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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Tumorerkrankungen des Dickdarms (Kolon) und Mastdarms (Rektum) werden
zusammen als kolorektales Karzinom oder Darmkrebs bezeichnet. Die
Therapie des Darmkrebses erfolgt heute multimodal abhangig von der
Tumorlokalisation und dem Stadium durch Operationen, Bestrahlungen und
Chemotherapie. Nach dem Bronchialkarzinom ist der Darmkrebs der
zweithaufigste bosartige Tumor. In Deutschland erkrankten 2002 nach
Angaben des Robert-Koch-Instituts 71.400 Menschen an einem kolorektalen
Karzinom (Manner und Frauen etwa gleich haufig). Etwa jeder 20.
Bundesbirger entwickelt in seinem Leben ein kolorektales Karzinom.
Betroffen sind vor allem Menschen in fortgeschrittenem Lebensalter; das
Risiko steigt ab dem 50. Lebensjahr deutlich an. Das Durchschnittsalter bei
Erstdiagnose liegt bei 65 Jahren [1]. Die Einteilung der Tumorstadien des
kolorektalen Karzinoms erfolgt nach UICC (Union International Contre le

Cancer), nach Dukes und nach dem TNM-System (Tabelle 1).

Tabelle 1: Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome

UICC Dukes TNM Definition

0 TisNoMo Carcinoma in situ

I Dukes A T4.2NoMp Tumor reicht bis zur Muscularis propria
Il Dukes B T3.4NoMo Tumor erreicht viszerales Peritoneum

bzw. andere Organe
1] Dukes C  TjedesN1-2Mo  Regionale Lymphknotenmetastasen

IV Dukes D TjedesNjedesM1 Fernmetastasen (primér Leber und Lunge)

Die meisten Karzinome (ca. 85-90%) entstehen aus pramalignen
adenomatdsen Vorlauferlasionen, Polypen (Typen: tubular, villés oder
tubulovillos). Dabei besitzen breitbasig aufsitzende Adenome ein hoheres

Entartungsrisiko als gestielte Adenome; das bedeutet, villose Adenome haben
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das grofte Risiko zur Entartung, gefolgt von tubulovillésen und tubularen
Adenomen. Da sich Adenome bei etwa 30% der alteren Menschen finden,
muss angenommen werden, dass weniger als 1% maligne entarten. Die
Wahrscheinlichkeit zur Entartung steigt allerdings mit der Polypengrofie (ca.
2% bei > 1,5 cm Durchmesser, bis zu 10% bei bis zu 2,5 cm Durchmesser,
uber 10% bei > 2,5 cm Durchmesser) [2]. Ein kolorektales Karzinom liegt nach
WHO (World Health Organisation) Klassifikation dann vor, wenn die Lamina
muskularis mucosae von Tumorzellen durchbrochen wurde. Pramaligne und
maligne Veranderungen besitzen eine Reihe von DNA-Veranderungen. In
Kolonepithelzellen kann es zu einer Mutation des APC-Genes (adenomatous
polyposis coli gen) auf Chromosom 5921 kommen, was zum Funktionsverlust
dieses Tumorsuppressorgens fuhren kann [3]. Bei Patienten mit familiarer
adenomatoéser Polyposis (FAP) ist diese Mutation vererbt [4]. AuRerdem ist
eine Mutation des K-ras proto-Onkogens moglich [5]. Durch eine Deletion auf
dem Chromosom 18 (18g21) mit Inaktivierung von DCC (deletet in colon
cancer) entsteht eine weitere Mutation in einem Tumorsuppressorgen [6]. Der
entscheidende Ubergang zum Karzinom st die Mutation des
Tumorsuppressorgens p53, welches den Zellzyklus und die Apoptose
reguliert. Im Falle eines Funktionsverlustes von p53 kommt es zu einer
unkontrollierten Proliferation und somit zu einer stetigen Vermehrung der
Tumorzellmasse [7]. Damit scheinen eine Onkogen-Aktivierung und ein
Allelverlust von Genen, die die Tumorentstehung unterdricken, an der
Entstehung der Adenom-Karzinom-Sequenz beteiligt zu sein [6, 8]. Nur ca. 10-
15% der Kkolorektalen Karzinome haben eine erbliche Disposition.
Risikofaktoren fur die Entstehung kolorektaler Karzinome sind wahrscheinlich
ein niedriger Anteil von pflanzlichen Fasern und ein hoher Anteil tierische
Fette in der Nahrung [9, 10]. Rauchen und Alkoholkonsum erhdhen ebenfalls
das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Ebenso haben
Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (insbesondere
Colitis ulcerosa) ein hoheres Risiko ein kolorektales Karzinom zu entwickeln
[11-13].
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1.2 Tumor-Escape-Mechanismen

Damit Uberhaupt eine Tumorerkrankung entsteht, mussen die Tumorzellen
intrinsische und extrinsische (immunologische) Barrieren Uberwinden. Das
heil3t, sie mussen nicht nur die Antwort des Immunsystems umgehen [14],
sondern mussen auch ein unbegrenztes Replikationspotential besitzen [15].
Bereits 1909 postulierte Paul Ehrlich, dass das Immunsystem in der Lage sein
mufd, Tumoren zu erkennen und zu eliminieren [16]. Inzwischen gilt es als
gesichert, dass das Immunsystem tatsachlich in der Lage ist Tumorzellen
aufzusplren und zu zerstoren [17, 18]. So haben beispielsweise
immungeschwachte Patienten ein hdheres Risiko eine maligne Erkrankung zu
entwickeln [19]. Es gibt Hinweise daflir, dass die meisten Patienten mit
kolorektalem Karzinom keine adaquate immunologische Anti-Tumor-Antwort
entwickeln, da bereits die Frihstadien der Tumoren Strategien entwickeln, die
Immunantwort zu umgehen [20]. Dieses Phanomen der Escape-Mechanismen
von Tumorzellen tritt in der Erforschung zunehmend in den Vordergrund. Von
Escape-Phanomenen spricht man, wenn es den Tumorzellen gelingt, sich
dem Angriff des Immunsystems zu entziehen [21-23]. Ein Escape-
Mechanismus von Tumorzellen besteht darin, dem programmierten Zelltod
(Apoptose) durch korpereigene Abwehrzellen zu entgehen. Durch die
Interaktion zwischen Immunabwehr und Tumor-Escape wird der Tumor
entweder im Frihstadium durch das Immunsystem eliminiert oder es stellt sich
ein Gleichgewicht zwischen Tumorwachstum und Immunabwehr ein
(Aquilibrium). Durch Expression immunsuppressiver Zytokine als einen
weiteren Escape-Mechanismus gelingt es Tumorzellen haufig, das
Immunsystem in seiner Anti-Tumor-Aktivitat negativ zu beeinflussen [14].
Gegen diese Escape-Phanomene bleibt die herkdmmliche Medizin mit
Strahlen- und Chemotherapie haufig wirkungslos, da es Tumorzellen geschafft
haben, im Laufe der Behandlung gegen Strahlen- und Chemotherapie
zahlreiche Abwehrmechanismen zu entwickeln. Diese Fahigkeiten kommen
nur zustande, wenn es den Tumorzellen gelingt, die Immunkompetenz des

menschlichen Organismus zu umgehen. Daher stehen sowohl die Analyse
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des Immunstatus, als auch die Erforschung tumorspezifischer Rezeptoren im
Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses, um gerade die Escape-

Phanomene rechtzeitig zu erkennen.

1.3 Tumor-Escape-Mechanismen durch TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1)
Expression beim kolorektalen Karzinom

Wahrend der Tumorprogression erwerben Tumorzellen immer weitere Tumor-
Escape-Mechanismen, die es ermdglichen, die immunologische Uberwachung
des Korpers zu umgehen. Zytokin-induzierte Apoptose ist ein wichtiger
Mechanismus dieser Escape-Mechanismen von Tumorzellen. Zytokine sind
Botensubstanzen, die vom Immunsystem freigesetzt werden, um die
Immunreaktion zu beeinflussen. Jedoch sind auch Tumorzellen in der Lage,
diese Botenstoffe freizusetzen. Zytokine besitzen autokrine und parakrine
Funktionen, so dass sie in der Lage sind sowohl lokal als auch systemisch zu
wirken, um die Immunitat zu verbessern oder zu unterdricken. Die meisten
Patienten mit kolorektalem Karzinom entwickeln keine adaquate
immunologische Anti-Tumor-Antwort [20].

Obwohl zahlreiche Studien wunser Verstandnis Uber Tumorinitiation
und Progression verbesserten, bleiben viele Fragen wie das Phanomen einer
zunehmend ineffektiven Anti-Tumor-Antwort unbeantwortet [24, 25]. Gerade
die Mechanismen im Hinblick auf eine therapeutische Modulation des
Immunsystems, das Verstandnis von tumorspezifischen Immunantworten und
Mechanismen, die zu Aktivierung oder Unterdrickung des Immunsystems
fuhren, sind von besonderem wissenschaftlichem Interesse. In dieser Hinsicht
wird vermutet, dass sich die Tumorprogression immunkompetenter Personen
durch unterlassene Erkennung von Tumorantigenen durch das
Immunsystems oder durch Subversion von Anti-Tumor-Antworten ergeben
kann [26, 27]. Angeborene und adaptive Immunantworten kénnen durch CD4+
T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen (CTL) induziert werden, die
Zytokine wie Interferon (IFN)-gamma exprimieren und so zu einer effektiven
Anti-Tumor-Antworten fihren. Obwohl T-Zellen die Hauptzellpopulation bilden,

bleibt eine effektive Immunantwort durch sie haufig unvermittelt. Unsere



Einleitung

bisherigen Studienergebnisse lassen Apoptoseinduktion CD8+ tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TILs) durch Zytokinexpression kolorektaler
Tumorzellen vermuten. Dies scheint ein entscheidender Tumor-Escape-
Mechanismus zu sein [26, 28]. Apoptose wird entweder von innen durch
primar intrazellulare Mechanismen oder von aulten durch rezeptorvermittelte
Signalverarbeitung eingeleitet [29]. Alle proapoptotisch wirksamen Vorgange
munden schlieBlich in die Aktivierung von Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen).
Caspasen sind Proteasen, die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosaure
Cystein enthalten und Proteine hinter der Aminosaure Aspartat schneiden [30]
und den Zelltod vermitteln.

TNF-a ist ein Zytokin der TNF-Familie mit verschiedenen Rezeptoren, kann
Apoptose induzieren und somit zur Tumorprogression des kolorektalen
Karzinoms fuhren [31]. TNF-a wird sowohl von Makrophagen, als auch
Tumorzellen produziert und entfaltet seine Wirkungen durch Bindung an
hochspezifische Rezeptoren. Neben Apoptoseinduktion kann TNF-a in
geringen Konzentrationen auch das Tumorwachstum férdern [32, 33]. Mit
zunehmender Tumorprogression verlieren Tumorzellen des Kkolorektalen
Karzinoms zunehmend apoptotische Fahigkeiten [34]. Ergbnisse einer
vorherigen Studie konnten einen erhohten Serumspiegel von TNF-
o (Zytokinmessungen) im Serum von Patienten mit kolorektalem Karzinom
zeigen, der offensichtlich eine potentielle Rolle bei Tumorprogression [26] zu
haben scheint [26]. Die Signaltransduktion von TNF-o als Ligand wird durch
zwei Rezeptoren vermittelt [35]. Obwohl die Affinitdt von TNF-a zum TNF
Rezeptor 2 (TNF-R2) funfmal hoher ist als die Affinitat fur TNF-R1 [36],
vermittelt TNF-R1 die Mehrzahl der biologischen Effekte durch TNF-a. TNF-
R1 kann von allen Zelltypen exprimiert werden, wohingegen sich die
Expression von TNF-R2 hauptsachlich auf Immunzellen beschrankt [37]. Der
grélkere Unterschied zwischen den zwei Rezeptoren ist die Todesdomane
(DD) von TNF-R1, die nicht von TNF-R2 aktiviert wird. Daher stellt der TNF-
R1 ein wichtiges Mitglied der Todesrezeptorfamilie dar, den apoptotischen
Zelltod zu induzieren [38]. Aus diesem Grund konzentrierte sich die

Untersuchung auf TNF-R1 als potentiellen Tumor-Escape Mechanismus.
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Auler der Fahigkeit der Apoptoseinduktion vermittelt der TNF-R1 auch
Entziindungsreaktionen  (Synthese proinflammatorischer  Zytokine), die
ebenfalls zur Tumorprogression beitragen konnen, jedoch nicht Gegenstand
der aktuellen Untersuchung sind [34]. Obwohl die Signalkaskade der TNF-
Rs bisher gut analysiert wurde, wird dessen Regulierung bis heute noch nicht
vollstandig verstanden [39, 40].

Die klinische Bedeutung der TNF-a Expression kolorektaler Tumorzellen und
mogliche Auswirkungen auf die zellulare Immunabwehr einer effektiven Anti-

Tumor-Antwort sind bislang jedoch ungeklart.

1.4 Ziele und Fragestellungen

Ziel der Studie war daher die Untersuchung der TNF-o Expression durch
Protein- und Genexpressionsanalyse in Tumorproben von Patienten mit
kolorektalem Karzinom. Daruber hinaus wurden die klinischen Charakteristika
(klinisch-pathologische = Parameter) der Studienpopulation mit der
immunhistochemischen Analyse (Proteinanalyse) assoziiert. Hieraus ergeben
sich folgende Fragestellungen:

1. Welche Bedeutung hat die TNF-a Expression durch Tumorzellen

des kolorektalen Karzinoms?

2. Welche Bedeutung besitzt die Analyse tumor-infiltrierender

Lymphozyten (TILs)?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von TNF-a

beim kolorektalen Karzinom und dem Uberleben der Patienten?

4. Welche Schlussfolgerungen ergeben sich aus der Analyse der

TNF-a Expression fur die klinische Praxis bei Tumorpatienten?
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2 Material und Methoden
2.1 Patienten

Die Studie erfasst ein Kollektiv von insgesamt 104 Patienten mit histologisch
bestdtigtem kolorektalem Karzinom, die zwischen 2001 und 2005 in der der Klinik und
Poliklinik fir Allgemein-, Viszeral-, GefaB- und Kinderchirurgie der Julius-Maximilian-
Universitat Wirzburg behandelt wurden (Tabelle 3). Das gleiche Patientenkollektiv ist
die Studienpopulation einer friiheren Arbeit zum Thema pradiktiver Biomarker [41]. Die
histologische Einteilung wurde entsprechend der 6. Auflage der Union International
Contere le Cancer — TNM Klassifikation bestimmt [42, 43]. Das Kollektiv umfasste RO-
resezierte Patienten, der Stadien I-IV nach UICC (Dukes A-D), die mit kurativer Absicht
operiert wurden. Die Tumoren wurden nach Lokalisation, Infiltrationstiefe und
Differenzierungsgrad Kklassifiziert [42, 43]. Alter, Geschlecht und Lymphknoten-
metastasierung wurden ebenfalls in der Datenbank fiir diese Arbeit dokumentiert. Die
mittlere Nachbehandlungszeit betrug 32 Monate. Die Tumorproben, wie auch das
normale Gewebe, wurden mit Einverstandniserklarung der Patienten sofort nach
chirurgischer Resektion gesammelt, in fllissigem Stickstoff eingefroren, bei -80°C
aufbewahrt oder in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE) bis sie analysiert

wurden.

2.2 Immunhistochemie (IHC) und Immunfluoreszenz (IF)

Die Immunhistochemie und die Immunfluoreszenz sind Techniken zum Sichtbarmachen
bestimmter Zell- oder Gewebebestandteile (Antigene) durch Antigen-Antikérper-
Reaktionen. Dabei wird zunadchst ein Primarantikdrper appliziert, welcher spezifisch an
das zu detektierende Antigen bindet. Dann wird ein gegen diesen Primarantikérper
gerichteter, mit Meerrettichperoxidase (HRP, von engl. Horseradish) gekoppelter
Sekundarantikérper inkubiert. Mit Hilfe des gekoppelten Enzymes, wird abschlieBend
das zugegebene Chromogen in einen sichtbaren braunen Farbstoff umgesetzt.
Alternativ besteht die Mdglichkeit den Sekundarantikérper auch mit einem Fluorochrom
zu koppeln.

Das exakte Vorgehen ist im Folgenden flir die Immunfluoreszenz kurz erlautert. Die

seriellen Gefrierschnitte (5 pm) wurden auf Objekttrédger aufgebracht, 10 Minuten in
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Aceton fixiert und dann 5 Minuten getrocknet. AnschlieBend wurden die Objekttrager
mit dem Primdrantikdrper oder dem Kontrollantikdrper, verdiinnt mit TBS plus 0,5%
Rinderserum albumin (BSA) Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Darauf folgten 30 Minuten Inkubation mit dem FITC-konjugierten Sekundarantikdrper
bei Raumtemperatur in einer befeuchteten Kammer. Danach wurde die weitere
Inkubation mit dem zweiten Primarantikérper Gber Nacht bei 4°C, sowie die Inkubation
mit dem zweiten Cy3-konjugierten Sekundarantikdrper vorgenommen. Die Schnitte
wurden mit DAPI (4 6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid)  (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) gegengefarbt und mit Polyvinylalkohol mounting medium
(DABCO) (Sigma-Aldrich) eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Zeiss
Mikroskops (Jena, Deutschland).

Bei der Immunhistochemie an Gefrierschnitten (65 Patienten) erfolgte die
Vorbehandlung (Fixierung) genauso wie bereits fir die Immunfluoreszenz beschrieben.
Die endogene Peroxidase wurde mit 0,3%iger H,0,-Lésung blockiert (Dako). Nach der
Inkubation mit dem Primadrantikérper wurde ein HRP-konjugierter affinitatsgereinigter
Esel Anti-Maus oder Esel Anti-Kaninchen IgG Antikérper appliziert (Tabelle 2). Die
Schnitte wurden anschlieBend 5 Minuten mit DAB (3,3 -diaminobenzidine) (Biogenex,
San Ramon, USA) inkubiert, mit Haemalaun gegengefarbt und mit Glycergel (Dako,
Hamburg, Deutschland) eingedeckt. Paraffinschnitte (39 Patienten) wurden auf
silanisierte Objektrager gezogen (5 um), mit Xylol (J.T. Baker, Deventer Niederlande)
entparaffiniert (2x15 Minuten) und durch eine absteigende Alkoholreihe rehydratisiert
(100% Ethanol 2x10 Minuten, 95% Ethanol 2x10 Minuten, 70% Ethanol 2x10 Minuten,
Aqua dest 1x5 Minuten, Pufferlésung 1x5 Minuten). Das Demaskieren der Antigene
erfolgte im Dampfdrucktopf (1x8 Minuten) mit Citratpuffer (Dako) entsprechend den
Herstellerangaben.

Alle Tumoren waren positiv flir Cytokeratin-20 (CK-20) und negativ fiir Cytokeratin-7
(CK-7), ein immunhistochemisches Farbmuster welches als charakteristisch fir

kolorektale Karzinome angesehen wird [44].
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Tabelle 2: Verwendete Primar- und Sekundéarantikorper fiir die Inmunhistologie.

Zielprotein Herkunft Verdiinnung Firma
TNF-a (1) Maus 1:50 R&D systems (Wiesbaden-
Nordenstadt, Germany)
TNF-o (2) Maus 1:100 Pharmingen (Heidelberg,
Germany)
TNF-R1 Kaninchen 1:80 Abcam (Cambrige, UK)
CD8 Maus 1:50 Dako (Hamburg, Germany)
CK-20 Maus 1:100 Dako (Hamburg, Germany)
CK-7 Maus 1:50 Dako (Hamburg, Germany)
Isotyp- Maus, 1:50 eBioscience (San Diego, USA)
Kontrollantikérper Kaninchen
Sekundarantikérper- Esel 1:100 Jackson ImmunoResearch
HRP laboratories Inc. (Suffolk,
England)
Sekundarantikérper- Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch
FITC laboratories Inc. (Suffolk,
England)
Sekundarantikérper- Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch
Cy3 laboratories Inc. (Suffolk,
England)

2.3 Quantifizierung der Inmunhistochemie

Die quantitative Auswertung der TNF-Markierung kolorektaler Tumorzellen wurde fir
jeden Patienten in sechs definierten, far den Gewebeschnitt
reprasentativen VergroBerungsfeldern (,high-power fields", x 400) durchgefiihrt. Nach
Auszdhlen positiver Tumorzellen aller VergroBerungsfelder wurde das Ergebnis als
Prozentsatz ermittelt.

Das Ergebnis der Auszahlung in reprasentativen VergroBerungsfeldern wurde ebenfalls
von einem weiteren unabhangigen Untersucher ermittelt. Neben dem Kendall s tau (T)
Korrelationskoeffizient, wurde der Intraclass Korrelationskoeffizient (ICC) analysiert,
der ein MaB flir die Zuverldssigkeit von Messungen oder Einschatzungen darstellt [45].
Zu diesem Zweck wurde zundachst zwischen zwei Studienmodellen unterschieden. Die
quantitative Auswertung der TNF-Markierung wurde zunachst ein zweites Mal

von demselben Untersucher ermittelt und als nachstes von einer weiteren Person. In
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beiden Modellen war der ICC stets als ein MaB fiir die Ubereinstimmung zu

interpretieren, weil systematische Differenzen flir relevant gehalten wurden.

2.4 Real time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) lassen sich
geringste Mengen von kurzen, genau definierten Teilen eines DNA-Stranges
vervielfaltigen. Durch Erhitzen wird der DNA-Doppelstrang denaturiert, dann mit zwei
Primern, welche die gesuchte Sequenz definierten, hybridisiert und durch das
hitzestabile Enzym DNA-Polymerase verdoppelt. Die PCR findet in einem Thermocycler
statt, der die Proben prazise auf die fiir den jeweiligen Schnitt benétigte Temperatur
erhitzt oder abkihlt. Ein Zyklus besteht aus drei Schritten: 1. Denaturierung der DNA
(95°C), 2. Anlagerung der Primer bei primerabhdngiger Hybridisierungstemperatur (50-
65°C), 3. DNA-Polymerisation (72°C). Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der
DNA-Molekiile. Die Real Time PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR und
ermdglicht zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA. Die Quantifizierung
wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wahrend eines PCR-Zyklus
erfasst werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte
zu.

Um die Genexpression von TNF-a durch RT-PCR zu analysieren, wurde die Gesamt-
RNA mit Hilfe des RNeasy Minikits (Qiagen, Hilden) aus 31 Geweben (Gefrierschnitte)
extrahiert und entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die
Primer-Paare wurden durch Primer-Sets von Qiagen (Hilden) gestellt. Die optimale
Primer-Konzentration wurde durch Titration bestimmt. Als Kontrolle wurde cDNA von
humanem Normalgewebe (Kolon) der Firma Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)
herangezogen. Ein Referenzgen (engl. housekeeping gene, nicht-reguliertes Gen,
konstitutiv exprimiertes Gen) ist ein Gen, welches unabhangig von Zelltyp, Zellstadium
und duBeren Einfliissen exprimiert wird. Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) oder B-Actin wurden daher fir die relative Quantifizierung und cDNA
Qualitatskontrolle verwendet. Alle PCR Reaktionen wurden mit dem Opticon 2 System
(MJ Research, Biozym, Oldendorf, Deutschland) durchgefiinrt. Die Reverse
Transkription von RNA in cDNA wurde mit Hilfe von iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad,
Herkules, CA) ausgefiihrt. Jede PCR-Reaktion wurde mit 23ul Volumen durchgefiihrt,

11
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bestehend aus 11,5ul LightCycler-DNA Master SYBR Green I mix (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland), 10pmol/ul Forward Primer, 10pmol/ul Reverse Primer, 3pul
template DNA und 7,5ul RNAse freiem Wasser. Der initialen Denaturierung bei 95°C flr
15 Minuten folgten 39 Zyklen bestehend aus einem Denaturierungsschritt bei 95°C fiir
15 Sekunden, einem Kihlungsschritt bei 57,5°C fir 30 Sekunden und einem
Erweiterungsschritt bei 72°C fiir 30 Sekunden. Um die Spezifitat zu bestdtigen, wurden
die PCR Produkte von jedem Primer-Paar einer Schmelzkurvenanalyse unterzogen. Die
Quantifizierung wurden mit der LightCycle Analysesoftware durchgefiihrt. Die
Reproduzierbarkeit wurde durch eine zweite unabhangige PCR bewiesen. Um immer
am Anfang der exponentiellen Vermehrung zu messen, wurde der Ct-Wert (engl. Cycle
Threshold fiir Schwellenwert-Zyklus) verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Es wurde
die Differenz (ACt) zwischen durchschnittlichen Ct-Werten der Proben mit den
Zielgenen und jenen des Haushaltgenes GAPDH oder B-Actin ermittelt, gefolgt von der
Berechnung der Differenz zwischen den Durchschnitts ACt-Werten der Tumorproben
fur jedes Zielgen und dem ACt-Wert der Normalgewebe fiir dieses Zielgen (AACt). Der
relative Quantifizierungswert, die relative ,fold-differenz" ,x-fache Differenz® zum
Normalgewebe (Mittelwert) wurde angegeben als 27**%, Die Berechnung der
Expression des Zielgens wird also relativ zum Normalgewebe angegeben (=relative

Quantifizierung) und nach der folgenden Formel berechnet:

FD = 2[(Ct Marker in Normgewebe - Ct GapDH in Normalgewebe) - (Ct Marker im Tumorgewebe - Ct GapDH im Tumorgewebe)]

FD = 2[Ct(N0rmaIgwebe)—C(t)(Tumor)]

2.5 Statistische Analysen

Die statistische Analyse wurde durch die MedCalc Software (Mariakerke, Belgien) er-
mittelt. Alle Werte wurden als Median + Interquartil Range (IQR) dargestellt, da der
D'Agostino-Pearson Test keine Normalverteilung der Daten fiir die Gen- und Protein-
analyse ergab. Die Uberlebenszeit wurde als die Zeit von der Tumorresektion bis zum
Wiederauftreten einer tumorbedingten Erkrankung (Metastasierung/Rickfall/Tod) be-
stimmt. Die allgemeine Uberlebensrate in Bezug auf die quantitative Auswertung der
TNF-Markierung kolorektaler Tumorzellen wurde univariat mit der Kaplan-Meier Metho-
de ermittelt [46]. Der Median (Teilungskriterium der dichotomen Variablen) aller TNF-a
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positiven Gewebeproben lag bei 26% (cut-off Wert). Der cut-off Wert TNF-a positiver,
versus TNF-a negativer Gewebeproben wurde auf 10% festgelegt. Zur Analyse der
Signifikanz bei univariater Analyse der TNF-a Markierung kolorektaler Tumorzellen und
der klinischen Parameter wurde die Log-Rank-Teststatistik verwendet. Die Multivariate
Analyse aller Faktoren, die signifikante Unterschiede bei univariater Analyse ergaben,
wurde durch das Cox-Hazard-Modell analysiert [47]. Um Assoziationen oder Unter-
schiede der quantitativen Auswertung TNF-a markierter kolorektaler Tumorzellen
und klinischen Merkmalen zu analysieren, wurde der Chi-Quadrat-Vierfeldertest durch-
geflihrt. Falls die Voraussetzungen hierflir nicht erflillt waren (z.B. wegen zu kleiner
StichprobengréBe) wurde der exakte Fisher-Test (Fisher-Yates-Test, exakter Chi-
Quadrat-Test) verwendet.

Unterschiede auf Signifikanz der Daten wurden mit Hilfe des nicht-parametrischen
Mann-Whitney U-Tests analysiert. P-Werte < 0,05 wurden statistisch als statistisch
signifikant angesehen. Die Korrelation der quantifizierten immunhistochemischen
Daten und der RT-PCR Analyse wurde mittels des nicht-parametrischen Kendall's tau
(T) Korrelationskoeffizient durchgefiihrt, weil dieser Koeffizient keine lineare Beziehung

zwischen beiden Methoden/Variablen voraussetzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Intra- and Interobserver-Reliabilitat

Um die Zuverlassigkeit der Auswertung zu beurteilen, wurde in Vorversuchen
die Intra- and Interobserver-Reliabilitat Gberprift. Hierbei wurde ein hohes Mal}
an Korrelationen und Zuverlassigkeit zwischen der ersten und der
zweiten Auswertung eines Untersuchers ermittelt (Intraobserver-Reliabilitat,
TNF-a Expression: T = 0.812, p < 0.0001, 95% Konfidenzintervall (KI) 0.742 -
0.866; ICC = 0.9804, 95% KI 0.9700 - 0.9870). Eine hohes Mal} an
Korrelationen und Zuverlassigkeit der Auswertung konnte auch zwischen zwei
Untersuchern analysiert werden (Interobserver-Reliabilitat, TNF-a expression: T
= 0.9593, p < 0.0001, 95% Kl 0.9404 - 0.9722; ICC = 0.9777; 95% KI 0.9672 -
0.9849).

3.2 TNF-o Expression kolorektaler Tumorzellen wird mit
Tumorprogression assoziiert

TNF-a wurde nicht von Normalgewebe der Kolonschleimhaut exprimiert und
konnte nur vereinzelt bei Stromazellen nachgewiesen werden. Tumorzellen
zeigten hingegen eine starke Expression von TNF-a und wurde bei 94% der
Patienten nachgewiesen. Die Positivkontrolle der TNF-a Expression einer
kolorektalen Tumorzelllinie (HT-29) wies 78 % positive Tumorzellen auf.

Der Anteil aller positiven Tumorzellen in frihen (UICC I/ll) und fortgeschrittenen
(UICC 11I/1IV) Tumorstadien wurde aulderdem ermittelt. Verglichen mit niedrigen
(UICC I/ll) Tumorstadien (n=46, Median 15%, IQR 8% - 33%; 95% Kl 13% -
20%) war die TNF-a Expression in fortgeschrittenen (UICC IlI/IV) Tumorstadien
(n=58, Median 30%, IQR 28% - 34%; 95% CIl 28% - 32%; p < 0.0001; Tabelle
3) signifikant Uberexprimiert. Abbildungen 1A and 1B zeigen representative
Beispiele der TNF-o Expression in fruhen (UICC I/ll) und fortgeschrittenen
(UICC 1I/IV) Tumorstadien.
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Tabelle 3: Eigenschaften der Studienpopulation in Abhéngigkeit von der TNF-a. Expression durch

Tumorzellen.
Eigenschaften Patienten TNF-a Expression* p-Wert
(n =104) (Tumorzellen)
gering hoch
(<26%) (226%)
Alter (Jahre) 257
<63 26 (25%) 10 (38%) 16 (62%)
263 78 (75%) 42 (54%) 36 (46%)
Geschlecht .841
mannlich 62 (60%) 32 (52%) 30 (48%)
weiblich 42 (40%) 20 (48%) 22 (52%)
Primartumor 1.0
Kolon 41 (39%) 21 (51%) 20 (49%)
Rektum 63 (61%) 31(49%) 32 (51%)
Grading <0.001
G1 19 (18%) 16 (84%) 3 (16%)
G2 48 (46%) 27 (56%) 21 (44%)
G3/4 37 (36%) 9 (34%) 28 (76%)
Tiefeninvasion .045
pT1 23 (22%) 15 (65%) 8 (35%)
pT2 38 (37%) 21 (55%) 17 (45%)
pT3 27 (26%) 11 (41%) 16 (59%)
pT4 16 (15%) 5 (31%) 11 (69%)
Lymphknotenmetastasierung .003
pNO 50 (48%) 33 (66%) 17 (34%)
pN1-3 54 (52%) 19 (35%) 35 (65%)
UICC Stadium <0.001
UiCC | 22 (21%) 17 (77%) 5 (23%)
uiCcC I 24 (23%) 15 (63%) 9 (37%)
uICC Il 42 (40%) 14 (33%) 28 (67%)
UICC IV 16 (15%) 6 (37%) 10 (63%)
Median OS (M) 31.5m 48 17.5
(n=52) (n=52)

*Cut-off Wert; G, grading; UICC, International Union against Cancer; R, Residualtumor;

OS, overall survival; M, Monate.
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Abbildung 1: Immunhistochemische Analyse der TNF-o. Expression in Gewebeproben von Patienten mit
kolorektalem Karzinom. Die TNF-o. Expression steigt im Verlauf der Tumorprogression. Verglichen mit frihen
Tumorstadien (UICC I/ll, A) wird eine signifikant erhhte Expression von TNF-a in Proben spaterer Tumorstadien
(UicC v, B) (p<0,0001) beobachtet. Braune Zellen sind TNF-a-positive Tumorzellen, die blaue Farbung
entspricht der Haemalaun Kerngegenfarbung. Linkes Bild 100-fache VergroRerung, rechtes Bild 200-fache
VergroRerung. Die Sterchen kennzeichnen desmoplastisches Stromagewebe (Stromazellen, TILs) ohne Hinweis auf
TNF-a Expression.

3.3 Korrelation der TNF-a, Protein- und Genexpression

Um die Expressionsanalyse der immunhistochemischen Auswertung von TNF-
o zu bestatigen, wurde eine Genexpressionsanalyse von 31 Fallen kolorektaler
Karzinome mit der Proteinexpression korreliert. Verglichen mit niedrigen (UICC
I/ll)  Tumorstadien (n=14, Median 1.70 fache Differenz gegeniber
Normalgewebe, IQR 0.54 —4.49; 95% KI 1.30 bis 3.43) war die TNF-
o Expression in fortgeschrittenen (UICC IlI/IV) Tumorstadien (n=17, Median
4.60 fache Differenz gegeniber Normalgewebe, IQR 2.16 - 5.10; 95% KI
3.91 bis 4.80; p < 0.0001) signifikant hochreguliert. Eine starke Korrelation
zwischen der TNF-a Protein- und Genexpression (T = 0.794, Abbildung 2)
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konnte analysiert werden. Die Ergebnisse bestatigten eine erhohte TNF-

o Expression kolorektaler Tumorzellen bei Tumorprogression.
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Abbildung 2: Korrelationsanalyse der TNF-o Protein- und Genexpression: die TNF-o. Protein- und
Genexpression zeigt eine maRig starke positive Korrelation der 31 untersuchten Tumorproben (1=0.794).

3.4 TNF-R1 Expression ist verstarkt auf CD8+ tumor-infiltrierenden
Lymphozyten (TILs) nachzuweisen

In einer Auswahl von 28 Gewebeproben kolorektaler Karzinome wurde auf
CD8+ tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) eine erhohte Expression des
TNF-R1 nachgewiesen. Die Abbildungen 3A and 3B zeigen zunachst einen
reprasentativen Ausschnitt eines Serienschnittes niedriger (UICC I/ll)
Tumorstadien mit CD8+ T-Zellen und TNF-R1+ Zellen im desmoplastischen
Stroma. Eine Immunofluoreszenz Doppelmarkierung zeigt TNF-a exprimierende
Tumorzellen in direkter Nachbarschaft zu TNF-R1+ tumor-infiltrierender
Lymphozyten (Abbildung 4). Ein Grofteil dieser TNF-R1+ tumor-infiltrierenden
Lymphozyten weist einen CD8+ Phanotyp auf (Abbildung 5).
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Abbildung 3: Immunhistochemische Analyse CD8+ T-Zellen sowie TNF-R1 Expression (TILs) in
Gewebeproben eines Patienten mit kolorektalem Karzinom (Serienschnitt). Bereits in frihen Tumorstadien
(UICC INI) werden bei kolorektalen Karzinomen CD8+ T-Zellen (A) (TILs) und TNF-R1 Expression (TILs) beobachtet.
Braune Zellen sind CD8+ T-Zellen oder TNF-R1 exprimierende TILs, die blaue Farbung entspricht der Haemalaun
Kerngegenfarbung. Linkes Bild 100-fache VergréRerung, rechtes Bild 200-fache VergroRerung. Die Sterchen
kennzeichnen Tumorgewebe (ohne Hinweis auf eine TNF-R1 Expression, unten, B).
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Abbildung 4: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von TNF-a. und TNF-R1 positiven Zellen. Tumorzellen
(Sternchen) exprimieren TNF-a. bei gleichzeitigem Nachweis TNF-R1 positiver Zellen (TILs) in unmittelbarer
Nachbarschaft ~ (Pfeile). FITC (Fluoreszeinisothiocyanat), grin; Cy3, rot; DAPI (4 ,6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid), blau (Kerngegenfarbung).

Abbildung 5: Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von TNF-R1 und CD8 positiven T-Zellen. TNF-R1 positive
TILs in direkter Nachbarschaft zu den Tumorzellen wurden als CD8 positive T-Zellen identifiziert (Pfeile). FITC

(Fluoreszeinisothiocyanat),  griin;  Cy3, rot; DAPI  (4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid),  blau
(Kerngegenfarbung).
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3.5 Eine hohe TNF-o Expression ist mit Tumorrezidiv und positivem
Lymphknotenstatus assoziiert

Die Analyse der TNF-a Expression mit weiteren klinischen Parametern
assoziiert. Eine signifikant erhohte TNF-o Expression bei Patienten mit
Tumorrezidiv konnte - verglichen mit Patienten ohne Tumorrezidiv - analysiert
werden (TNF-a Expression bei Patienten ohne Tumorrezidiv: n=63, Median
20%, 1QR 10% - 33%; 95% Kl 15% - 27%; TNF-a. Expression bei Patienten mit
Tumorrezidiv: n=41, Median 30%, IQR 15% - 35%; 95% Kl 28% - 33%; p =
0.0002). Eine Subgruppenanalyse ergab eine signifikant erhdohte TNF-
o Expression bei Patienten mit Tumorrezidiv und positivem Lymphknotenstatus
(n=33, Median 30%, IQR 28% - 34%; 95% Kl 29% - 34%) verglichen mit
Patienten ohne Tumorrezidiv und positivem Lymphknotenstatus (n=21, Median
23%, 1QR 20% - 32%; 95% KI 20% - 31%; p = 0.015; Abbildung 6). Keine
Unterschiede hinsichtlich der TNF-a Expression ergaben sich beim Vergleich
von Patienten mit und ohne Tumorrezidiv bei negativem Lymphknotenstatus.
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Abbildung 6: Assoziation erhohter TNF-o. Expression mit Tumorrezidiv. Die Subgruppenanalyse zeigte eine
signifikante  Assoziation erhohter TNF-a. Expression bei Patienten mit Tumorrezidiv und positiver
Lymphknotenmetastasierung  gegeniber  Patienten  ohne  Tumorrezidiv  bei  bereits  vorhandenen
Lymphknotenmetastastasen (p=0.015).
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3.6 Prognostischer Wert der TNF-o Expression bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom

Um Unterschiede des Gesamtliberlebens nach erfolgreicher, kurativer RO
Resektion zu analysieren, wurden die Patienten zunachst in 2 Gruppen
(Tumorrezidiv ja oder nein) unterteilt. Positiver Lymphknotenstatus (N+,
p<0.0001, Hazard Ratio (HR) = 0.1098, 95% Kl = 0.05565 - 0.2167),
fortgeschrittene Tiefeninvasion (pT3/4, p<0.0001, HR = 0.1089, 95% Kl =
0.05397 - 0.2199), Grading (G3/4, p<0.0001, HR = 0.2418, 95% Kl = 0.1157 -
0.5055) und hohe TNF-a Expression (x > 26%; n=52, p = 0.0002, HR = 0.2835,
95% Kl = 0.1476 - 0.5447) konnten mit signifikant schlechterem Uberleben bei
univariater Analyse aller Tumore assoziiert werden (Abbildung 7, Tabelle 3). Die
multivariate Analyse ermittelt durch das Cox-Hazard-Modell zeigte positiven
Lymphknotenstatus (N+), fortgeschrittene Tiefeninvasion (pT3/4), hohe TNF-a
Expression (x = 26%), jedoch nicht das Grading (G3/4) als unabhangige
prognostische Faktoren aller analysierten Tumore (N+: Exp (b) 6.4391; 95% Kl
von Exp (b) 2.6649 - 15.5585; p <0.0001; pT3/4: Exp (b) 3.8363; 95% KI von
Exp (b) 1.8550-7.9341; p = 0.0003086; hohe TNF-a expression: Exp (b)
3.1064; 95% Kl von Exp (b) 1.4686 - 6.5705; p = 0.003174).
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Analyse: Patienten mit niedriger TNF-o. Expression durch kolorektale Tumorzellen
uberlebten signifikant Ianger als Patienten mit hoher TNF-a. Expression (p=0,0002). Vertikale Linien zeigen zensierte
Falle (Falle gelten als zensiert, wenn sie bis zum Ende der Beobachtungszeit noch keinen Rickfall - Rezidiv/
tumorbedingter Tod erlitten haben). Abszisse zeigt Monate nach erolgreicher RO-Resektion.
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4 Diskussion

Welche Bedeutung hat die TNF-a Expression durch Tumorzellen des

kolorektalen Karzinoms?

Far Tumorinitiation und -progression mussen entartete Zellen Wege finden, um
einer effektiven Anti-Tumor-Antwort zu entgehen. Tumorzellen haben in diesem
Zusammenhang mehrere Escape-Mechanismen entwickelt. Ein Mechanismus
ist die Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-o entarteter
Tumorzellen. TNF-a ist in der Lage, das Tumorwachstum Uber die Induktion
inflammatorischer Mediatoren (Zytokine, Chemokine) zu fordern oder
moglicherweise Apoptose in TILs zu induzieren. TNF-a Expression durch
Tumorzellen ermoglicht aber auch, sowohl autokrin als auch parakrin das

Tumorwachstum zu fordern.

Welche Bedeutung besitzt die Analyse tumor-infiltrierender Lymphozyten
(TILs)?

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine TNF-R1 Expression CD8+ TILs
bereits in der Frihphase der Tumorprogression (UICC I/ll) in unmittelbarer
Nachbarschaft des Tumors. Dies konnte auf zunehmende Apoptose CD8+ TILs
durch das TNF-a—TNF-R1 System bei Tumorprogression hinweisen. Uber
diesen Signalweg ist eine Unterstitzung des inflammatorischen Mikromileus
ebenfalls denkbar. Beide Mechanismen fUhren zum Wachstumsvorteil des

Tumors und verhindern eine effektive Anti-Tumor-Antwort.

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von TNF-o beim

kolorektalen Karzinom und dem Uberleben der Patienten?

In der vorliegenden Studie wurde bei der TNF-a Expression durch Tumorzellen
ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der Prognose bei Patienten mit

kolorektalem Karzinom festgestellt. Die Patienten mit hoher TNF-a Expression
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kolorektaler Tumorzellen hatten eine schlechtere Prognose als die Patienten mit
niedriger TNF-a Expression. Die TNF-o Expression kolorektaler Tumorzellen

hat somit prognostischer Wert und besitzt therapeutische Implikation.

Welche Schlussfolgerungen ergeben sich aus der Analyse der

TNF-a Expression fur die klinische Praxis bei Tumorpatienten?

Unter Betrachtung der eigenen Ergebnisse sowie bislang publizierter
Studienergebnisse Uber das kolorektale Karzinom, koénnten sich in Zukunft
vielversprechende Behandlungswege ergeben. So gibt es beispielsweise
Bemuhungen, eine verstarkte Apoptose in den Tumorzellen durch die
Applikation Apoptose-auslosender Zytokine zu induzieren. Es gibt bisher jedoch
wegen extremer toxischer Nebenwirkungen keine Moglichkeit, TNF-o oder
andere Apoptose-induzierende Medikamente in der Klinik zu verwenden.
Unsere Studie liefert jedoch erstmalig die Assoziation erhdohter TNF-a
Expression kolorektaler Tumorzellen bei Patienten mit Tumorrezidiv und
positivem Lymphknotenstatus. Somit ware der Ansatzpunkt einer Anti-TNF-a-
Therapie bei Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom denkbar.
Die Mdglichkeit Uber das TNF-a—TNF-R1 System in die Tumorprogression
einzugreifen, stellt sich nach den gefundenen eigenen Ergebnissen
zusammenfassend als eine vielversprechende Strategie dar. Die Verwendung
dieser sogenannten Biologicals (z.B. Etanercept, Infliximab) bleibt jedoch unter
dem Aspekt einer geringfugig erhdohten Lymphominzidenz gegenlber der

Normalbevolkerung auch als kritisch zu bewerten.
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In der vorliegenden Studie konzentrierte sich die Analyse auf die
proinflammatorische Rolle der TNF-a Expression kolorektaler Tumorzellen bei
Tumorprogression (Invasion, Metastasierung), sowie einer moglichen
Apotoseinduktion TNF-R1 exprimierender tumorinfiltrierender Lymphozyten
(TILs) als potentiellen Tumor-Escape-Mechanismus.

Die Entwicklung von Tumoren wurde bereits vor 10 Jahren durch sechs
zellphysiologische Veranderungen beschrieben, den sogenannten "Hallmarks of
cancer’ [15, 48]. Diese konnne als Selbstversorgung mit Wachstumssignalen,
Unempfindlichkeit gegenuber Antiwachstumssignalen, Resistenz gegenlber
Apoptose, unbegrenztes Replikationspotential, Fahigkeit zur Angiogenese,
sowie Fahigkeit zur Invasion und Metastasenbildung beschrieben werden.
Zahlreiche klinische Studien und experimentelle Versuche geben Hinweise auf
ein weiteres, siebtes "Hallmark of cancer’. Eine chronische, persistierende
Entzundungsreaktion kann mit zahlreichen, jedoch nicht allen Tumorentitaten in
Verbindung gebracht werden [49, 50]. Bereits 1863 nahm Virchow eine
chronische Entzandungsreaktion im Tumorgewebe an. Seine Hypothese
basierte auf einer Gruppe von Irritationsfaktoren, die zusammen mit der
initiierten Entziindungsreaktion das Zellwachstum stimuliert [51]. Proliferierende
Zellen, wie Tumorzellen, erleiden DNA Schaden and mutagene Angriffe und
proliferieren in einem entzindungsreichen, mit Wachstums- und
Uberlebensfaktoren angereicherten Gewebe, welches das Tumorwachstum
stimulieren kann.

Der metastatische Prozess besteht aus abnehmender Tumoradharenz, lokaler
Invasion, Angiogenese, Uberleben in der (Blut-) Zirkulation, Adh&renz an Endo-
thelzellen und schlieBlich Proliferation in verschiedenen Organen. In jedem
Schritt der Tumorinitiation und -progression sind kausale Molekile identifiziert
worden: diese schlieBen Adhasionsmolekile, verschiedene Wachstumsfakto-
ren, Matrixdegradierungsenzyme und Motilitatsfaktoren ein [52-54]. Der inflam-
matorische Stimulus durch die Signalwege des TNF-a—TNF-R1-Systems konn-
te bei diesen Prozessen als Mechanismus gezeigt werden. Die Ergebnisse ei-
ner erhdhten TNF-a Protein- und Genexpression bei Beteiligung an Tumorpro-

gression und Metastasierung stimmen mit den Ergebnissen weiterer klinischer
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Studien und experimentellen Ansatzen Uberein [55-62]. Unsere Analyse zeigt
eine signifikant erhdhte TNF-a Expression bei Patienten mit Tumorrezidiv sowie
bei Patienten mit Tumorrezidiven und positivem Lymphknotenstatus verglichen
mit Patienten ohne Tumorrezidiv und positivem Lymphknotenstatus. Auf der
Basis dieses Ergebnisses wird eine Beteiligung des TNF-a—TNF-R1-Systems
bei Tumorezidiven sowie Metastasierung vermutet.

Der exakte Mechanismus der Metastasierung bleibt zwar unklar, jedoch werden
in den letzten Jahren Schwerpunkte im Bereich der Erforschung dieses Gebiets
gesetzt, da dies die Hauptursache der Tumorsterblichkeit bleibt. Die komplexe
und hochselektive Kaskade der Metastasierung hangt nicht nur von den
Tumorzelleigenschaften ab, sondern auch vom (entzindlichen) Mikromileu in
dem sie sich befinden. Dieses entzundliche Mikromileu besteht aus
proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren die
ihrerseits wiederum den Metastasierungsprozess begunstigen [57, 63]. Unsere
Ergebnisse erhohter TNF-a Expression bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom stimmen mit diesen Erkenntnissen tUberein.

Im Verlaufe eines Entzindugsprozesses werden zahlreiche Proteine
(Adhasionsmolekule, proinflammatorische  Zytokine, @ Chemokine  und
Wachstumsfaktoren) exprimiert, die Immunzellen Migration erméglichen [49-51,
64]. Tumore nutzen genau diese Mechanismen, Nachbarstrukturen zu
infilrieren. TNF-a ist ein sehr potentes proinflammatorisches Zytokin, das von
Tumoren exprimiert werden kann und Signalkaskaden initiiert, die wiederum
das entzlindliche Mikromileu beglnstigen und den Metastasierungsprozess
fordern [65-67]. In einem Tiermodell zur Erforschung von Lungenmetastasen
beim malignen Melanom konnte dieser Prozess sehr deutlich gezeigt werden.
Blockierung von TNF-a fuhrte daruber hinaus zu einer signifikanten Reduktion
von Lungenmetastasen [68]. Diese Analysen geben deutliche Hinweise auf die
Beteiligung von TNF-a beim Metastasierungsprozess [69]. Die Ergebnisse
unserer Studie bei Patienten mit kolorektalem Karzinom zeigen eine
Assoziation erhohter TNF-a Expression mit Tumorprogression und reduziertem
tumorbedingten Uberleben. Diese TNF-a Expression konnte fast ausschlieBlich

mit Tumorzellen in Verbindung gebracht werden und nicht mit TILs des
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desmoplastischen Stromas, die mdglicherweise eine effektive Anti-Tumor-
Antwort einleiten koénnten. Dies kann als ein effektiver Tumor-Escape-
Mechanismus beschrieben werden [27]. Auf der Basis der Immunfluoreszenz-
Doppelmarkierung vermuten wir Uber den TNF-a/TNF-R1 Mechanismus eine
apoptotische Depletion CD8+ T-Zellen. Eine effektive Anti-Tumor-Antwort kann
so verhindert werden und fihrt zu einem Wachstumsvorteil des Tumors.
Daruber hinaus konnen uber diesen Mechanismus proinflammatorische Stimuli
des entzindlichen Mikromileu gefordert werden, die ihrerseits den
Metastasierungsprozess fordern und / oder zur Chemotaxis weiterer
Immunzellen flhren [40].

Ursprunglich wurde vermutet, dass TNF-a selbst zur erfolgreichen Anti-Tumor-
Antwort zukunftiger Krebstherapien beitragen konne. Der therapeutische
Einsatz diese Zytokins blieb jedoch auf Grund seiner toxischen Eigenschaften
erfolglos und ungeeignet fur die klinische Anwendung [70-73]. Daher hat der
therapeutische Nutzen dieses Zytokins klare Beschrankungen und kann
langerfristig sogar schadlich sein. Im Falle der Therapie des malignen
Melanoms konnten hierbei sogar sehr resistente und aggressive Rezidive
beobachtet werden [74].

Die Assoziation des Entzindungsprozesses mit Tumorprogression besteht
heute zweifellos [49-51, 64], wobei dem Zytokin TNF-a eine SchlUsselrolle
zugesprochen wird [34] und daher im Fokus neuer effektiver Anti-Tumor-
Therapien steht. Therapeutisch werden Anti-TNF-a-Therapien bereits
erfolgreich bei Patienten mit rheumatoiden Grunderkrankungen eingesetzt
(rheumatoide Arthritis, rA) [75]. Andererseits ist dieses Zytokin auch bei einer
effektiven Anti-Tumor-Antwort beteiligt und bei der Bekampfung von
Erkrankungen, vor allem auf die zellulare Immunantwort angewiesen sind (z.B.
Tuberkulose). Ein mogliches gering erhohtes Lymphomrisiko gegenuber der
Normalbevolkerung bei Anwendung von Anti-TNF-a-Therapien basierte nur auf
wenigen Fallen und sollte durch weitere Studien bestatigt werden [76]. Weil
TNF-a selbst nicht nur proinflammatorische Funktion besitzt sondern auch
Tumorprogression und Metastasierung begunstigt, wurden diese Anti-TNF-o-

Therapien als potentiell wirksam bei Tumorerkrankungen in Betracht gezogen
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[33, 77-81]. Unter BerUcksichtigung unserer Ergebnisse erhohter TNF-a
Expression bei Patienten mit Tumorrezidiv und positivem Lymphknotenstatus
gehen wir von einem erhOhten Metastasierungsrisiko durch einen
inflammatorischen Stimulus dieses Zytokins bei fortgeschrittenem kolorektalen
Karzinom aus. Die proinflammatorische Rolle von TNF-a durch kolorektale
Tumorzellen kdnnte ein Hinweis das siebte "Hallmark of cancer” angesehen
werden. Jedoch bleibt unter den diskutierten Aspekten der Einsatz einer Anti-
TNF-a-Therapie durch Biologicals beim metastasierten kolorektalen Karzinom
ein zweischneidiges Schwert.

Eine signifikante erhohte TNF-a Protein- und Genexpression konnte in
Gewebeproben kolorektaler Karzinome nachgewiesen werden, wobei eine
malig starke Korrelation beider Analysemethoden ersichtlich war. Sowohl die
immunhistochemische Analyse als auch die Genexpression durch RT-PCR
konnten mit Tumorprogression assoziiert werden. TNF-a Expression
kolorektaler Tumorzellen kann damit Multi-Step-Karzinogenese durch
proinflammatorische Stimuli, als auch weitere potentielle Tumor-Escape-
Mechanismen férdern, z.B. apoptotische Depletion CD8+ TILs, die fur eine
effektive Anti-Tumor-Antwort bendtigt werden. Die Ergebnisse dieser Studie
erweitern unser Verstandnis der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms.
Der Einsatz von Anti-TNF-a-Therapien beim metastasierten kolorektalen
Karzinom konnte eine vielversprechende Option bei Patienten mit

metastasiertem kolorektalen Karzinom und / oder Tumorrezidiv sein.
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5 Zusammenfassung

Fur Tumorprogression mussen entartete Zellen Wege finden, der effektiven
immunologischen Anti-Tumor-Antwort durch den menschlichen Organismus zu
entgehen. Tumorzellen haben dafur verschiedene, sogenannte Tumor-Escape-
Mechanismen entwickelt. Gegenstand dieser Arbeit war in diesem
Zusammenhang die Untersuchung des TNF-a—TNF-R1-Systems. Mit erhdhter
Expression des Apoptose-induzierenden Zytokins TNF-a durch Tumorzellen,
konnte ein signifikant schlechteres Gesamtuberleben bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom beobachtet werden. Weiterhin konnten in unmittelbarer
Umgebung TNF-a exprimierender Tumorzellen zahlreiche TNF-R1+/CD8+
Zellen gezeigt werden, die als Hinweis auf Apoptose tumor-infiltrierender
Lymphozyten angesehen werden konnen. Dieser Weg kann als Escape-
Mechanismus des Tumors verstanden werden. Die Verwendung potentieller
Anti-TNF-o-Biologicals (z.B. Etanercept, Infliximab) beim metastasierten
kolorektalen Karzinom bleibt jedoch unter dem Aspekt einer geringflgig
erhohten Lymphominzidenz gegenuber der Normalbevdlkerung auch als kritisch
zu bewerten.

Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit  zusatzlichen Einblick in  die
Regulationsmechanismen, die verantwortlich fur die Immunsuppression durch
kolorektale Karzinome sein konnen. Diese basiswissenschaftlichen
Erkenntnisse stellen eine mogliche Grundlage neuer Behandlungsmaoglichkeiten

metastasierter kolorektaler Karzinome dar, die weiter erforscht werden sollten.
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