen, dendritischen Zellen und Neutrophilen am Ort
der Inflammation sowie die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-
12 [33]. Osteopontin kommt zudem eine wichtige Rolle in der Tumorprogression zu. So
nimmt Osteopontin als Protein der Extrazellularmatrix eine wichtige Rolle bei der
Kommunikation zwischen Tumorgewebe und den umgebenden Strukturen ein und
beeinflusst eine Reihe von Signalkaskaden, die die Tumorprogression beeinflussen.
Dazu gehoren Angiogenese, Tumormotilitat, Proliferation, Invasion, eine anti-
apoptotische Funktion und Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) [36, 41-43].

OPN besteht aus ca. 300 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 44 kDa. Es
besitzt mehrere  Serin/Threonin-Phosphorylierungsstellen und kann  durch
posttranslationale Modifikation ein Molekulargewicht von 41 bis 75 kDa erreichen [44].
Zudem kann OPN durch Thrombin und Metalloproteasen an mehreren Stellen
geschnitten werden, wodurch weitere Bindungsstellen frei werden. Das N-terminale
OPN-Fragment bindet an verschiedene Integrine, v.a. av1 und nach Thrombinspaltung
auch avp3, avps, a4pl, a4p8 und a9p1l. Das C-terminale Ende hingegen bindet an
CD44v6 und an CD44v3. Es sind drei verschiedene Isoformen Osteopontins bekannt,
die durch alternatives Spleil3en entstehen und in verschiedenen Tumoren nachgewiesen
wurden, OPN-a, OPN-b, OPN-c. Das vollstandige Osteopontin, OPN-a enthéalt 7 Exons;
bei OPN-b und OPN-c fehlen Exon 4 bzw. 5 [36, 44].

Osteopontin wirkt wie andere Proteine der SIBLINGS-Familie vor allem Uber CD44-
Rezeptoren und Integrin-Rezeptoren. Die Aktivierung der Integrin-Rezeptoren fihrt tber
verschiedene Signalkaskaden u.a. zu einer vermehrten Expression von Matrix-
Metalloproteasen (MMP), v.a. MMP-2 und MMP-9, Urokinase-Typ Plasminogen
Aktivator (uPA), sowie zur Aktivierung von Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) und Aktivator Protein 1 (AP1)
(Abbildung 1). [36]
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Abbildung 1: Tumorentstehung und -progression Uber OPN; Signalwege iber CD44- und
Integrinrezeptoren. Die Bindung von OPN an einen Integrinrezeptor fiihrt iber mehrere Signalkaskaden
zur erh6hten Expression von MMP und uPA und férdert somit Zellmotilitdt, Tumorwachstum und
Metastasierung. Dies geschieht sowohl tber die NIK-abhéngige NFkB-Aktivierung als auch Giber PI3-Kinase
und die nachfolgende Aktivierung von AKtY/PKB. Der PI3-Kinase-Weg wird einerseits Uber den
Integrinrezeptor und cSRC und andererseits Uber die Bindung von OPN an CD44 uber PLCy und PKC
aktiviert. Akt/PKB begiinstigt zudem (iber eine anti-apoptotische Wirkung das Uberleben von Zellen, kann
dabei von PTEN inhibiert werden. Der alternative Weg zur Aktivierung von MMPs und uPA ist der MAP-
Kinase-Weg. Dieser kann NIK-abhangig oder iber die cSRC-abhangige Aktivierung von EGFR iber MEK1
und ERK oder iber MEKK1 und JNK1 zur Aktivierung von AP1 fiihren und so die Expression von MMPs
und uPA verstéarken.

Akt/PKB: Proteinkinase B, AP1: activator protein 1, EGFR: epidermal growth factor receptor, ERK:
extracellular-signal regulated kinase, JNK1: c-jun n-terminal kinase, MAP-Kinase: mitogen-activated-
protein-kinase, MEK1: MAP2K1, MEKK1l: MAP3K1l, MMP: Matrix-Metalloproteasen, NFkB: nuclear
transcription factor kappa-B, NIK: nuclear factor inducing kinase, OPN: Osteopontin, PI3-Kinase:
phosphatidylinositol-3-kinase, PKC: proteinkinase C, PLCy: phospholipase gamma, PTEN: phosphatase
und tensin homolog, uPA: cSRC: Thyrosinkinase SRC, Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator. Modifiziert
nach Rangaswami, Bulbule und Kundu et al., 2006; Lizenz von Elsevier (Nummer 5304270201263).

Bei verschiedensten Tumorerkrankungen konnte eine Uberexpression von Osteopontin
nachgewiesen werden. So finden sich erhdhte Werte u.a. bei Brustkrebs, Kopf-Hals-
Tumoren, Pankreaskarzinom, Ovar- und Prostatakarzinom, beim Hepatozellularen
Karzinom, beim Nicht-kleinzelligen-Lungen-Ca (NSCLC) und bei gastrointestinalen
Tumoren [42, 45, 46]. Beim kolorektalen Karzinom konnte ebenfalls eine vermehrte
Expression von OPN gezeigt werden [43, 47, 48]. Viele Studien deuten darauf hin, dass
diese Uberexpression bei den meisten Tumoren mit einer schlechteren Prognose
bezuglich Uberleben und Tumorprogression assoziiert ist [48-50]. Beim kolorektalen
Karzinom zeigte sich, dass hohe Osteopontinwerte mit Lymphknotenmetastasen,

postoperativen Metastasen, vendser Invasion, einem fortgeschrittenen Tumorstadium
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und schlechterem Uberleben assoziiert sind. Bei einigen der Tumorentititen wie
Brustkrebs [51], Kopf-Hals-Tumoren [46] oder dem NSCLC [50, 52] scheint Osteopontin
ein groRes Potenzial als Prognosemarker zu besitzen. Dies gilt auch fir das kolorektale
Karzinom, was von Zhao et al. 2015 in einer Meta-Analyse untersucht [53] und u.a. von
Wei et al. 2018 bestatigt wurde [54]. Einige Studien deuten darauf hin, dass Osteopontin
ein zusatzlicher Marker fiir die Strahlenempfindlichkeit eines Tumors sein kénnte. Fir
die Strahlenempfindlichkeit des Tumors ist besonders das Mikromilieu wichtig. Eine
entscheidende Rolle kommt dabei der Hypoxie zu, die die Strahlensensibilitat des
Tumorgewebes verschlechtert [55]. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass
hypoxische Tumorzellen von Kopf-Hals-Tumoren und beim kolorektalen Karzinom mit
hohen Osteopontinspiegeln korrelieren [56, 57] und auch Studien zum Mamma-
Karzinom deuten darauf hin, dass die Blockierung von OPN das Ansprechen der
Radiotherapie verbessert [58]. Nun stellt sich die Frage, ob diese Ergebnisse auf das
Rektumkarzinom Ubertragbar sind und OPN als pradiktiver Marker fir das Ansprechen
der Strahlentherapie genutzt werden kdnnte.

1.3 c-Metund HGF

C-Met (mesenchymale-epitheliale Transition) ist ein transmembraner Tyrosinkinase-
Rezeptor, der vom MET-Gen codiert wird und auf der Zelloberflache von Epithelzellen
zahlreicher Organe wie Leber, Pankreas oder Niere vorkommt [59]. Zusammen mit
seinem Liganden, dem Hepatocyte Growth Factor (HGF) oder scatter factor (SF), ist er
an wichtigen Signalwegen sowohl in der Embryogenese als auch im ausgereiften
Organismus essenziell beteiligt. So konnte z.B. gezeigt werden, dass er eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung und dem Wachstum von
Skelettmuskelvorlauferzellen spielt [60]. Neben vielen physiologischen Funktionen
scheinen c-Met und HGF an der Entstehung und dem Progress zahlreicher
Tumorerkrankungen beteiligt zu sein [61].

Das MET-Gen wurde erstmalig in den 1980er Jahren entdeckt und als Protoonkogen
identifiziert, das fur den Tyrosinkinase-Rezeptor c-Met codiert [62]. Der zugehdrige
Ligand war zu dem Zeitpunkt noch nicht bekannt. Der c-Met-Rezeptor ist ein tber
Disulfide verknlpftes Heterodimer, das durch proteolytische Spaltung eines Vorlaufers
entsteht. In seiner reifen Form besteht c-Met aus zwei Ketten — einer extrazellularen a-
Kette und einer B-Kette mit extrazellularen, transmembranen und intrazellularen
Anteilen. Wahrend die a-Kette und der obere Teil der 3-Kette als Bindungsstelle fir HGF

fungieren, ist der intrazellulare Teil der B-Kette essenziell fiir die Bindung mehrerer
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Proteine und nachfolgende Signalwege. Durch alternatives SpleiRen entstehen mehrere
Isoformen von c-Met. C-Met wird u.a. auf Epithelzellen, Endothelzellen und glomerularen
mesenchymalen Zellen exprimiert. [61, 63]

Der Ligand, HGF, ist ein pleiotropes Glykoprotein und ahnelt in seiner Struktur der
Peptidase Plasminogen [61]. Aufgrund seiner verschiedenen Funktionen wurde
zunachst angenommen, dass HGF und SF zwei verschiedene Proteine seien [64, 65].
Weidner et al. zeigten 1991 jedoch, dass es sich um ein einziges Protein handelt [66].
HGF wird als inaktives einkettiges Propeptid sezerniert und zur Aktivierung von
Serinproteasen wie HGF-Aktivator und Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA)
gespalten. Es enthalt verschiedene Doménen wie die N-terminale PAN/APPLE-&ahnliche
Doméne und vier Kringle-Doméanen und kann durch alternatives Spleil3en in
verschiedenen Isoformen vorliegen [67]. Es ist ein l6sliches Protein, kann aber auch an
die Extrazellularmatrix gebunden sein und wird von Fibroblasten, glatten Muskelzellen
sowie Endothelzellen sezerniert [67]. In zahlreichen Pathologien konnte ein erhohter
HGF-Spiegel nachgewiesen werden. So gibt es u.a. bei Leberschaden, Nierenversagen,
Myokardinfarkt, Adipositas und Diabetes mellitus Typ 1 eine Uberexpression an HGF,
wobei es anscheinend zum Teil eine physiologische protektive Funktion einnimmt [61,
67]. Ebenso zeigt sich eine hohe Konzentration von HGF bei verschiedenen
Krebserkrankungen [68], weshalb sich ein Zusammenhang zur Krebsentstehung und
Tumorzellinvasion vermuten lasst. HGF induziert die Proliferation und Migration von
Epithelzellen und zahlreichen anderen Zelltypen, wie z.B. Hepatozyten, Chondrozyten
und Endothelzellen. Wahrend der Embryogenese, der Angiogenese und
Gewebereparatur fordert HGF die endotheliale und epitheliale Morphogenese [67].
Dieser Effekt scheint eine wichtige Rolle in der Entwicklung einiger Tumorerkrankungen
Zu spielen.

Die Bindung von HGF an seinen Rezeptor c-Met fihrt zur Dimerisierung und
Phosphorylierung innerhalb der Rezeptordomanen und bewirkt die Aktivierung
zahlreicher Signalwege (Abbildung 2). Dies geschieht bei einigen der Molekiile, wie z.B.
GRB2, SHC, SRC und PI3-Kinase, durch direkte Interaktion mit der intrazellularen
Bindungsstelle von c-Met. Andere Signalwege werden indirekt tiber GAB1 aktiviert, das
an c-Met bindet und nach Phosphorylierung eine Reihe von Molekulen wie PLCy, SHC,
CRK und PI3-Kinase bindet. Uber die verschiedenen Wege aktiviert die Bindung von
HGF an seinen Rezeptor onkogene Signalwege wie den RAS-Signalweg, der
Proliferation und Morphogenese fordert und den PI3-Kinase-Weg, uber den Zellmotilitat

und Adhasion unterstitzt werden. So werden tumorféordernde Mechanismen fir
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invasives Wachstum, epithelial-mesenchymale Transition, Zelliberleben, Angiogenese
und Metastasierung gefordert. [61, 67] Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression bzw. Gen-Amplifikation von MET und eine erhohte Sekretion von HGF

zu Resistenzen gegen gezielte Therapeutika wie EGFR-Antagonisten flhren [68].

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren;
Veranderung der Genexpression

— Proliferation;
,

. Motilitat Fortschreiten des
Invasion Zellzyklus

Abbildung 2: HGF und c-Met - Signalwege in der Tumorentstehung. Nach Bindung von HGF an den c-
Met-Rezeptor erfolgt die Phosphorylierung der Tyrosindoméne und die Bindung bzw. Aktivierung zahlreicher
Mediatoren und Effektoren fir nachfolgende Signalwege. Die Bindung von SRC fuhrt Gber FAK zur
Forderung von zellularer Migration und somit Invasion und Motilitat. PI3-Kinase, direkt oder indirekt tber
GAB1 gebunden wirkt Giber Akt/PKB antiapoptotisch und unterstiitzt das Zelluberleben. CRK und STAT3
sorgen (iber JNK1 fiir Transformation. Uber RAS/RAF/MAPK werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die
Proliferation und Wachstum férdern. Diese Signalwege werden direkt uber SHC, GRB2 und SOS aktiviert
bzw. indirekt iber GAB1 und SIHP2 bzw. SHC.

Akt/PKB: Proteinkinase B, CRK: v-crk sarcoma virus CT10 onkogene homolog, FAK: focal adhesion kinase,
GAB1: GRB2-binding protein 1, GRB2: growth factor receptor-bound protein 2, JNK1: Januskinase 1,
MAPK/ERK: mitogen activated protein kinase/extracellular signal regulated kinase, PI3-Kinase:
Phosphatidylinositol 3 kinase, PLCy: Phospholipase C gamma, RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma, Ras:
rat sarcoma viral oncogene homolog, SHC: src-homology 2 domain-containing, SIHP2: src homology 2
domain-containing 5’inositol phosphatase 2, SOS: son of sevenless, STAT3: signal transducer and activator
of transcription. Modifiziert nach Organ und Tsao et al., 2011 (Keine Lizenz erforderlich bei der Verwendung
von bis zu 3 Schaubildern).

Eine Uberexpression von c-Met bzw. HGF oder eine vermehrte Gen-Amplifikation von
MET wurde bei einer Vielzahl von Tumorentititen gefunden. Dazu gehdren das
Mammakarzinom [69], das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom [70], das
Prostatakarzinom [71], das maligne Melanom [72] und das kolorektale Karzinom [73].

Bei den meisten dieser Tumore waren hohe Spiegel an HGF bzw. c-Met mit einem

15



Einleitung

schlechteren Outcome assoziiert. So gibt es eine Assoziation zwischen hohen Werten
der Proteine und einer Krankheitsprogression, der Entwicklung von Metastasen, einem
schlechteren Therapieansprechen und einem verkirzten Gesamtiberleben [68]. Daher
bieten c-Met und HGF ein grof3es Potenzial, als prognostische Biomarker eingesetzt
werden zu konnen und bereits jetzt gibt es zahlreiche Ansatze flr gezielte
Therapiestrategien [59, 74, 75]. Am besten untersucht ist c-Met beim Lungenkarzinom,
bei dem in den letzten Jahren einige gezielte Therapiestrategien getestet wurden. Eine
haufige Genmutation, die unter anderem beim NSCLC auftritt, ist eine Anderung im
Splicing von MET Exon 14 [76, 77]. Dabei kann es z.B. durch verschiedene Mutationen
in benachbarten Sequenzen zu einer Veranderung oder einem Verlust des Exons
kommen. Exon 14 codiert Informationen fir die Bindungsstelle Y1003, an die die CBL-
Ubiquitin-Ligase bindet. Veréanderungen darin fihren zu einem verringerten Abbau c-
Mets und somit zu einer erhdhten Signalaktivitdt des Rezeptors, was das onkogene
Potential fordert. Das Exon 14 Skipping kommt zwar nur in ca. 4 % der Falle mit NSCLC
vor, aber es zeigte sich ein therapeutisches Potential. Bereits 2015 untersuchten Paik et
al. in einer kleinen Studie mit acht Patienten mit fortgeschrittenem Lungen-
Adenokarzinom und einer Veranderung in MET Exon 14 die Wirksamkeit der
Tyrosinkinaseinhibitoren Crizotinib und Cabozantinib [78], die sich insgesamt als
vielversprechend zeigte.

Ob diese Ergebnisse auch auf das Rektumkarzinom Ubertragbar sind und sich mithilfe
von HGF und c-Met eine prognostische Aussage beziiglich des Rektumkarzinoms
treffen lasst bzw. ob sie als pradiktive Marker fir das Therapieansprechen der
Radiochemotherapie verwendet werden kdnnen, soll im Rahmen dieser Arbeit weiter

untersucht werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das kolorektale Karzinom ist als dritthaufigster Tumor in Deutschland eine der haufigsten
Krebserkrankungen des Menschen. Im lokal fortgeschrittenen UICC-Stadium Il und IlI
variiert das Tumoransprechen trotz leitliniengerechter Standardtherapie von einer
pathologisch kompletten Remission bis hin zu einer fehlenden Reaktion. Mithilfe der
neoadjuvanten Radio-Chemotherapie, gefolgt von einer Tumorresektion konnte zwar die
Lokalrezidivrate deutlich gesenkt werden, das Auftreten von Fernmetastasen bleibt mit
einer Rate von bis zu 30 % allerdings nach wie vor hoch. Auch die langfristige Prognose
scheint durch die neoadjuvante Therapie nicht verbessert worden zu sein [1, 2, 79]. Dies
zeigt, dass prognostische Biomarker dringend benétigt werden, um eine bessere
Vorhersage Uuber das Ansprechen bzw. das Nicht-Ansprechen vor allem der
neoadjuvanten Radiochemotherapie und Uber die langfristige Prognose treffen zu
konnen.

Untersucht wurde der Einfluss von Osteopontin, c-Met und HGF. Diese drei potenziellen
Biomarker beglnstigen Uber verschiedene Signalwege u.a. Tumorprogression und
Metastasierung. Zudem wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt, dass eine
Uberexpression dieser Proteine bei den meisten Tumorentitaten mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist und somit ein prognostischer Wert besteht [49, 50, 80]. In einigen
Projekten wurde aufl3erdem gezeigt, dass OPN, c-Met und HGF mit Bedingungen
korrelieren, die zu einem schlechteren Ansprechen auf die Radiotherapie flihren
konnen [58, 68, 71]. Die Dbereits berichtete Assoziation zu Tumorstadium,
Metastasierung und Uberleben soll nun in dieser Arbeit Gberprift und weitergehend
untersucht werden, ob sich mithilfe dieser Marker ebenfalls eine Aussage Uber das
Therapieansprechen der Neoadjuvanz treffen Iasst. In Zukunft sollen auf diese Weise
Risikopatienten leichter und schneller identifiziert werden, damit diese friihzeitig eine
intensivierte oder additive Therapie bzw. eine engmaschigere Nachsorge erhalten
kénnen. Zudem ergeben sich durch die Evaluierung neuer Biomarker ggf. neue
Therapiestrategien, die gezielt z.B. im Rahmen von blockierenden Antikdrpern gegen

die Marker gerichtet sein kénnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Ethikvotum
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Wurzburg genehmigt
(Aktenzeichen 144/13).

3.2 Studienaufbau

Die hier vorliegende Dissertation ist Teil der NeoRec-Studie, einer prospektiven
monozentrischen Studie der Klinik und Poliklinik far Strahlentherapie der
Universitatsklinik Wirzburg. Die Patienten willigten nach ausfihrlicher Aufklarung in die
Nutzung ihrer Daten ein. In die Studie wurden Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinom eingeschlossen, fir deren Behandlung eine neoadjuvante
Radiochemotherapie geplant war.

Im Rahmen der Studie erfolgte bei den rekrutierten Patienten eine Blutentnahme von ca.
10ml Serum-EDTA zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie. Die erste Probe diente
der Bestimmung der Ausgangswerte der jeweiligen Biomarker und wurde vor Beginn der
funfwochigen neoadjuvanten Radiochemotherapie abgenommen (Probe A). Am Ende
der neoadjuvanten Therapie erfolgte die zweite Blutentnahme und eine weitere direkt
vor der Operation (Proben B und C). Im Anschluss wurde vor und nach der Durchfiihrung
einer adjuvanten Chemotherapie jeweils eine Blutprobe entnommen (Proben D und E).
Nach Abschluss der Therapie erfolgten weitere Blutentnahmen im Rahmen der
Nachsorgeuntersuchungen. Probe F entspricht dabei der Abnahme nach einem Jahr,
Probe G der Untersuchung nach zwei Jahren und Probe H der Entnahme nach drei
Jahren. Der genaue Studienablauf ist in Abbildung 3 dargestellt. Die enthommenen
Blutproben wurden mittels EDTA antikoaguliert und im Anschluss zentrifugiert
(4000 rpm). Das Plasma wurde abgetrennt und portioniert bis zur Wiederverwertung bei
-80 °C gelagert. Die eingelagerten Blutproben wurden im Rahmen dieser Arbeit

verwendet, um Konzentrationen im Blut von Osteopontin, c-Met und HGF zu bestimmen.
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Abbildung 3: Ablauf der Studie. Die Blutentnahme erfolgte im Laufe der Therapie zu verschiedenen
Zeitpunkten: Vor und nach neoadjuvanter Radiochemotherapie (Probe A bzw. B), vor der Operation (Probe
C), vor und nach der adjuvanten Chemotherapie (Proben D und E) und nach Therapieende im Laufe der
Nachsorgeuntersuchungen (Probe X). CT: Chemotherapie, OP: Operation.

3.3 ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA, kann u.a. als quantitatives Verfahren
verwendet werden, um indirekt Antigenkonzentrationen zu bestimmen. Dabei wird ein
Produkt, das durch den enzymatischen Umsatz eines Substrats entsteht, Uber eine
Farbreaktion nachgewiesen. Die Reaktion lauft auf Basis eines Antikorpers ab. Das
bedeutet, dass ein Antikdrper das nachzuweisende Antigen bindet. Dieser Antikdrper
wird zunéchst mit dem Enzym markiert, das die anschlieRende Reaktion katalysiert. Das
entstandene Produkt wird in der Regel mittels Farbumschlag photometrisch
nachgewiesen. Dabei hangt die Konzentration des Produkts direkt von der Konzentration
des zu bestimmenden Antigens ab. Mit steigender Konzentration des Antigens kdnnen
mehr Enzym-gekoppelte-Antikorper binden. Die Reaktion lauft haufiger ab und mehr
Substrat wird zum Produkt umgesetzt. Mit steigender Konzentration des Produkts steigt
die Intensitat der Farbe, was Ruckschlisse auf die Antigenkonzentration ermdglicht. Die
Messung erfolgt photometrisch anhand einer Vergleichsprobe (Standardreihe) mit
bekannten Antigenkonzentrationen. In unserem Versuch wurde eine der haufigsten
Varianten, der Sandwich-ELISA, verwendet. Beim Sandwich-ELISA werden zwei
Antikérper verwendet, die jeweils spezifisch das nachzuweisende Antigen an
verschiedenen Stellen binden, sodass es sich zwischen den beiden Antikdrpern
befindet. Der primare Antikdrper (engl. Coating Antibody) befindet sich in der Regel fest
an eine Mikrotiterplatte (hier 96 wells) gebunden. Nach dem Zugeben der Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen erfolgt die Inkubation der Platte fir einen vorgegebenen
Zeitraum. AnschlieRend wird diese gewaschen, sodass die ungebundenen Bestandteile
der Probe entfernt werden und nur der Antigen-Antikdrper-Komplex zuriickbleibt. Nun
gibt es zwei Mdglichkeiten: Es kann entweder ein sekundarer, mit dem Enzym markierter
Antikérper (engl. Labeled Antibody) dazu gegeben werden, der ebenfalls an das Antigen

bindet, oder es wird ein unmarkierter antigenbindender Antikorper verwendet. Im ersten
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Fall erfolgt nach erneuter Inkubation und Waschung die Zugabe des Substrats, wahrend
bei der zweiten Variante zunadchst ein an den Sekundarantikbrper bindendes Enzym
hinzugegeben werden muss. Die weiteren Schritte sind wieder identisch und beinhalten
eine weitere Waschung und die anschlielende Zugabe des Substrats, anhand dessen

die enzymatische Reaktion und somit die Farbung erfolgen.

od
Q0

® ® @

Antikorper |
O O . Antigen

° O Antikorper Il
@ Enzym

. . . . () Substrat

Farbumschlag

Abbildung 4: Sandwich-ELISA. Oben: Ein Antikdrper ist an die Mikrotiterplatte gekoppelt und bindet das
zugehorige Antigen. AnschlieBend wird ein zweiter, das Antigen bindender und mit einem Enzym
gekoppelter Antikérper hinzugegeben. Das Substrat wird hinzugegeben und das Enzym katalysiert die
folgende Reaktion mit Farbumschlag. Unten: Ein Antikdrper ist an die Mikrotiterplatte gekoppelt und bindet
das zugehdrige Antigen. Ein zweiter, das Antigen bindender Antikdrper wird hinzugegeben. Das Enzym, das
an den zweiten Antikdrper bindet, wird hinzugefiigt. AnschlieBend wird das Substrat hinzugegeben und die
Reaktion mit anschlieBendem Farbumschlag lauft ab.

3.3.1 Osteopontin-ELISA

Fur die Bestimmung der Osteopontin-Konzentration im Patientenserum wurde das
Human Osteopontin Assay Kit von IBL (REF JP27158, IBL International GmbH/ a Tecan
Group Company, Hamburg, Germany) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte anhand der
Herstellerangaben [81].

Zu Beginn des ELISAs wird das Patientenserum im Verhdltnis 1:9 (50ul Plasma mit
400ul Puffer) mit einer Pufferlosung (1% bovine serum albumin (BSA), 0.05%
Polysorbat 20 (Tween 20) in phosphate buffered saline (PBS)) verdinnt. Des
Weiteren werden das Waschkonzentrat (0.05% Tween20 in phosphate buffer (X40))
sowie der horseradish-peroxidase-(HRP)-konjugierte Antikdrper und ein OPN-Standard
nach Herstellerangaben verdinnt. Aus dem OPN-Standard wird eine Verdiinnungsreihe

hergestellt (320 ng/ml, 160 ng/ml, 80 ng/ml, 40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml,
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0 ng/ml), die spater als Referenz zur Berechnung der OPN-Konzentrationen verwendet
wird.

Die Durchfihrung des Assays beginnt nach der Vorbereitung mit dem Auftragen von
100ul  Patientenserum auf eine mit  Anti-Human-OPN-Rabbit-1IgG-Antikdrper
beschichtete 96 wells Mikrotiterplatte. Dieser erste Antikorper bindet das N-terminale
Ende von Osteopontin. Von jeder Probe werden drei Messungen gemacht, um mithilfe
der Mittelwertbestimmung ein genaueres Messergebnis zu erzielen. AnschlieRend
werden von der Standardverdinnungsreihe je 100ul in zwei Felder aufgetragen. Zwei
Felder enthalten zur Kontrolle die reine Pufferlésung (Blindwert). Nach einer Stunde
Inkubation bei 37°C und neun anschlieRenden Waschschritten mit der Waschlésung
werden 100ul eines HRP-konjugierten Anti-Human-OPN-Mouse-IgG-Antikodrpers allen
Proben aufRer dem Blindwert beigefligt. Der zweite Antikdrper bindet an einen Teil der
Thrombinschnittstelle von Osteopontin. Die gekoppelte Peroxidase (HRP) fungiert als
Reporterenzym. Es folgt eine erneute Inkubation bei 4°C fir 30 Minuten. Nach
Abwaschen des nicht gebundenen bzw. des Uberschissigen Antikorpers mit der
Waschlosung wird die Platte nach der Zugabe von je 100ul des Substrats
Tetramethylbenzidin (TMB) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
TMB wird von HRP umgesetzt, sodass sich eine Blaufarbung der Platte zeigt, die
proportional zur Menge des an OPN gebundenen HRP — und somit abhangig von der
OPN-Konzentration — ist. Nach Zugabe von je 100ul der Stopplosung, einer
Schwefelsdure (1IN H2S0a4), wird die Reaktion beendet und es ergibt sich ein
Farbumschlag von blau nach gelb, um eine genaue Messung der Intensitat bei 450 nm
mit einem Spektralphotometer zu erméglichen. Nach der photometrischen Messung
kann mithilfe der Standardreihe eine lineare Funktion erstellt werden, mit der die
Konzentrationen der Proben berechnet werden. Bei der Berechnung der
Konzentrationen muss beachtet werden, dass auch beim Blindwert eine geringe
Konzentration von OPN gemessen wird, die als Mal fir falsch positive Enzymreaktion
von den anderen Proben abgezogen werden muss. Ebenfalls muss die erfolgte
Verdinnung beachtet werden; d.h. die errechneten Konzentrationen sind mit 9 zu
multiplizieren. Die Messung der Intensitdt der Gelbfarbung wurde mithilfe eines
Photometers (Berthold Technologies, LB 911 Apollo 1) bei 450nm durchgefihrt.

3.3.2 c-MET-ELISA
Die c-Met-Konzentration im Patientenplasma wurde mit Hilfe des Human c-Met ELISA
Kits von life technologies (REF KHO2031, Life Technologies Corp., Frederick, USA)
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bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers [82]. Der c-Met-
ELISA ist ebenfalls ein Sandwich-ELISA, bei dem im Gegensatz zum OPN-ELISA jedoch
ein nicht konjugierter Antikdrper verwendet wird, sodass das Reporterenzym einzeln
hinzugefligt werden muss. Die Proben werden zu Beginn im Verhdltnis von 1:100 mit
dem Standardpuffer (enthalt laut Hersteller 0.1% Natriumazid) verdtnnt (5 pl Plasma
mit 495 ul Puffer). Es wird eine Standardreihe hergestellt (50 ng/ml, 25 ng/ml,
12,5ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,12 ng/ml, 1,56 ng/ml, 0,78 ng/ml, 0 ng/ml). Nach
Herstellerangaben werden der Waschpuffer und das Enzym Streptavidin-HRP verdunnt.
Nach dem Auftragen von je 100 ul des Standardpuffers sowie 100 pl der Proben und der
Standardreihe wird die Platte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es werden
wie bei Osteopontin pro Probe drei Messungen durchgefuhrt, um den Mittelwert zu
bestimmen. Zwei Felder werden zur Kontrolle fir das reine Chromogen freigelassen
(Chromogen blank). Die Waschvorgénge werden jeweils vier Mal durchgefuhrt. Nach der
ersten Inkubation werden je 100 yl des Antikérpers Hu-c-Met-Biotin-Conjugate
aufgetragen, wonach eine erneute Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur
erfolgt.

Nach dem Waschen werden je 100 pl von Streptavidin-HRP (chromogen blank bleibt
frei) hinzugefligt. Dieses bindet Uber das konjugierte Biotin an den Antikdrper-Antigen-
Komplex. Nach einer 30-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur und einem weiteren
Waschvorgang wird das chromogene Substrat TMB (je 100 pl) hinzugefiigt. Wie beim
OPN-ELISA erfolgt anschlieBend eine 30-minltige Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunkeln, bevor die Stoppldsung (100 pl) zugefugt wird. Es gibt eine Reaktion mit
Blaufarbung, die nach Zugabe der Stopplosung in Gelb umschlagt. Je nach c-Met
Konzentration der Proben zeigt sich eine unterschiedliche Intensitat der Gelbfarbung.
Fur die darauffolgende photometrische Messung und Auswertung wurde der
THERMOmax ROM v.1.72 bei 450nm verwendet.

3.3.3 HGF-ELISA

Zur Bestimmung der HGF-Konzentration im Patientenplasma wurde das Human HGF
Quantikine ELISA Kit von R&D Systems (Catalog No. DHGO00, R&D Systems,
Minneapolis, USA) genutzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstelleranleitung [83]. Wie
bei den anderen ELISAs muss zunachst ein Waschpuffer aus Verdinnung des
Waschpufferkonzentrats des Herstellers mit destilliertem Wasser hergestellt werden.
Zudem wird mittels Farbreagens A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid) und B

(stabilisiertes TMB) eine Substratldsung hergestellt. Eine Standard-Verdinnungsreihe
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wird erstellt (8000 pg/ml, 4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml,
125 pg/ml, 0 pg/ml). Dann folgt die Auftragung von je 150 ul Standardpuffer und 50 pl
Probe bzw. Standard pro Kammer. Pro Probe werden zwei Messungen durchgefihrt.
Drei Qualitatskontrollen werden aufgetragen. Nach einer Inkubation von zwei Stunden
bei Raumtemperatur erfolgt ein Waschdurchlauf mit vier Waschungen. Dann werden
200 pl des Human-HGF-conjugate, eines mit HRP konjugierten Antikdrpers, aufgetragen
und die Platte erneut fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Waschen werden 200 pl der Substratlésung zugeftigt und die Platte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es zeigt sich eine Blaufarbung. Anschlie3end
folgt die Zugabe von 50 pl Stopplosung, einer Schwefelsdure, sodass ein erneuter
Farbumschlag von blau zu gelb ablauft. Die Intensitat ist dabei abhdngig von der HGF-
Konzentration der jeweiligen Probe. Wie beim c-Met-ELISA wurde zur photometrischen
Messung und Auswertung der THERMOmax ROM v1.72 verwendet. Die Bereiche, in
denen die Qualitatskontrollen liegen sollten, wurden erreicht.

3.4 Klinische Parameter

Neben den Biomarker-Konzentrationen wurden die Patientencharakteristika und
klinischen Parameter der Patienten erhoben.

Die klinischen Daten wurden grof3tenteils anhand der elektronischen Patientenakten im
Krankenhausinformationssystem (SAP) ausgewertet. Weitere Quellen waren die
Datenbank des Tumorregisters Unterfranken, Onkostar, und die Datenbank der Klinik
und Poliklinik fur Strahlentherapie am Universitatsklinikum Wtrzburg (sis/). Au3erdem
wurden beziglich fehlender Daten und der pathologischen Befunde die Kliniken
kontaktiert, in denen die Patienten operiert und weiterbehandelt wurden.

Zunachst wurden Patientencharakteristika wie das Geschlecht und das Alter bei
Erstdiagnose  bestimmt  sowie  pratherapeutische Daten  beziglich des
Rektumkarzinoms. Dazu gehérten Lokalisation, Infiltration der Fascia rectalis im MRT
(CRM-/CRM+) und das klinische Tumorstadium (cT, cN, cM, pratherapeutisches UICC).
Des Weiteren wurde das postoperative Tumorstadium (pT, pN, pM, postoperatives
UICC) ausgewertet. Weiterhin wurden pathologische Parameter wie Tumorresektion
(RO/R1), Grading (G1 - 4), Vendse Infiltration (VO/V1), Lymphgefa3invasion (LO/L1) und
Perineuralscheideninfiltration (Pn0/1) erhoben. Fir jeden Patienten wurden das
Therapieschema (NeoRCT + TME + adjuvante Chemo), die verwendete Chemotherapie
(5-FU = Oxaliplatin) sowie die Art der adjuvanten Chemotherapie (Capecitabine vs.

andere) angegeben. Zudem wurden die Qualitat der Totalen mesorektalen Exzision
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nach M.E.R.C.U.R.Y und eine Testung auf Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) angegeben.
Um das Ansprechen der neoadjuvanten Therapie beurteilen und Responder bzw. Non-
Responder identifizieren zu kdénnen, wurden verschiedene Scores bzw. Parameter
verwendet. Zum einen wurde eine pathologisch komplette Remission (pCR) einer
inkompletten pathologischen Remission (pIR) gegenibergestellt. Zum anderen erfolgte
die Betrachtung einer postoperativen Anderung des UICC-Stadiums im Sinne eines
Downsizings im Gegensatz zu einem unveradnderten UICC-Stadium bzw. einem
Progress. Ein wichtiger Parameter fur das Ansprechen der neoadjuvanten Therapie ist
der Grad der Tumorregression nach Dworak. Dieser wurde einzeln und gruppiert
(geringe Regression: Dworak 0 + 1 + 2, hohe Regression: Dworak 3 + 4) betrachtet. Als
letzter Endpunkt fir das Therapieansprechen wurde der Neoadjuvant Rectal Score
(NAR-Score) verwendet. Dieser Score wurde initial von Valentini et al. als
Prognoseparameter u.a. fur das krankheitsfreie Uberleben beschrieben [84]. Die
Arbeitsgruppe um Fokas bestatigte diese Ergebnisse zuletzt 2018 und versprach sich
vom modifizierten NAR-Score die schnellere Identifizierung von Non-Respondern, um
therapeutisch bessere Entscheidungen treffen zu kdnnen [85]. Der NAR-Score wurde
von Fokas et al. aus den gewichteten cT-, pT- und pN-Stadien berechnet, wobei cT die
Werte 1,2,3 oder 4 annimmt, pT Werte von 0,1,2,3 oder 4 und pN Werte von 0,1 oder 2.
Die Formel lautet: NAR = [5pN — 3(cT — pT) + 12]?/9,61 und liegt bei Werten zwischen
0 und 100. Die Wichtung von cT, pN und pT erfolgt nach Valentinis Normogramm [84]
und die Division durch den Faktor 9,61 dient der Skalierung der Werte zwischen 0 und
100. Die Einteilung des Scores in niedrig (< 8), mittel (8 - 16) und hoch (> 16) erfolgte
anhand der Terzile, wobei ein niedrigerer Score mit einer besseren Prognose einhergeht.
Neben Fokas et al. [85] haben George et al. [86] den NAR-Score ebenfalls als Endpunkt
fur klinische Studien vorgeschlagen.

Als letztes wurden Verlaufsdaten der Erkrankung bzw. des Patienten ausgewertet. Diese
umfassten u.a. das Auftreten eines Lokalrezidivs, von Fernmetastasen bzw. einem
generellen Progress (Tumorprogression, Lokalrezidiv oder Fernmetastasen). Auch das
Gesamtiiberleben, das krankheitsfreie Uberleben und die Nachsorge-Zeit sowie im Fall
einer Krankheitsprogression die Zeit bis zum Progress (Time to progression) wurden
angegeben. Die Nachsorge-Zeit (Follow-Up-Zeit) wurde dabei ab dem Beginn der

Radiotherapie gemessen.
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3.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm IBM SPSS Statistics, Windows-
Version 25 durchgefiihrt. Die zweiseitige statistische Signifikanz wurde auf p < 0,05
festgelegt. Um das Gesamtiiberleben zu analysieren, wurden Uberlebenskurven mittels
Kaplan-Meier erstellt und die Signifikanz mit einem Log-Rank-Test uberprift. Das
Versterben eines Patienten wurde als Ereignis definiert; zensiert wurden die Daten zum
Zeitpunkt des Endes einer Nachsorge. Betrachtet wurde zum Vergleich insbesondere
der Schatzwert des 3-Jahres-Uberlebens der Uberlebenstabellen. Eine Cox-
Regressionsanalyse war nicht méglich, da nicht gentigend Ereignisse vorhanden waren.
Zur Bestimmung von Korrelationen zwischen den einzelnen Biomarkern und den
klinischen Parametern wurde der Kendall-Tau-Test verwendet. Um eine Aussage Uber
den pradiktiven Wert der Biomarker fur die einzelnen Variablen treffen zu kdnnen, wurde
eine bindr logistische Regressionsanalyse durchgefihrt. Die Korrelationen der
Biomarker untereinander wurden mit dem Pearson-Korrelationskoeffizienten berechnet.
Im Anschluss wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Um Mittelwerte
vergleichen zu kénnen, wurden die Werte der Biomarker bzw. die logarithmisierten
Werte der Biomarker zunachst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet.
Zum Vergleich der Mittelwerte verschiedener Gruppen wurde bei Normalverteilung und
zwei Gruppen der t-Test verwendet. Um die Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen
miteinander zu vergleichen, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Fur die
posthoc-Tests der ANOVA wurden zunachst die Varianzen mittels Levene-Tests auf
Homogenitat getestet. Bei homogenen Varianzen wurde der Tukey-Test zur posthoc-
Analyse verwendet, bei inhomogenen Varianzen der Dunnett-T3-Test.

Bei nicht-normalverteilten Variablen wurden Nichtparametrische Tests durchgefihrt:
zwei verbundene Stichproben wie Biomarker zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
mittels Wilcoxon getestet, zwei unabhangige Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test.
Bei mehr als zwei unabhéngigen Stichproben erfolgte der Mittelwertvergleich mit dem
Kruskall-Wallis-Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs
Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik bezuglich Patientencharakteristika,
Tumorklassifikationen und pathologischen Parametern sowie die Verlaufsparameter

sind in Tabelle 2 abgebildet.

Tabelle 2: Ubersicht Uber die Haufigkeitsverteilung und deskriptive Statistik der
Patientencharakteristika und Tumorklassifikationen, der pathologischen Parameter und
Therapie- und Verlaufs-assoziierten Daten.

adj. CT: adjuvante Chemotherapie; CRM: engl. circumferential resection margin; cTNM-Klassifikation:
klinische Tumorklassifikation; 5-FU: Fluorpyrimidine; G: engl. grading; L: Infiltration von Lymphgefaen; M:
Vorliegen von Fernmetastasen; MSI: Mikrosatteliteninstabilitat; MSS: Mikrosatellitenstabilitat; N: Anzahl
befallener Lymphknoten;  NAR-Score: engl. neoadjuvant rectal score; Neo-RCT: neoadjuvante
Radiochemotherapie; Neo-RT: neoadjuvante Radiotherapie; OP: Operation; Ox: Oxaliplatin; pCR:
pathologisch komplette Resektion; pIR: pathologisch inkomplette Resektion; Pn: Infiltration der
Perineuralscheide; pTNM-Klassifikation: pathologische Tumorklassifikation; R: Residualtumor; T:
Tumorinfiltrationstiefe; TME: Totale mesorektale Exzision; UICC: engl. Union for International Cancer
Control; V: Infiltration von Blutgefaf3en; XelOx: Oxaliplatin plus Capecitabine.

n Anzahl 0p **
Patienten-assoziierte Parameter
Geschlecht 68
Mannlich 48 70,6
Weiblich 20 29,4
Alter bei Erstdiagnose (in 68
Jahren) Durchschnitt 62,5
Bereich 19,2-82,5
Standardabweichung +12,36
Median 63,79
Zuweiser 68
UKW 20
Juliusspital 13
Kitzingen 16
Lohr 4
Wertheim 8
| Andere 7
Tumor-assoziierte Parameter praoperativ n Anzahl 0p **
Lokalisation 68
unteres Rektumdrittel 37 54,4
mittleres Rektumdrittel 29 42,6
oberes Rektumdrittel 2 3,0
Zirkumferentieller Abstand 53 *
zur mesorektalen Faszie CRM- 26 49,1
(CRM) im MRT CRM+ 27 50,9
cT-Stadium 68
cT2 7 10,3
cT3 55 80,9
cT4 6 8,8
cN-Stadium 62 *
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cNO 11 17,7

cN1 36 58,1

cN2 15 24,2
cM-Stadium 67 *

cMO 60 89,6

cM1 7 10,4
UICC-Stadium praoperativ 68

UICC Il 14 20,6

UICC Il 47 69,1

| UICC IV 7 10,3

Tumor-assoziierte Parameter postoperativ n Anzahl 0p **
Zirkumferentieller Abstand 32 *
zur mesorektalen Faszie CRM- 29 90,6
(CRM) pathologisch CRM+ 3 9,4
pT-Stadium 63 *

pTO 9 14,3

pT1l 2 3,2

pT2 14 22,2

pT3 36 57,1

pT4 2 3,2
pN-Stadium 62 *

pNO 37 59,7

pN1 16 25,8

pN2 9 14,5
pM-Stadium 57 *

pMO 52 91,2

pM1 5 8,8
UICC-Stadium postoperativ 63 *

UiCCO0 9 14,3

UICC | 15 23,8

UICC Il 13 20,6

UICC Il 21 33,4

uiCC IV 5 7,9
Anderung UICC 63 *

Keine Anderung/ 29 46,0

Progress

| Downstaging 34 54,0

Pathologische Parameter n Anzahl 0p **
Resektionsstatus 62 *

RO 60 96,8

R1 2 3,2
Grading 64 *

G2 57 89,1

G3 6 9,4

G4 1 1,5
LymphgefaRinfiltration 63 *

LO 55 87,3

L1 8 12,7
BlutgefaRinfiltration 63 *

VO 57 90,5
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Vi 6 9,5
Perineuralscheideninfiltration 51 *
PnO 46 90,2
Pnl 5 9,8
Pathologisch komplette 63 *
Remission (pCR) vs. pCR 9 14,3
pathologisch inkomplette pIR 54 85,7
Remission (pIR)
NAR-Score 63 *
Mittelwert 20,63
Bereich 0,94-
Standardabweichung 81,58
Median 17,9
14,98
NAR-Score Gruppe 63 *
Low (<8) 11 17,5
Intermediate (8-16) 27 429
High (>16) 25 39,6
Regression nach Dworak 56 *
Dworak 0 1 1,7
Dworak 1 15 26,8
Dworak 2 23 41,1
Dworak 3 10 17,9
Dworak 4 7 12,5
Regression nach Dworak, 56 *
gruppiert Geringe Regression 16 28,6
(Dworak 0+1)
Mittlere Regression 33 58,9
(Dworak 2+3)
Komplette Regression 7 12,5
(Dworak 4)
Regression nach Dworak, 56 *
gut vs. schlecht Schlechte Regression 39 69,6
(Dworak 0+1+2)
Gute Regression 17 30,4
(Dworak 3+4)
Quialitat der totalen 60 *
mesorektalen Exzision 0: nicht bestimmbar 2 3,3
(TME) nach M.E.R.C.U.R.Y. 1: good 49 81,7
2: intermediate 8 13,3
3: poor 1 1,7
Mikrosatelliteninstabilitat 62 *
(MSI) Nicht bestimmt 48 77,4
MSI 0 0
MSS 14 22,6
Therapie-assoziierte Parameter n Anzahl % **
Therapieschema 67 *
NeoRCT+TME 17 25,4
NeoRCT+TME+ad]|.CT 45 67,2
NeoRCT, keine OP 5 7,4
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Neoadjuvante 67 *
Chemotherapie 5-FU 55 82,1
XelOx/5-FU + Ox 12 17,9
Gesamtdosis neoadjuvante 68
Radiotherapie (Gy) Median 50,4
Bereich 21,6-58,8
Adjuvante Chemotherapie 64 *
Keine 20 31,3
Capecitabine 34 53,1
| Andere 10 15,6
Verlaufs-assoziierte Parameter n Anzahl 0p **
Gesamtuberleben 68
Lebend 48 70,6
Verstorben 20 29,4
Tumorspezifisches 20
Uberleben An Tumorerkrankung 12 82,4
verstorben
Andere oder unklare 8 17,6
Todesursache
Progression 68
Ja 22 32,4
Nein 46 67,6
Lokalrezidiv 68
Ja 7 10,3
Nein 61 89,7
Fernmetastasen 68
Ja 19 27,9
Nein 49 72,1
Follow-Up (in Monaten) 68
Median 29,87
Bereich 0,8-63,05
Disease-free survival (in 68
Monaten) Median 24 54
Bereich 0,8-60,59
Time to progression (in 22
Monaten) Median 13,46
Bereich 1,4-59,74
* Es waren nicht bei allen Patienten Daten zu dem Punkt verfligbar.
** Alle prozentualen Werte sind auf eine Nachkommastelle aufgerundet.

4.2 Quantitative Bestimmung der Biomarker-Konzentrationen
Die Konzentrationen der Biomarker zu den verschiedenen Zeitpunkten sind in Tabelle 3
abgebildet.

Tabelle 3: Deskriptive Statistik der gemessenen Biomarker-Konzentrationen.

Biomarker

Osteopontin (in ng/ml) n **

Probe A: vor neoRT 63 *
Mittelwert 666,86
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Bereich 247,62-1803,00
Standardabweichung + 277,73
Median 618,00
Probe B: nach neoadjuvanter 61 *
Radiotherapie Mittelwert 718,71
Bereich 135,79-1974,60
Standardabweichung + 344,52
Median 630,77
20*
Probe C: praoperativ Mittelwert 546,65
Bereich 261,39-1192,09
Standardabweichung + 228,78
Median 515,20
10 *
Probe D: vor adjuvanter Chemo  Mittelwert 612,38
Bereich 394,64-958,50
Standardabweichung + 183,72
Median 570,46
10 *
Probe E: nach adjuvanter Mittelwert 722,67
Chemo Bereich 300,8-1490,25
Standardabweichung + 387,46
Median 633,00
31*
Probe F: 1. Nachsorge, Mittelwert 577,04
Medianer Zeitpunkt: 10,7 Bereich 232,20-1668,60
Monate nach Radiotherapie Standardabweichung + 262,28
Median 557,45
22 %
Probe G: 2. Nachsorge, Mittelwert 547,08
Medianer Zeitpunkt: 22,4 Bereich 148,93-2094,75
Monate nach Radiotherapie Standardabweichung + 389,98
Median 462,69
9 *
Probe H: 3. Nachsorge, Mittelwert 525,33
Medianer Zeitpunkt: 34 Monate  Bereich 309,23-686,40
nach Radiotherapie Standardabweichung + 144,48
Median 522,00
c-Met (in ng/ml) n x*
Probe A 62 *
Mittelwert 636,00
Bereich 270,16-1063,20
Standardabweichung + 140,61
Median 639,63
Probe B 62 *
Mittelwert 596,36
Bereich 261,40-1029,00
Standardabweichung + 150,26
Median 597,70
Probe C 17 *
Mittelwert 663,09
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Bereich 528,30-948,80
Standardabweichung + 117,62
Median 683,43

HGF (in pa/ml) n ok

Probe A 62 *
Mittelwert 933,08
Bereich 551,72-2807,83
Standardabweichung + 352,77
Median 832,17

Probe B 62 *
Mittelwert 1019,25
Bereich 554,57-5202,29
Standardabweichung + 681,14
Median 846,19

* Es wurden jeweils alle vorhandenen Proben der jeweiligen Zeitpunkte untersucht
** Die Konzentrationen wurden auf die zweite Nachkommastelle aufgerundet

4.3 Uberleben

Waéhrend der Nachsorge sind innerhalb von 60 Monaten 20 von 68 Personen verstorben,

was einer Sterblichkeit von 29,4 % entspricht. Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt

bei 72,1 % (Abbildung 5). Von den 63 Patienten, von denen Blutproben zur Bestimmung

der Biomarker-Konzentrationen

vorlagen,

Uberwachungszeitraums 19 Patienten (30,2 %).

31

verstarben

im Verlauf

des



Ergebnisse

Uberlebensfunktion
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Abbildung 5: Gesamtiiberleben der Patienten im Verlauf der Nachsorge. Kum. Uberleben: kumuliertes
Uberleben, mo: Monate

4.3.1 Klinisch-pathologische Parameter und Uberleben

Fur das cT-Stadium ergibt sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das
Uberleben, p=0,521. Fir cN ergibt sich insgesamt ebenfalls kein signifikanter
Uberlebensunterschied, p = 0,352. Betrachtet man jedoch die Gruppen cNO, cN1 und
cN2 paarweise, zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen ¢cN1 und cN2,
p = 0,035. Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt bei 88,9 % (cNO), 71,6 % (cN1) und
60,3 % (cN2). Fiir cM ergibt sich kein signifikanter Uberlebensunterschied, p = 0,134.
Fur das pT-Stadium zeigt sich insgesamt kein signifikanter Uberlebensunterschied der
Gruppen, p = 0,066. Bei paarweiser Betrachtung ergibt sich allerdings eine signifikant
groRere Uberlebenswahrscheinlichkeit von pTO vs. pT1, p = 0,046, von pTO vs. pT4,
p =0,005, und von pT2 zu pT3, p=0,031. Fir pN zeigt sich ein signifikanter
Zusammenhang zum Uberleben, p = 0,014. Betrachtet man pN paarweise, zeigt sich ein
signifikanter Uberlebensvorteil von pNO im Vergleich zu pN1, p=0,047, und ein
hochsignifikanter Unterschied von pNO und pN2, p=0,006 (Abbildung 6). Das
geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt bei 88,6 % (pNO0), 63,3 % (pN1) und 63,5 % (pN2).
Fur pM kann ein signifikanter Unterschied des Uberlebens festgestellt werden, p = 0,018

(Abbildung 7). In der Gruppe pMO gab es nach drei Jahren 8 Ereignisse bei initial 52
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Patienten; bei pM1 gab es nach drei Jahren 2 Ereignisse von anfanglich 5 Patienten.
Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben betragt somit 82,8 % (pMO0) und 60,0 % (pM1).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 6: Gesamtiiberleben in Abh&ngigkeit vom pN-Status. Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben,
mo: Monate, pN: nach der pathologischen TNM-Klassifikation, Anzahl der befallenen Lymphknoten.
Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

33



Ergebnisse

08

06

04

Kum. Uberleben

0,0

Abbildung 7: Gesamtiiberleben in Abhangigkeit vom pM-Status. Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben,
mo: Monate, pM: nach der pathologischen TNM-Klassifikation, pMO: keine Fernmetastasen, pM1:
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Fernmetastasen. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Das praoperative UICC-Stadium zeigt keinen signifikanten Unterschied des Uberlebens,
p = 0,085. Nach paarweiser Betrachtung der einzelnen Stadien ergibt sich mit p = 0,021
lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen UICC Il und UICC IV. Demgegeniber
zeigt das postoperative UICC-Stadium einen grof3eren Unterschied in Bezug auf das
Uberleben, p=0,032 (Abbildung 8). Paarweise betrachtet sind die Unterschiede
zwischen UICC 0 und UICC Ill, p = 0,040, UICC 0 und UICC IV, p = 0,008, und zwischen
UICC Il und UICC IV, p = 0,017, statistisch signifikant (Abbildung 7). Das geschatzte 3-
Jahres-Uberleben liegt bei 78,8 % (UICC I), 92,3 % (UICC 1), 64,7 % (UICC IIl) und

60,0 % (UICC IV). In UICC-Stadium 0 verstarb kein Patient.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben je nach UICC-Stadium. Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo:
Monate, UICC: Union for International Cancer Controll. Signifikante Unterschiede sind mit **
gekennzeichnet.

Das Vorliegen einer LymphgefaRinvasion (L1) zeigt eine hdhere, jedoch statistisch nicht
signifikante Sterblichkeit als LO, p = 0,102. Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt bei
82,1 % (LO) bzw. 51,4 % (L1).

Eine pathologisch inkomplette Resektion (R1) zeigt mit p = 0,004 eine hochsignifikant
erhohte Sterblichkeit im Vergleich zur kompletten Resektion (RO) (Abbildung 9). Das
geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt bei 81,4 % (RO) vs. 0,0 % (R1).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 9: L"Jbelrleben in Abhangigkeit vom Resektionsstatus. RO: komplette Resektion; R1: inkomplette
Resektion. Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit **
gekennzeichnet.

Bei Patienten mit einer Blutgefa3invasion (V1) ist die Sterblichkeit signifikant héher als
die der Patienten ohne BlutgefaBinvasion (V0), p=0,011 (Abbildung 10). Das
geschatzte 3-Jahres-Uberleben betragt 82,1 % (VO) und 50,0 % (V1). Ebenfalls
hochsignifikant mit einer hoheren Sterblichkeit assoziiert ist das Vorliegen einer
Perineuralscheideninfiltration, p =0,009 (Abbildung 11). In der Gruppe ohne
Perineuralscheideninfitration (Pn0) verstarben innerhalb von drei Jahren 7 von 45
Patienten; in der Gruppe mit Perineuralscheideninfiltration verstarben 3 von 5 Patienten.
Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben betragt 83,1 % (Pn0) vs. 40,0 % (Pn1l). Bezuglich
des Grading kann kein Unterschied im Uberleben festgestellt werden, p = 0,442.
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Abbildung 10: Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von der BlutgefaRinfiltration. Kum. Uberleben: kumuliertes
Uberleben, mo: Monate, VO: keine Blutgefa3infiltration, V1: BlutgefaRinfiltration. Signifikante Unterschiede

sind mit ** gekennzeichnet.
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Abbildung 11: Uberleben in Abhangigkeit von der Perineuralscheideninfiltration. Kum. Uberleben:
kumuliertes Uberleben, mo: Monate, PnO: keine Infiltration der Perineuralscheide, Pn1l: Infiltration der
Perineuralscheide. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.
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4.3.2 Therapieansprechen und Uberleben

Ein Therapieansprechen im Sinne eines Downsizings ist im Vergleich zu einem
unveranderten UICC-Stadium bzw. einem Progress mit einem langeren Uberleben
assoziiert, p = 0,028. Das geschétzte 3-Jahres-Uberleben betragt 87,9 % vs. 66,3 %. Ein
Unterschied bezlglich des Uberlebens zeigt sich zudem im Rahmen der pathologischen
Remission. Mit p = 0,061 ist der Unterschied zwar nicht signifikant, aber in der Gruppe
der Patienten mit pCR verstarb keiner der 9 Patienten, wahrend in der Gruppe mit pIR
innerhalb von drei Jahren 12 von 54 Patienten verstarben (22,2 %) (Abbildung 12). Das
geschatzte 3-Jahres-Uberleben in dieser Gruppe betragt 74,6 %, wahrend es bei pCR
aufgrund fehlender Ereignisse nicht geschatzt werden kann.
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Abbildung 12: Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der Remission. Erreichen einer pathologisch
kompletten (0) oder inkompletten Remission (1). Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate.

Die Tumorregression nach Dworak (siehe Kapitel 1.1.6) ist ebenfalls mit dem Uberleben
assoziiert. Eine Signifikanz wird fur die einzelne Klassifikation mit p = 0,053 knapp
verfehlt, aber beim paarweisen Vergleich lasst sich ein signifikanter Unterschied
zwischen TRG 1 und TRG 3 bzw. 4 feststellen, p = 0,029 und p = 0,030. Das geschatzte
3-Jahres-Uberleben betragt bei TRG 1 64,2 %, wahrend bei TRG 3 und 4 keine
Patienten verstarben. Beim Vergleich der geringen TRG (TRG 0+1+2) mit der guten TRG
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(TRG 3+4) zeigt sich ein signifikanter Uberlebensunterschied, p = 0,007 (Abbildung 13).
Das 3-Jahres-Uberleben wird fiir eine geringe TRG auf 71,9 % geschatzt; beim guten

TRG sind keine Patienten verstorben.
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Abbildung 13: Gesamtilberleben je nach Regression (Dworak). Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben,
mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Auch fur den NAR-Score kann ein Zusammenhang zum Uberleben gezeigt werden,
p = 0,024 (Abbildung 14). Die Unterschiede zwischen niedrig und hoch bzw. mittel und
hoch sind mit p = 0,047 und p = 0,031 statistisch signifikant. Das geschatzte 3-Jahres-
Uberleben betragt 90 % (niedrig), 88,7 % (mittel) und 62,2 % (hoch). Mit dem NAR-Score
lasst sich zudem eine Prognose Uber das Auftreten von Fernmetastasen treffen,
p = 0,018 (Abbildung 15). Dabei traten in Gruppe 1 nach drei Jahren bei 1 von 9
Patienten Metastasen auf, in Gruppe 2 bei 2 von 17 und in Gruppe 3 bei 7 von 11
Patienten. Nach drei Jahren entwickeln nach Schatzung in den Gruppen 90 % (1),
90,3 % (2) bzw. 63,3 % (3) keine Metastasen.
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Abbildung 14: Gesamtiiberleben je nach Neoadjuvant Rectal Score (NAR-Score). Kum. Uberleben:
kumuliertes Uberleben, mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.
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Abbildung 15: Auftreten von Metastasen im zeitlichen Verlauf je nach Neoadjuvant Rectal Score (NAR-
Score). Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit **
gekennzeichnet.
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4.3.3 Verlaufsparameter und Uberleben

Besonders entscheidend fir das Uberleben ist das Auftreten von Fernmetastasen,
p = 0,0004 (Abbildung 16). Nach drei Jahren gab es in der Gruppe ohne Metastasen
(M0) sechs Todesfalle bei insgesamt 49 Patienten; in der Gruppe mit Fernmetastasen
verstarben innerhalb von drei Jahren hingegen 9 von 19 Patienten. Das geschétzte 3-
Jahres-Uberleben betragt 87,1 % (MO) bzw. 45,4 % (M1). Fur das Auftreten eines
Lokalrezidivs konnte dagegen kein signifikanter Zusammenhang zum Uberleben
festgestellt werden, p = 0,239. Das geschatzte 3-Jahres-Uberleben liegt mit 75,2 % (kein
Lokalrezidiv) bzw. 71,4 % (Lokalrezidiv) nah beieinander.
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Abbildung 16: Uberleben in Abhangigkeit vom Auftreten von Fernmetastasen im Verlauf der Erkrankung.
Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Betrachtet man das generelle Auftreten eines Krankheitsprogresses (Auftreten von
Fernmetastasen, Lokalrezidiv oder Tumorprogression), ergibt sich ein signifikanter
Zusammenhang zum Uberleben, p = 0,001. Das geschétzte 3-Jahres-Uberleben liegt
bei 88,7 % (kein Progress) und 52,5 % (Progression).

4.3.4 Biomarker und Uberleben: Osteopontin als Prognoseparameter
Zunachst wird das Uberleben in Abhangigkeit von den Ausgangswerten der

verschiedenen Biomarker vor Beginn der neoadjuvanten Therapie (Probe A) betrachtet.
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In der Gruppe OPN < Median (Gruppe 1) sind im Laufe des Follow-Ups 4 von 32
Patienten verstorben. In der Gruppe OPN > Median (Gruppe 2) verstarben 15 von 31
Patienten. Das Uberleben ist mit einem niedrigeren Osteopontin-Wert signifikant hoher
als mit einem héheren Osteopontin-Wert, p = 0,001 (Abbildung 17). Betrachtet man das
Uberleben der Patienten nach drei Jahren, zeigen sich in Gruppe 1 zwei Ereignisse
(Ereignis = Versterben) und ein geschatztes 3-Jahres-Uberleben von 91,8 %. In
Gruppe 2 gab es drei Jahre nach der Operation 12 Ereignisse und das geschéatzte 3-

Jahres-Uberleben liegt bei 58,6 %.
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Abbildung 17: Uberleben der Patienten in Abhangigkeit von der OPN-Konzentration vor Beginn der
neoadjuvanten Therapie (Zeitpunkt A). Vergleichsgruppen mit OPN < (Gruppe 1) bzw. > Median (Gruppe2).
Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

In der Gruppe mit c-Met < Median (Gruppe 1) verstarben wahrend der Nachsorge 10 von
31 Patienten, wahrend in Gruppe 2 (c-Met > Median) 9 von 31 Patienten verstarben. Es
zeigt sich in Gruppe 1 ein verkirztes Gesamtiberleben im Vergleich zu Gruppe 2,
jedoch mit p = 0,692 nicht signifikant (Abbildung 18). Drei Jahre nach der Operation gab
es in Gruppe 1 fiinf Ereignisse und in Gruppe 2 neun Ereignisse. Somit liegt das

geschatzte 3-Jahres-Uberleben in Gruppe 1 bei 81,7 % und in Gruppe 2 bei 68,6 %.
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Abbildung 18: Uberleben der Patienten in Abhangigkeit von der c-Met Konzentration vor Beginn der
neoadjuvanten Therapie (Zeitpunkt A). Vergleichsgruppen mit c-Met < (Gruppe 1) bzw. > (Gruppe 2) Median.
Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate.

In der Gruppe HGF < Median (Gruppe 1) verstarben im Laufe der Nachsorge 8 von 31
Patienten, wahrend in Gruppe 2 (HGF > Median) 11 von 31 Patienten verstarben. Das
niedrigere Gesamtiiberleben von Gruppe 2 ist im Vergleich zu Gruppe 1 jedoch nicht
signifikant niedriger, p = 0,459 (Abbildung 19). Nach drei Jahren gab es in Gruppe 1
sechs und in Gruppe 2 acht Ereignisse; das geschatzte 3-Jahres-Ubereben liegt somit
bei 77,7 % vs. 72,0 %.
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Abbildung 19: Uberleben der Patienten in Abhangigkeit von der HGF-Konzentration vor Beginn der
neoadjuvanten Therapie (Zeitpunkt A). Vergleichsgruppen mit HGF < (Gruppe 1) bzw. > (Gruppe 2) Median.
Kum. Uberleben: kumuliertes Uberleben, mo: Monate.

4.4 Osteopontin

Beim Test auf Normalverteilung ergibt sich nur fir OPN zu den Zeitpunkten D, E und H
eine Normalverteilung (OPN-A: p < 0,0001; OPN-B: p <0,0001; OPN-C: p =0,025;
OPN-D: p = 0,552; OPN-E: p = 0,351; OPN-F: p < 0,0001; OPN-G: p < 0,0001; OPN-H:
p = 0,250). Daher wurden die logarithmisierten Werte der Osteopontin-Konzentrationen
auf Normalverteilung getestet. Fir diese ergab sich eine Normalverteilung (logOPN-A:
p = 0,964; logOPN-B p = 0,342; logOPN-C p = 0,572; logOPN-D p = 0,795; logOPN-E
p = 0,906; logOPN-F p=0,147; logOPN-G p =0,343; logOPN-H p =0,150). Daher
wurden fir die folgenden t-Tests und ANOVAs ebenfalls die logarithmisierten Werte

verwendet.

4.4.1 Die Osteopontin-Konzentration ist mit dem Tumorstadium assoziiert
OPN-A korreliert nicht mit dem initialen Tumorstadium. Es ergibt sich kein signifikanter
Zusammenhang fur cT (p = 0,93), cN (p = 0,631), cM (p = 0,585) oder das praoperative
UICC-Stadium (p = 0,153). Im Gegensatz dazu zeigt sich in Bezug auf das postoperative
UICC-Stadium eine gering signifikante Korrelation zu OPN-A, R =0,201, p = 0,039.

Hohere OPN-Werte gehen mit hoheren Tumorstadien einher. In der darauffolgenden
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ANOVA-Analyse ergibt sich ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte, p = 0,016, fir
die logarithmisierten Werte (UICC 0: 2,61, UICC I: 2,79, UICC II: 2,87, UICC lll: 2,79,
UICC 1V:2,83). Der Mittelwert fir Osteopontin A betragt bei UICCO (n=28)
415,85 + 62,58 ng/ml, bei UICC | (n =14) 642,41 + 183,26 ng/ml, bei UICC Il (n = 13)
826,48 £ 422,17 ng/ml, bei UICC Il (n=20) 666,87 £ 242,77 ng/ml und im UICC-
Stadium IV (n = 5) 698,94 + 221,64 ng/ml (Abbildung 20). Besonders die Unterschiede
zwischen UICC 0 und Il sind mit p = 0,006 statistisch signifikant. Zudem ergibt sich eine
geringe signifikante Korrelation zwischen dem pT-Stadium und OPN-A, R =0,277,
p =0,006. Der Mittelwertvergleich mittels ANOVA ergibt mit p=0,015 einen
signifikanten Unterschied zwischen den logarithmisierten Mittelwerten (pTO: 2,61,
pT1l: 2,69, pT2: 2,81, pT3: 2,82, pT4: 2,95). Insbesondere sind pTO und pT2 bzw. pTO
und pT3 verschieden, p = 0,001, p < 0,001. Die Mittelwerte der OPN-Konzentrationen
betragen bei pTO (n = 8) 415,85 + 62,58 ng/ml, bei pT1 (n = 2) 542,2 + 342,16 ng/ml, bei
pT2 (n =13) 669,91 + 161,83 ng/ml, bei pT3 (n = 35) 713,81 + 324,09 ng/mlund bei pT4
(n =2) 896,73 £ 140,68 ng/ml (Abbildung 21). Die OPN-A-Konzentrationen und pN
korrelieren nicht signifikant miteinander, p = 0,390, OPN-A und pM ebenfalls nicht,
p = 0,556. Zu den pathologischen Parametern Resektion, Lymphgefallinvasion, ventse
Invasion und Perineuralscheideninfiltration zeigt sich keine signifikante Korrelation
(p=0,143, p =0,543, p = 0,257, p = 0,467).
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Abbildung 20: Osteopontin A (zum Zeitpunkt vor Beginn der neoadjuvanten Therapie) in Abhangigkeit vom
postoperativen UICC-Stadium. UICC: Union for International Cancer Control. Signifikante Unterschiede sind
mit ** gekennzeichnet.
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Abbildung 21: Osteopontin A (zum Zeitpunkt vor Beginn der neoadjuvanten Therapie) in Abhangigkeit vom

pT-Stadium. pT: nach der pathologischen TNM-Klassifikation, Tumorinfiltrationstiefe. Signifikante
Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.
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4.4.2 Osteopontin als pradiktiver Marker fur das Ansprechen der
neoadjuvanten Therapie
Die pathologisch komplette Remission bzw. die pathologisch inkomplette Remission
zeigen eine geringe signifikante Korrelation zu OPN-A, R = 0,364, p = 0,001. Im t-Test
ergibt sich bei nach Levene-Test ungleichen Varianzen ein hochsignifikanter
Unterschied der Mittelwerte, p < 0,001 (OPN logarithmisiert: pCR: 2,61, pIR: 2,82). In
der Gruppe der Patienten mit pathologisch kompletter Remission (n = 8) betragt der
Mittelwert von OPN-A 415,85 + 62,58 ng/ml, in der Gruppe mit pathologisch inkompletter
Remission (n=52) 703,27 + 285,85 ng/ml  (Abbildung 22). Die logistische
Regressionsanalyse ergibt einen leicht pradiktiven Wert von OPN-A fir die pCR mit
OR =0,990 und p =0,009. Wenn sich der OPN-Wert also um 1 erhéht, sinkt die

Wahrscheinlichkeit fir das Erreichen einer pathologisch kompletten Remission um 1 %.
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Abbildung 22: Osteopontin-Konzentration vor der neoadjuvanten Therapie (Osteopontin A) im

Zusammenhang mit einer pathologisch kompletten Remission. 0 = keine pathologisch komplette Remission;
1 = pathologisch komplette Remission. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Zwischen dem NAR-Score und OPN-A besteht ebenfalls eine leichte signifikante
Korrelation, R = 0,216 p = 0,034. Dabei unterscheiden sich die Mittelwerte der NAR-
Score-Gruppen 1 (low, < 8), 2 (intermediate, 8 - 16) und 3 (high, > 16) laut ANOVA
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statistisch signifikant, p = 0,003 (OPN logarithmisiert: NAR 1: 2,63, NAR 2: 2,84, NAR
3: 2,80). Vor allem die Mittelwerte von Gruppe 1 (n = 10) mit 441,12 + 137,45 ng/ml und
Gruppe 2 (n = 25) mit 746,15 £ 329,74 ng/ml bzw. von Gruppe 1 und Gruppe 3 (n = 25)
mit 673,28 + 234,55 ng/ml sind signifikant verschieden, p=0,002, p=0,015
(Abbildung 23). Gruppe 2 und Gruppe 3 werden dann zu einer gemeinsamen Gruppe
zusammengefasst und Gruppe 1 gegeniibergestellt (OPN logarithmisiert: Gruppe 1.:
2,63, Gruppe 2 + 3: 2,83). Dabei zeigt sich im t-Test ein hochsignifikanter Unterschied
der logarithmisierten Mittelwerte fur Gruppe 1 (n =10) mit 2,63 und fur Gruppe 2+3
(n=50) mit 2,83. Die OPN-Konzentrationen liegen in Gruppe 1 Dbei
441,12 + 137,45 ng/ml und in Gruppe 2+3 bei 709,71 + 285,58 ng/ml, p < 0,001. In der
logistischen Regression ergibt sich ein leicht signifikanter pradiktiver Wert von OPN-A
fir den NAR-Score, OR = 1,008, p = 0,007. Steigt OPN-A um eine Einheit, erhéht sich
die Wahrscheinlichkeit fiir einen héheren NAR-Score um 0,8 %.
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Neoadjuvant rectal-Score (NAR-Score) in Gruppen
Abbildung 23: Osteopontinkonzentration zum Zeitpunkt A (vor Beginn der neoadjuvanten Therapie) in

Abhéngigkeit vom NAR-Score (Neoadjuvant Rectal Score). Gruppe 1 ,Low" (<8), Gruppe 2 ,Intermediate”
(8-16) und Gruppe 3 ,High“ (>16). Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Die Tumorregression nach Dworak korreliert sowohl in den einzelnen Stadien (0 - 4) als
auch gruppiert (0 + 1 vs. 2+ 3 vs. 4) und binar (0 + 1 + 2 vs. 3 + 4) leicht mit OPN-A,
R =-0,276, p = 0,008; R =-0,229, p = 0,035; R =-0,338, p = 0,003. Die Mittelwerte der
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einzelnen Stadien unterscheiden sich signifikant, p = 0,016. Auch flir die gruppierte
Tumorregression zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte, p = 0,015
(Mittelwerte fur logarithmisierte OPN-A-Konzentrationen: geringe Regression: 2,80;
mittlere Regression: 2,81; komplette Regression: 2,60). Die Mittelwerte der OPN-
Konzentrationen liegen flir eine geringe Regression (n = 16) bei 683,33 + 288,67 ng/ml,
fur eine mittlere Regression (n = 31) bei 692,10 + 301,04 ng/ml und fur eine komplette
Regression (n=7) bei 406,83 £ 77,86 ng/ml (Abbildung 24). Bei binarer Betrachtung
ergibt sich ebenfalls eine Signifikanz fir einen Unterschied der Mittelwerte,
p = 0,004 (Mittelwerte fur logarithmisierte OPN-A-Konzentrationen: TRG 0 + 1 + 2: 2,82;
TRG3+4: 2,68). Die Mittelwerte der OPN-A-Konzentrationen betragen fir
TRGO+1+2 (n=37) 720,48+305,66 ng/ml und fur TRG3+4 (n=17)
504,62 = 191,24 ng/ml. Mithilfe der logistischen Regression werden Non-/Low-
Responder (TRG 0,1,2) mit Respondern (TRG 3,4) verglichen. Dabei zeigt sich eine
signifikante Aussagekraft von OPN-A fir die Regression, OR = 0,996, p = 0,007. Das
heil3t, wenn der OPN-Wert um 1 steigt, sinkt die Wahrscheinlichkeit fir ein TRG von 3
oder 4 um 0,4 %.
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Abbildung 24: Osteopontinkonzentration zum Zeitpunkt A (vor Beginn der neoadjuvanten Therapie) je nach
Regression nach Dworak. Hierbei erfolgte die Unterteilung in geringe Regression (Dworak 0 und 1), mittlere
Regression (Dworak 2 und 3) und komplette Regression (Dworak 4). Signifikante Unterschiede sind mit **
gekennzeichnet.
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Zum Therapieansprechen im Sinne einer Anderung des UICC-Stadiums besteht keine

signifikante Korrelation von OPN-A, p = 0,553.

4.4.3 Osteopontin im Verlauf

Die Mittelwerte der Osteopontin-Konzentration verandern sich im Laufe des Follow-Ups
(Abbildung 25), wobei einzelne Werte miteinander korrelieren. Mit abgebildet im
Schaubild ist die Anzahl der Patientenproben zu den jeweiligen Zeitpunkten.

Ein hoher Ausgangswert von Osteopontin (OPN-A) korreliert nach Pearson stark mit
OPN-B (R:=0,626, p<0,001), OPN-C (R =0,646, p=0,002), OPN-D (R =0,763,
p = 0,010) und OPN-H (R = 0,725, p = 0,027). Mit OPN-E, OPN-F und OPN-G Korreliert
der Ausgangswert hingegen nicht. OPN-B und OPN-C korrelieren stark miteinander
(R=0,769, p <0,001). Zudem besteht eine geringe Korrelation von OPN-B mit OPN-F
(R =10,490, p = 0,008). Im t-Test sind die logarithmisierten Mittelwerte von OPN-A und
OPN-H, OPN-B und OPN-F sowie OPN-B und OPN-H mit p =0,013, p =0,007 und
p = 0,038 signifikant verschieden.

Osteopontin (OPN) im Verlauf
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OPN Anzahl Proben

Abbildung 25: Osteopontin-Konzentration. Mittelwert ~ der  Osteopontin-Konzentration  +
Standardabweichung zu den verschiedenen Zeitpunkten der Blutentnahme. (OPN-A: 666,86 + 277,73 ng/ml;
OPN-B: 718,71 + 344,52 ng/ml; OPN-C: 546,65 + ng/ml; OPN-D: 612,65 + 183,72 ng/ml; OPN-E: 722,67 £
387,46 ng/ml; OPN-F: 577,04 + 262,28 ng/ml; OPN-G: 547,08 + 389,98 ng/ml; OPN-H: 525,33 + 144,48
ng/ml). Mit abgebildet ist die Anzahl der Patientenproben zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. OPN A: Vor
der Radiotherapie; OPN B: Nach der Radiotherapie; OPN C: Vor der Operation; OPN D: Vor der adjuvanten
Chemotherapie; OPN E: Nach der adjuvanten Chemotherapie; OPN F: 1. Nachsorge (Median: 10,7 Monate
nach der Radiotherapie); OPN G: 2. Nachsorge (Median: 22,4 Monate nach der Radiotherapie); OPN H: 3.
Nachsorge (Median: 34 Monate nach der Radiotherapie).
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Eine generelle Progression der Erkrankung (Tumorprogress, Fernmetastasen,
Lymphknotenmetastasen, Lokalrezidiv) korreliert nicht signifikant mit OPN-A, p = 0,274,
aber mit OPN-F, R = 0,326, p = 0,031. Auch sind die Werte insgesamt im Verlauf bei
Auftreten einer Progression hoher als bei bestehender Remission (Abbildung 26). Im t-
Test zeigt sich ein signifikanter Unterschied der logarithmisierten Mittelwerte von OPN-
F (n = 31) bei Patienten mit (log-OPN-F: 2,82) und ohne Progression (log-OPN-F: 2,69),
p=0,039. In der Gruppe mit Progression (n=10) liegt der Mittelwert Dbei
711,68 + 361,42 ng/ml, wahrend er in der Gruppe ohne Progression (n=21)
512,92 + 176,13 ng/ml betragt.
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Abbildung 26: Verlauf der Osteopontin-Konzentration in Bezug auf einen Krankheitsprogress. Mittelwert
der Osteopontin-Konzentration (ng/ml) + Standardabweichung zu den verschiedenen Zeitpunkten der
Blutentnahme, abhangig vom Auftreten eines Krankheitsprogresses. Signifikante Unterschiede sind mit **
gekennzeichnet. OPN kein Progress: A 661,3+318,0, B 687,33+380,65, C 558,5+267,29, D 641,95+219,87,
E 606,85+498,74, F 512,92+176,13, G 460,04+157,46, H 476,54+143,89; OPN Progress: A 677,97+177,82,
B 778,5+260,41, C 524,65+148,28, D 582,82+159,42, E 838,49+235,62, F 711,68+361,42, G
779,20+689,54, H 622,92+101,55. Alle Angaben in ng/ml. OPN A: Vor der Radiotherapie; OPN B: Nach der
Radiotherapie; OPN C: Vor der Operation; OPN D: Vor der adjuvanten Chemotherapie; OPN E: Nach der
adjuvanten Chemotherapie; OPN F: 1. Nachsorge (Median: 10,7 Monate nach der Radiotherapie); OPN G:
2. Nachsorge (Median: 22,4 Monate nach der Radiotherapie); OPN H: 3. Nachsorge (Median: 34 Monate
nach der Radiotherapie).

Zwischen OPN-A und dem Auftreten von Fernmetastasen besteht keine signifikante
Korrelation, p = 0,075, aber eine leichte zwischen OPN-B und dem Auftreten von
Fernmetastasen, R = 0,262, p = 0,014. Signifikante Unterschiede ergeben sich bei OPN-
B, p=0,012 (logarithmisierte Mittelwerte: MO: 2,77, M1l. 2,91). Die OPN-B-
Konzentrationen besitzen Mittelwerte von 656,98 + 329,21 ng/ml fur MO (n =43) und
866,18 + 344,23 ng/ml fir M1 (n = 18) (Abbildung 27). Es zeigt sich keine signifikante
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Korrelation zwischen dem Auftreten eines Lokalrezidivs und OPN-A, p = 0,555, jedoch
mit OPN-F, R = 0,470, p = 0,002. Die Mittelwerte von OPN-F sind je nach Auftreten eines
Lokalrezidivs signifikant verschieden, p=0,003 (Abbildung 28). Diese betragen
510,76 £ 166,39 ng/ml ohne und 853,17 + 407,90 ng/ml mit Lokalrezidiv.
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Abbildung 27: Verlauf der Osteopontin-Konzentration in Bezug auf das Auftreten von Fernmetastasen.
Mittelwert der Osteopontin-Konzentration (ng/ml) + Standardabweichung zu den verschiedenen
Entnahmezeitpunkten in Abh&ngigkeit vom Auftreten von Fernmetastasen. Signifikante Unterschiede sind
mit ** gekennzeichnet. OPN MO: A 649,84+311,56, B 656,98+329,21, C 546,03+250,98, D 613,20+198,54,
E 709,78+457,51, F 535,58+181,94, G 470,66+193,08, H 506,43+142,06; OPN M1: A 709,39+165,47, B
866,18+344,23, C 549,11+128,50, D 610,48+183,38, E 752,75+213,79, F 749,78+457,64, G
1031,09+924,37, H 676,55. Alle Angaben in ng/ml. OPN A: Vor der Radiotherapie; OPN B: Nach der
Radiotherapie; OPN C: Vor der Operation; OPN D: Vor der adjuvanten Chemotherapie; OPN E: Nach der
adjuvanten Chemotherapie; OPN F: 1. Nachsorge (Median: 10,7 Monate nach der Radiotherapie); OPN G:
2. Nachsorge (Median: 22,4 Monate nach der Radiotherapie); OPN H: 3. Nachsorge (Median: 34 Monate
nach der Radiotherapie).
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Osteopontin (OPN) im Verlauf abhangig vom Auftreten eines
Lokalrezidivs
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Abbildung 28: Osteopontin-Konzentration in Bezug auf das Auftreten eines Lokalrezidivs. Mittelwert der
Osteopontin-Konzentration (ng/ml) + Standardabweichung wéahrend der Nachsorge, abhangig vom
Auftreten eines Lokalrezidivs. Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet. OPN kein Lokalrezidiv:
A 665,99+290,25, B 717,07+352,35, C 548,36+244,90, D 616,12+195,37, E 626,89+412,28, F
510,76+166,39, G 461,58+149,03, H 480,72+131,81; OPN Lokalrezidiv: A 673,83+157,33, B
731,43+300,11, C 539,80+177,59, D 603,66+192,92, E 946,17+241,62, F 853,17+407,90, G
931,85+835,14, H 681,48+6,96. Alle Angaben in ng/ml. OPN A: Vor der Radiotherapie; OPN B: Nach der
Radiotherapie; OPN C: Vor der Operation; OPN D: Vor der adjuvanten Chemotherapie; OPN E: Nach der
adjuvanten Chemotherapie; OPN F: 1. Nachsorge (Median: 10,7 Monate nach der Radiotherapie); OPN G:
2. Nachsorge (Median: 22,4 Monate nach der Radiotherapie); OPN H: 3. Nachsorge (Median: 34 Monate
nach der Radiotherapie).

45 c-Met
Fur c-Met-A, c-Met-B und c-Met-C ergibt sich eine Normalverteilung, p = 0,391,
p = 0,842 und p = 0,150.

4.5.1 c-Met und klinisch-pathologische Daten

c-Met-A Kkorreliert nicht mit den klinischen oder pathologischen Tumorstadien. Es
ergeben sich mit p=0,062, p=0,154 und p = 0,938 keine statistisch signifikanten
Zusammenhénge zum cT-, cN oder cM-Stadium. Des Weiteren findet sich keine
signifikante Korrelation zum praoperativen UICC-Stadium, p = 0,888. C-Met-A zeigt
ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation zu pT, pN und pM oder dem
postoperativen UICC-Stadium, p=1,00, p=0,620, p=0,447 und p=0,898. Des
Weiteren ergibt sich kein Zusammenhang zwischen c-Met-A und den pathologischen
Daten RO/R1, VO/V1, LO/L1l, PnO/Pnl oder dem Grading (p=0,121; p=0,422;
p=0,877; p=0,066, p =0,971).
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4.5.2 c-Met ist kein pradiktiver Marker fir das Therapieansprechen der
Neoadjuvanz
Mithilfe von c-Met-A lasst sich keine deutliche Aussage Uber das Ansprechen der
neoadjuvanten Therapie treffen. So zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen c-Met-A und einer pathologisch kompletten Remission, p = 0,982. Es ergibt
sich weder ein Zusammenhang zum gruppierten noch zum bindren NAR-Score,
p = 0,943, p = 0,936. Die einzelnen Grade der Tumorregression (O - 4) korrelieren nicht
mit c-Met-A, p = 0,190, wie auch nicht die binare Einteilung, p = 0,295. Lediglich zur
gruppierten Einteilung (0+1 vs. 2+ 3 vs. 4) zeigt sich eine geringe Korrelation,
R = 0,219, p = 0,046. Zum Therapieansprechen im Rahmen eines Downstaging besteht
ebenfalls keine Korrelation, p = 0,988. In der logistischen Regressionsanalyse zeigt sich
kein pradiktiver Wert von c-Met-A fur pCR, Downstaging, Regression oder den NAR-

Score.

4.5.3 c-Met im Verlauf

Die Mittelwerte von c-Met verandern sich im Erkrankungsverlauf, wobei c-Met-A mit c-
Met-B korreliert und c-Met-B mit c-Met-C, R = 0,448 p < 0,001, R = 0,782 p < 0,001. Die
Mittelwerte von c-Met-A und -B sind mit 636,00 140,61 ng/ml und
596,36 £ 150,26 ng/ml, p = 0,043, signifikant verschieden. Die Mittelwerte von c-Met-B
mit 582,69 * 10,23 ng/ml und c-Met-C mit 663,09 + 117,62 ng/ml unterscheiden sich
ebenfalls signifikant, p = 0,038,

Es zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation von c-Met-A zum Auftreten eines
generellen Progresses, p = 0,557. Jedoch korrelieren die Verlaufswerte c-Met-B und -C
leicht bzw. mittelstark mit einer Tumorprogression, R =-0,222, p = 0,035, R =-0,533,
p = 0,011 (Abbildung 29). Im t-Test zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied der
Mittelwerte von c-Met-B bei Progression (n =21) und ohne Progression (n =41) mit
543,58 + 128,45 ng/ml bzw. 623,39 + 154,83 ng/ml und p = 0,047. Fir c-Met-C sind die
Mittelwerte mit 582,78 + 58,39 ng/ml (Progression, n=7) und 719,30 + 117,45 ng/ml
(keine Progression, n = 10) ebenfalls signifikant verschieden, p = 0,013 (Abbildung 28).
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Abbildung 29: c-Met-Konzentrationen je nach Krankheitsprogression. Die Konzentrationen von c-Met zu
den Zeitpunkten A, B und C in Abhangigkeit vom Auftreten einer Progression der Erkrankung. A: Vor Beginn
der neoadjuvanten Therapie, B: nach Beendigung der neoadjuvanten Therapie, C: vor der Operation.
Signifikante Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

Zwischen c-Met-A und dem Auftreten eines Lokalrezidivs besteht mit p = 0,368 keine
signifikante Korrelation. Fir c-Met-B und c-Met-C ergibt sich eine leichte bzw.
mittelstarke Korrelation zum Auftreten eines Lokalrezidivs, R =-0,252 p=0,017, R=-
0,499, p=0,017 mit im t-Test signifikant verschiedenen Mittelwerten, p = 0,016,
p = 0,030 (Abbildung 30). Fur Patienten mit Lokalrezidiv (n = 7) ergibt sich ein Mittelwert
von c-Met-B von 469,09 + 145,31 ng/ml, fir Patienten ohne Lokalrezidiv (n = 55)
612,55 + 144,20 ng/ml. Fur c-Met-C zeigen sich Mittelwerte von 555,06 + 26,12 ng/ml
bei Patienten mit Lokalrezidiv (n =4) und 696,32 + 114,84 ng/ml bei Patienten ohne
Lokalrezidiv (n = 13). c-Met-A, -B und -C Kkorrelieren nicht mit dem Auftreten von
Fernmetastasen, p = 0,545, p = 0,141, p = 0,054. Somit sind héhere Werte von c-Met-B
und c-Met-C, nicht jedoch von c-Met-A mit einem geringeren Auftreten einer Progression
bzw. eines Lokalrezidivs assoziiert. Zum Auftreten von Fernmetastasen besteht kein

Zusammenhang.
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Abbildung 30: c-Met-Konzentrationen und Lokalrezidive. Die Konzentrationen von c-Met zu den
verschiedenen Zeitpunkten A, B und C in Abhé&ngigkeit vom Auftreten eines Lokalrezidivs. Signifikante
Unterschiede sind mit ** gekennzeichnet.

4.6 Hepatocyte Growth Factor (HGF)
Fur HGF-A und HGF-B ergibt sich keine Normalverteilung.

4.6.1 HGF und klinisch-pathologische Daten

HGF-A korreliert leicht mit dem cT-Stadium, R =-0,249, p=0,016. Im
Mittelwertvergleich ergibt sich fir ¢T2 (n = 7) mit 757,59 + 84,46 pg/ml, cT3 (n = 50) mit
945,99 £ 378,0 pg/ml und cT4 (n =5) mit 1049,71 pg/ml kein signifikanter Unterschied,
p = 0,052. Zu cN- und cM-Stadium bzw. dem praoperativen UICC-Stadium kann keine
Korrelation festgestellt werden, p = 0,761, p = 0,903, p = 0,673. Auch zu den pT-, pN-
und pM-Stadien sowie dem postoperativen UICC-Stadium besteht keine signifikante
Korrelation, p = 0,670, p = 0,149, p = 0,208, p = 0,622. HGF-A korreliert leicht mit dem
Grading und der Perineuralscheideninfiltration, R =-0,219 p =0,040, R =-0,290,
p =0,016. Im Mittelwertvergleich ergibt sich kein signifikanter Unterschied fur das
Grading, p = 0,122. FiUr das Vorliegen einer Perineuralscheideninfiltration zeigen sich
mit 880,65 + 258,67 pg/ml bei PnO (n = 43) und 704,42 + 41,46 pg/ml bei Pnl (n =5)
signifikant verschiedene Mittelwerte, p = 0,016. Zu R, L und V besteht keine Korrelation,

p =0,180, p =0,757, p = 0,498. Die Zusammenhange sind jeweils negativ, sodass ein
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héherer HGF-Wert mit einem geringeren cT-Stadium und einem geringeren Grading,

sowie Pn0 assoziiert ist.

4.6.2 HGF ist kein pradiktiver Marker fur das Therapieansprechen der
Neoadjuvanz.

HGF-A korreliert nicht mit dem Downstaging oder einer pathologisch kompletten
Remission, p = 0,241, p = 0,084. Zudem zeigt sich weder fur den gruppierten NAR-
Score noch den bindren NAR-Score eine signifikante Korrelation, p = 0,629, p = 0,286.
Zwischen HGF-A und der einzelnen bzw. gruppierten- und bindren Tumorregression
kann ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden, p = 0,445,
p = 0,627, p = 0,295. In der logistischen Regression zeigt sich kein pradiktiver Wert von
HGF fur Downstaging, pCR, NAR-Score oder TRG.

4.6.3 HGF und Verlaufsparameter

HGF-A und HGF-B korrelieren statistisch signifikant miteinander, R = 0,369 p = 0,003.
Im Mittelwertvergleich ergibt sich mit 933,08 £ 352,77 pg/ml (HGF-A) und
1019,25 + 681,14 pg/ml kein signifikanter Unterschied der Mittelwerte, p = 0,836. Es
besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen HGF-A oder HGF-B und dem
Auftreten einer Tumorprogression, p = 0,577, p = 0,958, eines Lokalrezidivs, p = 0,404,
p = 0,081, oder von Fernmetastasen, p = 0,321, p = 0,368.

4.7 Korrelationen zwischen den Biomarkern

Es zeigt sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen OPN-A und HGF-A,
Korrelationskoeffizient R nach Pearson, R = 0,483, p < 0,001 (Abbildung 31). Die lineare
Regressionsanalyse  ergibt  ebenfalls einen  statistisch  hochsignifikanten
Zusammenhang, p < 0,0001. Zwischen OPN-A und c-Met-A, p = 0,395, zeigt sich keine

signifikante Korrelation, wie auch nicht zwischen c-Met-A und HGF-A, p = 0,361.
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Abbildung 31: Abhéngigkeit von OPN-A und HGF-A. Korrelationskoeffizient nach Pearson, R = 0,483,
p <0,001. Lineare Regressionsanalyse mit signifikanter Korrelation, p <0,0001. A: Vor Beginn der
neoadjuvanten Therapie, HGF: hepatocyte growth factor, OPN: Osteopontin.
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5 Diskussion

5.1 Uberleben

In unserem Patientenkollektiv verstarben innerhalb von 60 Monaten 20 der 68 Personen
(29,4 %). Dies entspricht der aus der Literatur bekannten Mortalitdtsrate beim
Rektumkarzinom [4, 87]. Es zeigte sich ein verkurztes Uberleben bei Patienten mit einem
hdheren postoperativen UICC-Stadium und Vorliegen von Lymphknoten- oder
Fernmetastasen (pN+, pM+). Zudem gingen eine inkomplette Resektion, eine vendse
Infiltration und eine Perineuralscheideninfiltration mit einer schlechteren Prognose
einher. Auch ein schlechteres Therapieansprechen nach Dworak, ein hoher NAR-Score,
eine pIR und ein geringeres Downstaging waren mit einem schlechteren Uberleben
assoziiert. Seit Etablierung der neoadjuvanten Therapie beim lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinom konnte zwar die Lokalrezidivrate deutlich gesenkt werden (5 - 10 %),
nicht jedoch die Rate an Fernmetastasierung (bis zu 30 %) [88]. In unserem
Patientenkollektiv gab es 7 Lokalrezidive (10,3 %) und 19 Fernmetastasen (27,9 %),
was mit diesen internationalen Ergebnissen vergleichbar ist. Fir den langfristigen
Krankheitsverlauf schien das Auftreten von Fernmetastasen der entscheidende
limitierende Faktor. So zeigte sich keine signifikante Assoziation eines Lokalrezidivs mit
dem Uberleben und das 3-Jahres-Uberleben mit und ohne Lokalrezidiv unterschied sich
nur gering (71,4 % und 75,2 %); das Auftreten von Fernmetastasen korrelierte hingegen
hochsignifikant mit dem Uberleben, p = 0,0004, und das 3-Jahres-Uberleben war mit
87,1 % (keine Fernmetastasen) und 45,4 % (Fernmetastasen) deutlich verschieden.
Dies zeigt auch in der vorliegenden Arbeit, dass die neoadjuvante Therapie mit der
Reduktion der Lokalrezidivrate keinen grof3en Einfluss auf das Langzeitiiberleben hat
und eine systemische Krankheitskontrolle dringend nétig ist. Bisher wird die Prognose
fur das Uberleben im klinischen Alltag anhand des Tumorstadiums und pathologischer
Daten gestellt. Nun werden Biomarker gesucht, die einfach und minimalinvasiv
wiederholt aus dem Blut bestimmt werden kénnen und eine friihzeitige Einschatzung der

Prognose und das Ergreifen notwendiger therapeutischer MaRnahmen erméglichen.

5.1.1 Osteopontin als Prognosemarker fir das Langzeitiiberleben

In unserer Fallgruppe von Patienten mit Rektumkarzinom zeigte sich ein hochsignifikant
langeres Uberleben in der Gruppe mit niedrigen Osteopontin-Ausgangswerten im
Vergleich zur Gruppe mit hoheren Werten, p <0,001. Es verstarben bei gleichem

Stichprobenumfang nur 4 statt 15 Patienten und das 3-Jahres-Uberleben lag bei 91,8 %
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im Vergleich zu 58,6 %. Es gab somit insgesamt mit hdherem Osteopontin-Wert eine
erhohte Sterberate und eine kirzere Uberlebenszeit. Damit unterstiitzen unsere
Ergebnisse die Aussagen einer Vielzahl von Studien, wonach Osteopontin bei
Krebserkrankungen haufig mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Dies gilt u.a. fur
Brustkrebs [51, 89] und pramaligne Brustlasionen [90], fir Magenkrebs [91], Kopf-Hals-
Tumoren  (HNSCC) [46], das  Pankreaskarzinom[92], das Ovar- und
Prostatakarzinom [93, 94], fur das Nicht-kleinzellige-Lungenkarzinom (NSCLC) [50, 52]
und auch fur das kolorektale Karzinom. Eine Metaanalyse von Zhao et al. aus dem Jahre
2015 verglich die Ergebnisse von 15 Studien zur prognostischen Rolle Osteopontins
beim kolorektalen Karzinom, wobei Osteopontin tberwiegend mittels Immunhistochemie
und nur in zwei Studien mittels ELISA im Serum nachgewiesen wurde [53]. Dabei zeigte
sich insgesamt bei héheren OPN-Werten ein schlechteres Outcome mit verkrzter
Uberlebenszeit. Einzelne Studien konnten jedoch keinen Unterschied fiir das Uberleben
je nach Osteopontin-Wert feststellen [95, 96]. Neben der prognostischen Aussage fir
das Uberleben sind hohe Osteopontin-Spiegel in einigen Studien mit einer groReren
Tumorinvasionstiefe, sowie mit einer Lymphknoten- und Fernmetastasierung
assoziiert [53]. In unserer Studie korrelierte OPN weder mit dem initialen UICC-Stadium
noch mit den cT-, cN- und cM-Stadien. Dies liegt eventuell daran, dass in unsere Studie
eine bezlglich der Tumorstadien homogene Gruppe von Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom eingeschlossen wurde. 61 der 68 Studienteilnehmer
befanden sich in UICC-Stadium Il und Il und 80 % unserer Studienteilnehmer zeigten
ein cT3-Stadium. Das pathologische UICC-Stadium nach der Radiochemotherapie und
der Operation korrelierte auch bei unserer Studie mit den Osteopontinwerten (p = 0,039),
sodass hohere OPN-Werte mit hoheren UICC-Stadien einhergingen.

Fir die Tatsache, dass die OPN-Werte in manchen Studien mit den Tumorstadien
korrelieren, in anderen hingegen nicht, konnte es unterschiedliche Ursachen geben.
Kritisch zu betrachten ist, dass es bis jetzt keine einheitliche Messmethode fir die
Osteopontin-Spiegel gibt. So wird teilweise das Osteopontin im Serum oder Plasma
mittels ELISA bestimmt — wobei sich auch die nachweisbaren OPN-Konzentrationen in
Serum und Plasma unterscheiden — und teilweise wird Osteopontin direkt aus dem
Tumorgewebe  mittels  reverse-Transkriptase-PCR  bzw.  Immunhistochemie
bestimmt [53]. Ein weiterer Kritikpunkt ist die fehlende einheitliche Definition von hohen
Osteopontinwerten sowie das Fehlen klar definierter Grenzbereiche oder Normwerte. In

unserer Studie wurden zwei Gruppen anhand des Medians von OPN erstellt.
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Ein weiteres Problem ist, dass mittels der etablierten Nachweismethoden nicht die
unterschiedlichen Spleil3varianten von OPN nachgewiesen werden, die jeweils mit
verschiedenen Tumorentitdten und nicht alle mit einem schlechteren Outcome assoziiert
sind. In einem Review von 2017 stellte die Arbeitsgruppe um Hao et al. heraus, dass
beim Brustkrebs i.d.R. hohe Level von OPN-c vorkommen und mit einer schlechteren
Prognose sowie erhdhter Fernmetastasierungsrate einhergehen, wohingegen beim
Hepatozellularen Karzinom (HCC) haufiger OPN-a und OPN-b Uberexprimiert werden.
Beim HCC wirke OPN-c ggf. eher einer Migration entgegen [97]. Bezlglich des
Rektumkarzinoms muss dies aktuell noch weiter untersucht werden. Der Einfluss
Osteopontins auf das Uberleben scheint umso plausibler, je mehr die dahinterstehenden
Mechanismen verstanden werden. Studien zum kolorektalen Karzinom konnten zeigen,
dass Tumorzellen mit hohen OPN-Werten die Fahigkeit zur aggressiveren Proliferation,
Migration und Invasion besitzen, was entscheidende prognoselimitierende Faktoren
sind. Dies lauft u.a. Uber die Aktivierung des PI3K-AKT-GSK/3B-B-Weges, der
Uberleben, Metastasierung, Angiogenese und Invasion unterstitzt [48]. Zudem
stimuliert Osteopontin die Expression verschiedener Metalloproteasen (MMP-3, MMP-7,
MMP-9), die eine entscheidende Rolle in der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms
einnehmen [98, 99].

Insgesamt scheint die diagnostische Wertigkeit von Osteopontin beim kolorektalen
Karzinom gesichert, was wir in unserem Patientenkollektiv mit lokal fortgeschrittenem

Rektumkarzinom nun auch fir Serumwerte mittels ELISA bestatigen konnten.

5.1.1.1 Osteopontin als potenzieller Diagnoseparameter im Krankheitsverlauf

Neben der Prognose fiir das Uberleben der Patienten ist die Veranderung der
Osteopontinkonzentrationen im Krankheitsverlauf ebenfalls interessant. Es fallt auf, dass
die Werte bei den Nachsorgeuntersuchungen im Falle einer Krankheitsprogression
deutlich hoher lagen als bei einer Remission. Ein Jahr nach der Operation (OPN-F) war
der Unterschied der Mittelwerte statistisch signifikant. Auch bei Auftreten bzw. Nicht-
Auftreten eines Lokalrezidivs waren die Mittelwerte von OPN-F signifikant verschieden.
Dass die Unterschiede trotz weit auseinander verlaufender Kurven nicht zu jedem
Zeitpunkt signifikant waren, konnte u.a. daran liegen, dass wahrend unseres
Nachsorgezeitraums die Daten von immer weniger Patienten verfigbar waren. Zudem
wurde nicht erhoben, welche zusatzlichen therapeutischen Interventionen zu den
jeweiligen Zeitpunkten durchgefiihrt wurden. So kénnte Osteopontin z.B. im Rahmen
von Operationen etc. ansteigen. Dass Osteopontin pro-metastatische Signalwege

induziert, wurde bereits ausfihrlich erlautert. Eine Studie von Huang et al. zeigte zudem
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eine hdhere Konzentration Osteopontins in Lebermetastasen des kolorektalen
Karzinoms als im Gewebe des Primartumors [47]. Zudem gab es Studien zum
kolorektalen Karzinom, die eine Korrelation zwischen einer erhdhten Expression von

Osteopontin auf MRNA-Ebene und Lymphknotenmetastasen bzw. lymphogener und
venoser Invasion zeigten [100]. In unserem Patientenkollektiv gab es hingegen keine

Korrelation zu einer lymphatischen oder vendsen Invasion. Da es sich bei uns jedoch
ausschlie3lich um Rektumkarzinomfalle handelt und die OPN-Konzentration im Blut
bestimmt wurde, ist die Vergleichbarkeit nicht ganz gegeben. Ob OPN ein
Verlaufsparameter in der klinischen Diagnostik des Rektumkarzinoms sein kénnte, muss

weiter untersucht werden.

5.1.2 c-Met und HGF: Prognosemarker fur das Uberleben?

Der c-Met/HGF-Signalweg ist mit Tumorwachstum und Metastasierung assoziiert [67].
Eine Uberexpression von c-Met oder HGF konnte bei zahlreichen Karzinomen
festgestellt werden, u.a. beim Prostatakarzinom [71], beim Malignen Melanom [72], beim
Brustkrebs [69, 101], beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [70], und auch beim
kolorektalen Karzinom [102]. Dabei ist eine vermehrte Expression oder eine
Genamplifikation h&ufig mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Vor allem das
Lungenkarzinom geht haufig mit Veranderungen von c-Met, wie z.B. Mutationen im MET
Exon 14, einer MET Amplifikation oder Uberexpression einher [76]. In den letzten Jahren
wurden selektive (Tivantinib, Capmatinib) und nicht-selektive (Crizotinib, Cabozantinib)
Tyrosinkinaseinhibitoren als small molecule inhibitors sowie monoklonale Antikdrper
(Onartuzumab, Emibetuzumab) getestet und zeigen teilweise vielversprechende
Wirkungen [77].

Bezuglich des kolorektalen Karzinoms wurde bisher vor allem die Uberexpression von
c-Met im Tumorgewebe und dem Mikromilieu analysiert, jedoch kaum die Konzentration
des loslichen Proteins mittels ELISA aus dem Blut. In einer Metaanalyse von 2015
verglichen Liu et al. 11 retrospektive Studien mit Daten von insgesamt 1895 Patienten,
in denen eine Uberexpression von c-Met beim kolorektalen Karzinom analysiert
wurde [103]. Bestimmt wurde die Expression entweder mittels PCR oder
Immunhistochemie, wobei eine ,hohe Expression® als > 50 % der Zellen definiert wurde;
eine der Studien bestimmte die Gen-Amplifikation mittels FISH-Analyse. Eine Gen-
Amplifikation zeigte sich jedoch selten und vor allem beim synchron hepatisch
metastasierten Karzinom. Insgesamt ergab sich eine Assoziation einer vermehrten c-

Met-Expression mit Tumorinvasion und Metastasen. Zudem waren das
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Langzeitiiberleben sowie das krankheitsfreie Uberleben signifikant verkiirzt, sodass c-
Met als prognostischer Marker bestatigt werden konnte. Auch eine 2018 von Lee et al.
durchgefiihrte Studie, bei der Daten von 255 Patienten mit metastasiertem KRK
verglichen wurden, bestatigte diese Ergebnisse [104]. Bei 15,3 % der Patienten zeigte
sich in der Immunhistochemie eine Uberexpression von c-Met und bei diesen Patienten
gab es ein verklrztes Langzeitiiberleben (27 statt 39 Monate im Median). Zudem erlitten
die Patienten mit Uberexpression unter Bevacizumab-Therapie friher eine
Krankheitsprogression (7 vs. 10 Monate im Median); bei der Cetuximab-Therapie zeigte
sich hingegen kein Unterschied. Bisher ist eine Studie bekannt, bei der die I6sliche c-
Met-Konzentration mittels ELISA im Blut bestimmt und auf prognostische Wertigkeit
beim kolorektalen Karzinom getestet wurde. Afsar et al. bestimmten die Serum-
Konzentrationen sowohl von c-Met als auch von HGF bei 103 KRK-Patienten und 30
gesunden Kontrollen [105]. Die Spiegel fur HGF und c-Met waren bei den metastasierten
Karzinomen signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe. Die Konzentrationen der nicht-
metastasierten Karzinome waren hingegen nicht signifikant hoher. Eine Assoziation
zeigte sich ebenfalls zwischen c-Met und dem pT-Stadium. Es ergab sich weder fur HGF
noch fiir c-Met eine Korrelation zum Uberleben. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Ausgangswerten von c-Met
und der langfristigen Prognose fiir das Uberleben. In der Gruppe ,< Median“ lag das 3-
Jahres-Uberleben zwar mit 81,7 % liber dem der Gruppe ,> Median“ (68,6 %), betrachtet
man aber den weiteren Verlauf der Kurve wahrend der Nachsorge, zeigt sich eine
gegenteilige Entwicklung. Eine héhere Konzentration von c-Met war nicht mit dem
Tumorstadium, der TumorgrofBe, der Lymphknoteninvasion, einer vendsen oder
Perineuralscheideninfiltration assoziiert. Im Verlauf zeigte sich zwar eine Korrelation
zwischen c-Met zum Zeitpunkt B und C mit dem Auftreten einer Progression sowie eines
Lokalrezidivs, jedoch war diese Korrelation negativ. Das heif3t, niedrige c-Met-
Konzentrationen korrelierten mit dem Auftreten einer Progression bzw. eines
Lokalrezidivs.

Interessanterweise zeigten sich ahnliche Ergebnisse bei einer Studie zum
Magenkarzinom aus dem Jahre 2013 [106]. Bei dieser verglichen Yang et al. die mittels
ELISA gemessenen Plasma-Konzentrationen des léslichen c-Mets bei Patienten, die im
Laufe der Studie ein Magenkarzinom entwickelten, mit denen einer gesunden
Kontrollgruppe. In der gesunden Kohorte waren die c-Met-Konzentrationen signifikant
hoher als in der Gruppe mit Magenkarzinom. Zudem war das Level bei Patienten, die

innerhalb von einem Jahr ein Karzinom entwickelten, am niedrigsten. Verschiedene
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Studien zeigten, dass eine verkirzte l6sliche Form und SpleiBvarianten von c-Met die
Interaktion von HGF mit dem membranstandigen c-Met-Rezeptor blockieren kénnen und
so der Tumorgenese entgegenwirken [107, 108]. Ahnliche Mechanismen kénnte es auch
fir den loslichen c-Met-Rezeptor geben. Demgegentber konnte z.B. beim
Lungenkarzinom eine signifikante Korrelation einer c-Met-Uberexpression im
Tumorgewebe (mittels IHC bestimmt) mit erhdhten c-Met-Leveln im Blut (ELISA) gezeigt
werden. In einer Studie von 2015 ergab sich auRerdem eine Korrelation des loslichen c-
Mets mit h6heren Tumorstadien und einer schlechteren Tumordifferenzierung, wobei
sich das c-Met-Level nach der Tumorresektion verringerte [109]. Um eine genauere
Angabe hinsichtlich des Verhaltens beim Rektumkarzinom machen zu kénnen, misste
das Verhdltnis von membranstandigem und lI6slichem c-Met-Rezeptor untersucht
werden. Auch misste ein einheitliches Scoring System etabliert werden, um die Hohe
der c-Met-Konzentration einordnen zu kdnnen.

Der Ligand HGF wurde in den meisten Studien mittels ELISA aus dem Serum oder
Plasma bestimmt. 2009 untersuchten Toiyama et al. das Verhalten von HGF-Expression
(IHC) und Serum-HGF (ELISA) bei Patienten mit kolorektalem Karzinom [73]. Verglichen
wurden Proben von 184 Patienten mit 30 gesunden Kontrollen. Die Expression war im
KRK-Gewebe signifikant hoher als im gesunden Gewebe. Zudem ergab sich eine enge
Korrelation des Gewebe-HGFs mit dem Serum-HGF. Bei Erkrankten waren die Serum-
Spiegel signifikant hoéher als bei Gesunden und assoziiert mit Tumorgréiie,
Lymphknoteninvasion und Fernmetastasen. Bei htheren Konzentrationen war das
Uberleben signifikant verkirzt. In einer Metaanalyse von 2017 verglichen Huang et al. 9
ahnliche Studien, wobei sich vergleichbare Ergebnisse zeigten [110]. Bei den 777
Patienten ergab sich ein signifikant verkiirztes Langzeittiberleben sowie krankheitsfreies
Uberleben in der Gruppe mit Uiberexprimiertem HGF. Dieses wurde meist mittels ELISA
aus dem Plasma oder Serum bestimmt. Die bereits erwéhnte Studie von Afsar et al.
ergab hingegen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen erhéhten HGF-Leveln
und dem Uberleben [105]. Allerdings war in dieser Studie das mediane Follow-Up mit 14
Monaten sehr kurz und erfasste das Langzeitiiberleben nicht ausreichend. Auch in
unserem Patientenkollektiv zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Ausgangswerten von HGF und der langfristigen Prognose fiir das Uberleben. Bei HGF
unterschieden sich die Gruppen mit niedrigen und hohen Spiegeln im Blick auf das
Uberleben nicht groRR (77,7 % und 72,0 %), jedoch war unser Nachsorgezeitraum mit
einem Median von 29,87 Monaten auch relativ kurz. Es ergab sich zwar eine signifikante

Korrelation zwischen HGF und dem cT-Stadium; die Mittelwerte waren aber nicht
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signifikant verschieden. Eine leichte Korrelation ergab sich zur Tumordifferenzierung und
der Perineuralscheideninfiltration. HGF war nicht mit dem Auftreten eines Lokalrezidivs,
einer Tumorprogression oder von Fernmetastasen im Verlauf assoziiert.

Insgesamt scheint die Datenlage zur prognostischen Wertigkeit von l6slichem c-Met und
HGF beim kolorektalen Karzinom inkongruent. Die Mehrzahl der Studien schreibt HGF
eine prognostische Wertigkeit zu, was sich in unserem Patientenkollektiv nicht bestatigt
hat. Beziiglich l6slichem c-Met gibt es kaum Studien und bisher konnte keine Assoziation
zur Prognose gezeigt werden. Um genauere Aussagen treffen zu kdnnen, misste der
Zusammenhang zwischen gebundenem und l6éslichem c-Met beim Rektumkarzinom
untersucht werden. Zudem sollten Studien mit einer gréReren Fallzahl und einer

Kontrollgruppe durchgefihrt werden.

5.2 Pradiktive Biomarker fur das Therapieansprechen der Neoadjuvanz
beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom
Pradiktive Biomarker werden gesucht, um beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom
das Ansprechen auf die Strahlentherapie vorhersagen und Risikopatienten intensiver
bzw. langer behandeln oder engmaschiger kontrollieren zu kdénnen. Ein Vorteil ist die
minimalinvasive Testung der Marker aus dem Blut, die einfach und haufig wiederholt
werden kann. Zudem bietet die Evaluierung pradiktiver Biomarker die Mdéglichkeit zur
Einfuhrung neuer und gezielter Therapiestrategien. In den letzten Jahren gab es
zahlreiche Versuche geeignete Biomarker fur das Rektumkarzinom zu identifizieren, von
denen bisher jedoch keiner klinische Verwendung findet [111]. 2019 fiihrten Canto et al.
eine transkriptionsbasierte Analyse des Sekretoms anhand von Biopsien aus lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen (LARC nach engl. locally advanced rectal cancer)
durch [112]. Als Referenz fiir das Therapieansprechen wurde die pathologisch komplette
Remission verwendet. Fir das gesamte Tumorexpressionsprofil konnte in den Gruppen
mit pCR bzw. pIR kein Unterschied festgestellt werden, aber einzelne Gene, darunter
MET, waren nur in der Gruppe mit inkompletter Remission uberexprimiert. Die
Konzentration des zugehdrigen Proteins c-Met im Serum war bei pCR und pIR nicht
verschieden, was die Autoren der geringen Fallzahl (2 pCR-Patienten, 12 pIR-Patienten)
zuschrieben und die Durchfilhrung weiterer Studien empfahlen. Eine kirzlich
durchgefihrte Studie von Li et al. versuchte ebenfalls pradiktive Biomarker fur die
neoadjuvante Radiotherapie bei 218 LARC-Patienten zu evaluieren [113]. Dazu wurde
die pradiktive Wertigkeit von im Blut bestimmten Biomarkern mittels logistischer

Regression getestet und eine mogliche prognostische Aussagekraft u.a. fir CEA
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nachgewiesen. Unsere Studie wurde in einem ahnlichen Modell im Blick auf c-Met, HGF

und Osteopontin durchgefihrt.

5.2.1 Klinische Endpunkte zur Evaluierung pradiktiver Marker fur das
Therapieansprechen
Als Endpunkte fur das Therapieansprechen dienten in unserer Studie die pathologisch
komplette Remission, der Grad der Tumorregression nach Dworak, der NAR-Score und
das Therapieansprechen im Sinne eines Downstagings. Die pathologisch komplette
Remission sowie der Tumorregressionsgrad werden haufig als Endpunkte fur das
Ansprechen der neoadjuvanten Therapie verwendet [111]. Allerdings gibt es fur die
Verwendung des Tumorregressionsgrades kein einheitliches System. 2016 verglichen
Kim et al. in einer Studie vier haufig verwendete Einteilungen, wonach der modifizierte
Dworak-Score die grofdte prognostische Aussage besald [114]. Dieser bertcksichtigt
nicht nur das Gewebe des Primartumors, sondern auch Rektum- und
Mesorektumanteile. Eine andere Studie aus dem Jahr 2014 identifizierte das
Tumorregressionsgrading nach dem American Joint Committee on Cancer (AJCC) als
das mit der grof3ten prognostischen Wertigkeit [115]. Insgesamt scheinen dreigradige
Systeme besser zu sein als finfgradige und die Verwendung eines einheitlichen
Systems ist anzustreben. Wir verwendeten die urspringliche, funf Grade umfassende
Klassifikation nach Dworak und unterteilten diese zusatzlich in drei Gruppen. Diese

gruppierte Version wurde schon u.a. von Fokas et al. 2017 verwendet und als
aussagekraftiger Prognosemarker identifiziert [20]. Die urspriingliche Dworak-

Klassifikation wurde verwendet, da die pathologischen Institute, die die Proben unserer
Studienteilnehmer untersuchten, regular mit dieser Klassifikation arbeiten. Um eine
logistische Regressionsanalyse durchzufiihren, wurde das Grading zudem in Responder
(Dworak 3 + 4) und Non-Responder (Dworak 0 + 1 + 2) eingeteilt, was in vergleichbaren
Studiendesigns in ahnlicher Form gemacht wurde [111]. Dass eine Aussagekraft des
Tumorregressionsgradings nach Dworak beziglich des Therapieansprechens und der
Prognose besteht, scheint sicher; dennoch sollte die einheitliche Verwendung nur eines
Score-Systems angestrebt werden. Die pathologisch komplette Remission ist wie die
Tumorregression ein etablierter Endpunkt fir das Ansprechen der Neoadjuvanz und
assoziiert mit einer guten langfristigen Prognose [116, 117]. Jedoch wird die pCR ggf.
nicht nur durch das Therapieansprechen beeinflusst, sondern auch durch Faktoren wie
Tumormasse, lokal fortgeschrittenere Tumore und das Intervall zwischen praoperativer

Radiochemotherapie und Operation [86, 118]. Zudem hangt sie wie auch die
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Tumorregression u.a. von der Qualitat der pathologischen Untersuchung ab. In unserem
Fall scheint der Punkt der Tumormasse bzw. der fortgeschritteneren Tumore
vernachlassigbar, da es sich um eine bezlglich des initialen Tumorstadiums recht
homogene Gruppe mit durchgehendend lokal fortgeschrittenen Tumoren (80 % UICC 1lI)
handelt. Auch wurde die Operation bei allen Patienten 6-8 Wochen nach Beendigung
der Strahlentherapie durchgefiihrt; es gab somit ein einheitliches Intervall. Dennoch
verwendeten wir als zuséatzlichen klinischen Endpunkt den auf Nomogrammen von
Valentini et al. basierenden NAR-Score [86], der einen unabhangigeren Parameter als
die pCR darstellt. Yothers et al. konnten zeigen, dass mithilfe des NAR-Scores eine
genauere Aussage fur das Uberleben mdéglich ist als bei Verwendung der pCR [119].
Auch Fokas et al bestatigten 2018, dass der NAR-Score ein validierter Endpunkt ist, um
kurzfristig den Behandlungseffekt der neoadjuvanten Radiochemotherapie und das
Downstaging messen zu konnen [85]. Fir die binar logistische Regressionsanalyse
mussten wir auch hier eine weitere Unterteilung vornehmen, weshalb NAR-Score 1 den
zusammengefassten NAR-Scores 2 und 3 gegenibergestellt wurde. Um eine moglichst
breite Einsch&tzung machen zu kénnen, verglichen wir die pradiktiven Eigenschaften der
Biomarker mit allen drei Modellen und zusatzlich mit dem generellen Downstaging.

In unserem Patientenkollektiv gab es 9 Patienten, die eine pathologisch komplette
Regression erreichten (14,3 %), wahrend 7 Patienten pathologisch als Dworak 4
klassifiziert wurden. Demgegeniber umfasst der NAR-Score alle Patienten mit pCR und
Dworak 4 in der Gruppe ,niedrig“ (11 Patienten). Um pathologische Fehleinschatzungen
bzw. fehlende Klassifikationen zu umgehen, kénnte der NAR-Score eine bessere und

objektivere Alternative darstellen.

5.2.2 Osteopontin als Pradiktor fur das Therapieansprechen der
Neoadjuvanz
Erhohte Osteopontin-Level vor Therapiebeginn zeigten einen signifikanten
Zusammenhang zum Ansprechen der neoadjuvanten Radiotherapie. Es ist bekannt,
dass die Strahlensensibilitdt des Gewebes u.a. stark vom Tumormikromilieu abhangt.
Eine wichtige Rolle spielt dabei die Tumorhypoxie [120, 121], was bereits in den 1950er
Jahren von Thomlinson und Gray gezeigt wurde [122, 123]. Osteopontin gilt als Marker
fur Tumorhypoxie, was bereits bei mehreren Tumorentitdten nachgewiesen werden
konnte. Ein Zusammenhang zwischen vermehrter OPN-Expression auf Protein- und
MRNA-Linie unter Hypoxie konnte in Zellen des Plattenepithelkarzinoms von Kopf- und

Hals-Tumoren (HNSCC) gezeigt werden [127]. Auch konnte eine unter Hypoxie durch
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Osteopontin - und NF-kB vermehrte Expression von HIF-1 und VEGF in
Brustkrebszellen [128] gezeigt werden, was u.a. zu vermehrtem Tumorwachstum fihrt.
Auch Le et al. zeigten, dass Osteopontin in HNSCC-Zellen unter Hypoxie hochreguliert
wird [46]. Dies lasst hoffen, dass OPN als Marker flr Hypoxie auch ein pradiktiver Marker
fur die Radiosensitivitat ist. Die aktuelle Studienlage ist jedoch kontrovers. Hui et al.
untersuchten dies 2008 beim Nasopharyngealen Karzinom, konnten jedoch unter
Hypoxie keine vermehrte Expression von OPN auf mRNA- oder Proteinebene
feststellen [129]. Dennoch zeigten die Patienten mit hoheren OPN-Werten ein
schlechteres Ansprechen auf die Radiotherapie. Beim Zervixkarzinom ist OPN ebenfalls
mit einer schlechteren Strahlensensibilitat assoziiert [130] und auch bei K-RAS positiven
Zellen des Lungenkarzinoms gibt es einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung
des OPN-EGFR-Signalwegs und einem verringerten Ansprechen auf die
Radiotherapie [131]. In einer Studie zum Prostatakarzinom zeigte sich hingegen, dass
zwar VEGF und HIF-1 eine pradiktive Wertigkeit fur die Radiosensibilitdt besitzen,
Osteopontin jedoch lediglich fur die operative Therapie [132].

Beziglich des Rektumkarzinoms gibt es kaum Studien zu Strahlensensibilitat, Hypoxie
und Osteopontin. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte 2018 den Einfluss von Hypoxie auf
die Expression von Osteopontin und seinem Rezeptor CD44 auf mRNA- und
Proteinebene in Zellen des kolorektalen Karzinoms [56]. Auch die Wirkung der
Strahlentherapie auf die Expression von OPN wurde beobachtet, sowie das Uberleben
vier verschiedener Zelllinien unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen nach
der Bestrahlung. Dabei zeigte sich zwar in allen Zelllinien, dass OPN auf Proteinebene
unter Hypoxie hochreguliert wird, nicht jedoch auf mMRNA-Ebene. Zudem war die
Erhéhung auf Proteinebene in den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark. Der
Zusammenhang zwischen Hypoxie und Radioresistenz konnte bestétigt werden. Auch
wurde gezeigt, dass Osteopontin durch die Bestrahlung nicht beeinflusst wird. Unsere
aktuellen Ergebnisse zeigen, dass Osteopontin Potential besitzt, als pradiktiver Marker
fur das Ansprechen der neoadjuvanten Therapie verwendet zu werden. OPN-A
korrelierte in unserer Studie sowohl mit einer pCR als auch mit der Tumorregression
nach Dworak und dem NAR-Score signifikant (p=0,003, p=0,015, p=0,020); lediglich
zum reinen Downstaging bestand keine signifikante Korrelation. Die logistische
Regressionsanalyse ergab zudem, dass sich mithilfe von OPN-A eine Prognose uber
pCR, Dworak und NAR-Score treffen Iasst. Allerdings sind die Zusammenhange nicht
sehr stark (OR:0,990, OR:1,008, OR:0,996).
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Dies kdnnte zum einen in der Grol3e des Patientenkollektivs bedingt sein, zum anderen
in der Methodik. Fur Osteopontin gibt es kein einheitliches System zur Bestimmung der
Werte. Die Messung von OPN-Konzentrationen im Serum mittels ELISA wird zwar haufig
verwendet, jedoch konnte eine Studie zum Vergleich verschiedener ELISA-Kits zeigen,
dass das Ergebnis nicht nur vom Material abhangt, sondern auch unterschiedliche
ELISA-Kits verschiedene Osteopontin-Konzentrationen messen [133]. Dies wurde
anhand von Zervixkarzinom-Zellen und Kopf-Hals-Tumoren bestimmt. Dennoch zeigte
sich eine signifikante Korrelation der Messungen der verschiedenen Kits, lediglich der
Wertebereich variierte. In unserer Studie wurde ein einheitliches Kit zur Bestimmung der
Werte verwendet, weshalb die Daten untereinander vergleichbar sind. Dennoch gilt es
in Zukunft die Methodik zu verbessern und ein einheitliches System mit definierten
Normwerten fir Osteopontin zu finden, um eine klinische Verwendbarkeit zu generieren.
Zu bedenken gilt es ebenfalls, dass die Osteopontin-Level unseres Patientenkollektivs
gof. durch andere Faktoren beeinflusst wurden. So ist bekannt, dass OPN Kkein
tumorspezifisches Protein ist, sondern u.a. auch bei Inflammation, Biomineralisierung
und Wundheilung vermehrt exprimiert wird [33]. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte 2017
die Anderung von Osteopontin-Konzentrationen im postoperativen Verlauf bei Patienten
mit HNSCC [134]. Proben wurden vor der Operation, am Tag nach der Operation und 3-
4 Wochen spater entnommen. Es ergab sich eine postoperative Erhéhung von OPN, die
sich nach vier Wochen wieder normalisiert hatte. Da TGF@, ein mit Wundheilung und
Immunmodulation assoziiertes Protein, ebenfalls erhdht war und zudem mit OPN
korrelierte, wurde ein Zusammenhang der OPN-Erhéhung mit der Wundheilung
vermutet. Dies wurde in anderen Studien ebenfalls bestatigt [135]. Der Zusammenhang
zu Wundheilung bzw. Trauma spielt in unserer Studie vermutlich eine geringe Rolle, da
als pradiktiver Marker der pratherapeutische Wert von Osteopontin verwendet wurde.
Die Blutentnahme erfolgte somit zu einem Zeitpunkt vor einer interventionellen
Maflinahme.

In Kombination mit der Studie von 2018 und unserer aktuellen Untersuchung zeigen
unsere Ergebnisse insgesamt, dass Osteopontin mit dem Therapieansprechen korreliert
und deuten darauf hin, dass es einen Wert als pradiktiver Marker fiir das Ansprechen
auf die Strahlentherapie beim neoadjuvant vorbehandelten Rektumkarzinom besitzt.

Dies gilt es in weiteren Studien, ggf. mit einem grol3eren Patientenkollektiv zu bestatigen.
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5.2.3 c-Met und HGF: pradiktive Marker fir das Ansprechen der
neoadjuvanten Therapie?

Der c-Met/HGF-Signalweg spielt eine Rolle bei Resistenzmechanismen gegen
Komponenten der Krebstherapie, vor allem gegen gezielte systemische Therapien, wie
den Anti-EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor Cetuximab beim kolorektalen Karzinom [80].
Studien, bei denen der HGF/c-Met-Signalweg geblockt wurde, konnten eine verbesserte
Reaktion auf die Cetuximab-Therapie zeigen [136]. C-Met und HGF sind zudem wie
OPN mit Resistenzmechanismen gegen Strahlentherapien, wie z.B. Tumorhypoxie,
assoziiert. Hypoxie fordert invasives Wachstum, Metastasierung und korreliert mit
Radioresistenz. 2003 zeigten Pennacchietti et al. in vivo und in vitro, dass c-Met unter
Hypoxie vermehrt transkribiert wird [137]. Zudem zeigte sich v.a. in hypoxischen
Tumorarealen eine Uberexpression von c-Met auf Protein- und mRNA-Ebene. Ein
weiteres Ergebnis dieser Studie war die unter Hypoxie verstarkte Sensibilitat von c-Met
fur seinen Liganden HGF.

Es ist bekannt, dass auch die Bestrahlung selbst die Transkription des MET-Onkogens
erhdhen kann. Dies fihrt zu einer erhdhten Aktivitat des Rezeptors und zu einer erhdhten
Sensibilitdt fur seinen Liganden HGF. So werden u.a. die Invasivitdt des Tumors
geférdert und die Apoptose gehemmt, was De Bacco et al. 2011 bestatigen
konnten [138]. Zudem konnten sie zeigen, dass die Blockade von c-Met mittels siRNA
oder small molecule inhibitors diesen Mechanismen entgegenwirkt. Dass die Inhibierung
des c-Met/HGF-Signalwegs zu einem verbesserten Ansprechen auf die Radiotherapie
fuhrt, konnte auch in weiteren Studien zum KRAS-mutierten kolorektalen Karzinom
gezeigt werden. So untersuchten Cuneo et al. 2019 die Strahlensensibilitat bei KRAS-
mutierten und gegen Cetuximab resistenten Zellen des KRK unter Gabe von
Crizotinib [139]. Es zeigte sich eine Sensibilitdt auf den Tyrosinkinaseinhibitor und bei
Gabe 24 Stunden vor Bestrahlung, erhohte sich das Ansprechen auf die
Strahlentherapie signifikant. Zudem konnten die durch Bestrahlung induzierte
Phosphorylierung von c-Met und die damit verbundene Aktivierung nachfolgender
Signalwege sowie die von HGF induzierte Zellmigration blockiert werden. Dies deutet
daraufhin, dass Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom von einer
Crizotinib-Therapie profitieren kénnten.

Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Studien zum NSCLC [140] und bei Gliomzellen, in
denen nach Gabe eines small molecule inhibitors gegen c-Met oder seinen Liganden

HGF eine erhohte Strahlensensibilitdt gezeigt werden konnte [141].
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In einer mit der vorliegenden Studie vergleichbaren Arbeit von Senetta et al. wurde die
Expression von c-Met und YKL-40 bei 81 Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Rektumkarzinom und deren pradiktive Wertigkeit fir das Ansprechen der neoadjuvanten
Therapie untersucht [142]. Die Expression wurde mittels Immunhistochemie bestimmt;
eine mittels FISH-Analyse getestete Gen-Amplifizierung von c-Met konnte nicht
nachgewiesen  werden. Das  Therapieansprechen wurde anhand des
Tumorregressionsgrades nach den Mandard-Kriterien definiert. Es ergab sich eine
signifikante Assoziation von YKL-40 und c-Met mit dem TRG. Da es sich bei der IHC
zwar um ein haufig durchgefiihrtes, aber immer durch die erforderliche Biopsie noch
invasives Verfahren handelt, ware es einfacher, kbnnte man c-Met als Biomarker aus
dem Blut bestimmen. Uns ist bisher keine Studie bekannt, die die pradiktive Wertigkeit
des lgslichen c-Met-Rezeptors und seines Liganden HGF in Bezug auf das Ansprechen
einer Strahlentherapie beim Rektumkarzinom untersucht. Um dies zu evaluieren, wurde
unsere Studie durchgefiihrt. In unserer Gruppe mit LARC-Patienten zeigte sich keine
statistisch  signifikante Korrelation zwischen den initialen c-Met- oder HGF-
Konzentrationen und dem Therapieansprechen. Es ergab sich weder eine Korrelation
zur pCR noch zum TRG oder dem NAR-Score. Weder im Mittelwertvergleich noch in der
Regressionsanalyse konnte ein Zusammenhang zwischen c-Met-A bzw. HGF-A und
dem Therapieansprechen festgestellt werden. HGF wird anders als c-Met hauptséchlich
nicht in Tumorzellen, sondern von Stromazellen des Tumormikromilieus sezerniert. Es
gibt kaum Daten zu seiner pradiktiven Wertigkeit flir eine Radiotherapie. Wir konnten in
unserer Patientengruppe zwar eine Tendenz, aber keine deutliche pradiktive Wertigkeit
fur HGF feststellen.

Insgesamt scheint wahrscheinlich, dass lediglich die Expression von c-Met, nicht jedoch
die ldsliche c-Met-Konzentration eine pradiktive Wertigkeit fir die Strahlentherapie
besitzt. Die durch Bestrahlung h&ufig erhdhte c-Met-Expression, zeigt sich in unserem
Patientenkollektiv auf Proteinebene ebenfalls nicht. Es ware ndétig, den Zusammenhang
von membranstédndigem und l6slichem c-Met beim Rektumkarzinom zu analysieren.
Dennoch scheinen Therapieansatze, die gezielt gegen die von c-Met und HGF
induzierten Signalwege gerichtet sind, eine vielversprechende Option, um das

Ansprechen auf die neoadjuvante Radiochemotherapie zu verbessern.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist eines der haufigsten Karzinome des Menschen. Beim lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom (LARC) besteht die leitliniengerechte Therapie aus
einer neoadjuvanten Radiochemotherapie und einer darauffolgenden totalen
mesorektalen Exzision (TME). Diese Kombination der Resektion mit einer
vorhergehenden Strahlenchemotherapie fiihrte zwar zu einer Reduktion von
Lokalrezidiven, die Entwicklung von Fernmetastasen im Verlauf ist mit einer Rate von
bis zu 30 % jedoch immer noch unverandert hoch. Da insbesondere Fernmetastasen mit
einer schlechten Prognose assoziiert sind, konnte das Langzeitiberleben durch die
neoadjuvante Therapie nicht ausreichend verbessert werden. Um Risikopatienten bzw.
Non-Responder auf die neoadjuvante Therapie friihzeitig zu identifizieren, werden
Biomarker bendtigt, die man minimalinvasiv und wiederholt bestimmen kann. Ziel dieser
Arbeit war es, die prognostische und pradiktive Wertigkeit von Osteopontin, c-Met und
HGF im Hinblick auf das LARC zu evaluieren. Osteopontin, ein Glykoprotein der
SIBLINGS-Familie, der Tyrosinkinase-Rezeptor c-Met und sein Ligand, HGF, sind an
zahlreichen Signalwegen beteiligt, die Tumorwachstum, Invasion, Proliferation und
Metastasierung fordern. Zudem sind sie Marker fur Tumorhypoxie, einem wesentlichen
Faktor der Radioresistenz von Tumorzellen. Die Konzentrationen der Proteine zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden in unserer prospektiven Studie mittels ELISA aus
dem Plasma von 63 Patienten bestimmt und auf ihre Korrelation mit klinischen Daten
sowie ihre prognostische und pradiktive Wertigkeit getestet. Zusammenfassend zeigt
sich, dass pratherapeutisch erhdhte Osteopontin-Konzentrationen mit einem hdheren
postoperativen Tumorstadium und dem Auftreten von Tumorprogression, Lokalrezidiv
und Fernmetastasen korrelieren. Zudem sind hohere Konzentrationen mit einem
verkiirzten Uberleben und einem schlechteren Ansprechen auf die Radiotherapie
assoziiert. Fur c-Met ergab sich keine prognostische oder pradiktive Wertigkeit; jedoch
zeigte sich eine Korrelation zwischen niedrigeren c-Met-Werten nach der
Strahlentherapie und dem Auftreten einer Progression oder eines Lokalrezidivs im
Krankheitsverlauf. Die HGF-Konzentration korrelierte mit dem cT-Stadium, nicht jedoch
mit dem Uberleben. Es ergab sich kein Zusammenhang zum Langzeitiiberleben und
keine pradiktive Wertigkeit fiir das Therapieansprechen der Neoadjuvanz. Um genauere
Angaben zu machen, sind weitere Studien mit einem gréReren Patientenkollektiv und
einheitlich erhobenen klinischen Daten nétig. Insbesondere bei c-Met muss der

Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von c-Met und dem l6slichen c-Met
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beim Rektumkarzinom untersucht werden. Vor allem OPN scheint ein wichtiger
Biomarker beim Rektumkarzinom zu sein; fir eine klinische Anwendbarkeit ist aber flr
alle Proteine zwingend notwendig, eine einheitliche Messmethode zu etablieren und
einen Normbereich bzw. Grenzwerte zu definieren.

Bereits jetzt gibt es zahlreiche therapeutische Ansétze, die in die Signalwege von
Osteopontin bzw. c-Met/HGF eingreifen, von denen bisher allerdings wenige in der
klinischen Routine verwendet werden. Die ersten Versuche zeigen jedoch, dass OPN,
c-Met und HGF vielversprechende Angriffspunkte sind, um Patienten in Zukunft eine auf
das individuelle Risiko abgestimmte und zielgerichtete Therapie zukommen zu lassen.
Durch die Identifizierung von Risikopatienten mittels Biomarkern und die Einfihrung
neuer Therapeutika konnten das Risiko fir Fernmetastasen gesenkt sowie die
Strahlensensibilitéat und Langzeitprognose fur Patienten mit Rektumkarzinom verbessert

werden.
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