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1. EINLEITUNG

1.1. Grundlagen

1.1.1. Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom (KRK) gehort zu den hédufigsten Malignomen und ist
mafgeblich an der Krebs verursachten Morbiditit und Mortalitéit beteiligt. Trotz groBer
Fortschritte sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie der Krankheit, blieb die
Mortalitit nahezu unveréindert innerhalb der letzten 20 Jahre. In Deutschland steht es an
erster Stelle der Tumoren des Gastrointestinaltraktes. Jahrlich wird eine Inzidenz von
ca. 50 je 100.000 Einwohner angegeben, davon betreffen ca. 17 Sterbefille pro 100.000
Einwohner das Rektumkarzinom (1). Betrachtet man die Gesamtheit aller Tumoren,
steht das KRK an zweiter Stelle sowohl bei Ménnern (nach dem Bronchialkarzinom) als
auch bei Frauen (nach dem Mammakarzinom) (2, 3) . 90 % der KRK finden sich nach
dem 50. Lebensjahr und nur vereinzelte Fille vor dem 40. Lebensjahr. Der
Hiufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr, wobei Ménner etwas

hiufiger betroffen sind als Frauen (4).

1.1.2. Anatomie

Als Kolonkarzinome gelten Tumore, deren aboraler Rand mehr als 16 cm von der
Anokutanlinie entfernt ist (5). Somit umfasst dies folgende Abschnitte: Zokum mit
Ileozokalklappe, Kolon ascendens, Flexura hepatica, Kolon transversum, Flexura
lienalis, Kolon descendens und Sigma. Die arterielle Blutversorgung erfolgt fiir das
rechte Kolon und das Querkolon iiber die Arteria mesenterica superior (A. mesent.
sup.), wihrend die Abschnitte distal der Flexura lienalis {iber die Arteria mesenterica
inferior (A. mesent. inf.) versorgt werden. Die vendse Drainage des rechten Hemikolon
und Transversum erfolgt prinzipiell den art. Gefidflen, wihrend sich der Blutriickstrom
aus dem linken Hemikolon in der Vena mesenterica inferior (V. mesent. inf.) sammelt,
mit der V. lienalis konfluiert und sich anschlieBend wie die V. mesent. sup. in die
Pfortader ergiet. Der Lymphabfluss erfolgt ebenfalls entlang der Arterien und

durchliuft 4 Stationen: epikolisch, parakolisch, intermediér und zentral (aortennah).



Fiir das Rektumkarzinom gilt definitionsgemél, dass der aborale Rand 16 c¢cm oder
weniger von der Anokutanlinie entfernt ist (5). Es findet eine Einteilung in das obere,
mittlere und untere Rektumdrittel statt; dementsprechend erfolgt auch die arterielle
Blutversorgung iiber die Arteria rectalis superior, media und inferior. Das vendse Blut
flieBt aus den oberen Rektalgefidfen iiber die V. mesent. inf. in die Pfortader und die
mittleren und unteren RektalgefiBle miinden iiber die V. iliaca interna in die untere
Hohlvene. Die lymphogene Drainage geschieht in 2 Richtungen: Tumoren des oberen
und mittleren Rektumdrittels drainieren vorwiegend entlang der Rectalis-superior-
Gefile, diejenigen im unteren Rektumdrittel draineren nach kranial und lateral entlang
der Rectalis-media Gefde. Lymphbahnblockaden koénnen auch eine retrograde

Drainage bewirken.

Entsprechend der Blut- und Lymphdrainage lassen sich die Metastasierungswege
erkldren: die himatogene Metastasierung folgt dem vendsen Abfluss iiber die V. portae
in die Leber und nur beim distalen Rektumkarzinom iiber die V. cava inf. primir in die
Lunge. Leber (75%) und Lunge (15%) sind demnach am hiufigsten betroffen und erst
danach die anderen Organe (Kaskadentheorie). Bei 25% sind bereits zum
Diagnosezeitpunkt Lebermetastasen zu finden und bei mehr als 50% entwickeln sich

diese im Laufe der Zeit (6).

Die lymphogene Ausbreitung des Rektumkarzinoms verlduft iiber 3 Metastasenstral3en
je nach Sitz des Tumors. Tumoren des oberen Drittels infiltrieren hauptsidchlich die
paraaortalen Lymphknoten, je weiter distal die Lokalisation ist, sind zusitzlich
Beckenwand- (iliakale) und inguinale Lymphknoten betroffen. Die befallenen
Lymphknoten des Kolonkarzinoms infolge lymphogener Metastasierung liegen

epikolisch, parakolisch, intermediér und aortennah.

In den letzten Jahren wurde eine zunehmende ,Rechtsverschiebung“ des KRK
beobachtet mit einem selteneren Befall des linken Hemikolon und Rektum und einer
relativen Zunahme im rechten Hemikolon (7). Dies konnte bedeutende Auswirkungen
haben fiir das Screening. Andere Studien jedoch zeigen nur eine allgemeine Zunahme
der Tumorinzidenz in allen Darmabschnitten auf, ohne eine spezielle

,Rechtsverschiebung* (8).



1.1.3. Atiologie

Das KRK unterliegt einer multifaktoriellen Genese: die Tatsache, dass weltweit die
Inzidenz des KRK sehr variiert, spricht stark fiir die EinfluBnahme von Umweltfaktoren
an dieser Erkrankung. So gelten fettreiche und fleischreiche (v.a. rohes Fleisch)
Nahrung als gesicherte Risikofaktoren bei der Entstehung. Moglicherweise spielt auch
ballaststoffarme Kost eine Rolle, die aufgrund ihrer lingeren Verweildauer im Kolon
die Finwirkung von Karzinogenen begiinstigt (9). Generell sind Fettleibigkeit und
mangelnde sportliche Aktivitit mit einem erhohten Risiko verbunden (10). Desweiteren
haben Alkohol- und Nikotinkonsum negativen Einfluf auf die Adenom-Karzinom-

Sequenz und begiinstigen die Tumorentstehung.

Einen protektiven Einflufl dagegen zeigen sowohl Pflanzenfasern (11) als auch Calcium
und Vitamin D (12). Weitere Studien bekriftigen eine chemoprotektive EinfluBnahme
von Nichtsteroidalen antiinflammatorischen Medikamenten (NSAID), insbesondere
Cyclooxygenase-2 (COX-2) Inhibitoren. COX-2 ist bei 85-90% der KRK erhoht,
wihrend COX-1 unverdndert erscheint. Bei regelmiBiger Einnahme von COX-2
Inhibitoren ist eine 40-50%ige Reduktion des kolorektalen Karzinomrisikos zu sehen;
der Wirkmechanismus 148t sich zum einen durch die Veridnderung einer Anzahl an
Signaltransduktionswegen erkldren, zum anderen fithren COX-2 Inhibitoren zu einer

Zunahme der Apoptose (13, 14).

Dariiber hinaus gilt auch eine ausgeprigte und langwierig bestehende Colitis ulcerosa
als Risikofaktor und ist damit eine Risikoerkrankung (15). Eine rechtzeitige
Intervention durch medikamentdse Behandlung, chirurgische Therapie und

engmaschige Nachsorge kann das Risiko jedoch erheblich senken.

Das KRK entsteht zu 90% sporadisch, wihrend die restlichen 5-10% hereditir bedingt
sind. Die genetischen Faktoren sind nicht unbedeutend: Die haufigste Form der
hereditiren Kolorektalkarzinomsyndrome ist das hereditire nichtpolypose kolorektale
Karzinom (HNPCC), die familidre adenomatdse Polyposis (FAP) kommt wesentlich
seltener vor (16). Ursache fiir die FAP ist eine Mutation des Adenoma-polyposis-coli-
(APC-) Gens, welches autosomal-dominant vererbt wird (17). Schon im Alter von 30
Jahren entwickeln sich bei betroffenen Individuen viele Polypen in Kolon und Rektum

und mit dem 40. Lebensjahr ist das Fortschreiten bis zum Karzinom meist erreicht (18).



Eine Kolektomie im Alter von 20 Jahren scheint die einzigste karzinompriventive
Mafinahme zu sein; dennoch bleibt ein erhohtes Risiko fiir Duodenum- und
Desmoidtumoren bestehen. Ursédchlich fiir das HNPCC (Lynch-Syndrom) ist eine
Mutation auf der DNS der ,Missmatch-repairMMR)-Gene, von denen derzeit 5
bekannt sind (19). Aufgrund der inaktivierten MMR-Gene kann eine fehlerhaft
replizierte DNS nicht mehr repariert werden, es kommt zur Ansammlung von
Genmutationen und die Zellproliferation kann direkt beeinfluit werden. Das Lynch-
Syndrom hat zudem ein erhohtes Risiko fiir extrakolonische Neoplasien (20, 21). Mit
>30% 1ist davon insbesondere das Endometriumkarzinom betroffen, gefolgt von
Ovarialkarzinom, Magen-, Urothel- und Pankreaskarzinom. Nicht zuletzt ist auch das

Vorhandensein einer positiven Familienanamnese fiir das KRK bedeutend.

1.1.4. Pathogenese

Ausgangspunkt fiir die Entstehung ist die Adenom-Karzinom-Sequenz. Zahlreiche
genetische Veridnderungen fithren zu einer malignen Transformation und letzlich zur
Tumorprogression. Dieses nach Vogelstein erstmals beschriebene
Tumorprogressionsmodell durchlduft einen mehrstufigen Prozess (18, 22, 23). Die
molekularbiologischen Alterationen werden durch zwei Genklassen verursacht: dabei
handelt es sich zum einen um eine Aktivierung von Onkogenen (K-Ras-Gene) und zum
anderen um einen Verlust von Tumorsuppressor-Genen (APC-, DCC-, p53-Gene). Die
Aktivierung der Proto-Onkogene kann durch mehrere Mechanismen erfolgen wie
Punktmutationen, Rekombinationen oder durch einen Verlust der
Promotormethylierung. Tumorsuppressor-Gene verhindern das Zellwachstum. Sie
verlieren in der Regel ihre Funktion durch Mutation, Genverlust oder

Promotormethylierung (24).

Die Inaktivierung des APC-Genes (Chromosom 5q) spielt schon am Anfang der
Sequenz bei der Enstehung der Adenome eine Rolle. Der Verlust des APC-Genes fiihrt
zu erhohten B-Catenin-Spiegeln, was sich ungiinstig auf die Regulation des Zellzyklus
und des Zellwachstums auswirkt und auch die Apoptose verhindert. Fraglich ist, ob sich
die APC Abnormalititen nicht auch negativ auf die E-Cadherine, welche die Zell-
Adhisionskontake herstellen, auswirken (24). Ebenso am Anfang der Sequenz erfolgt

die Aktivierung von K-ras Proto-Onkogenen (Chromosom 12p), die mitverantwortlich



sind fiir die Signaltransduktion, das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung (25).
Das DDC(deleted in coclorectal carcinoma)-Gen zeigt eine Deletion auf Chromosom
18q und ist bei Karzinomen wesentlich hiufiger zu finden als bei Adenomen, was fiir
ein relativ spites Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz spricht (22). Das Fehlen
des Proteinproduktes des DDC-Gens reduziert die intrazelluliren Konktakte und
begiinstigt damit das Loslosen und Metastasieren von Zellen (18). Das
Tumorsuppressor-Gen p53 (Chromosom 17p) steht ganz am Ende der Sequenz. Seine
Funktion besteht darin, beschidigte DNA an der Replikation zu hindern und die
Apoptose zu regulieren (24). Seine Inaktivierung bedingt daher eine starke Progression

vom Adenom zum Karzinom.

Beispiel: Kolon-Adenom-Karzinom Sequenz

Chromosom 5q 12p 18q Weitere
Alteration Verlust Aktivierung Verlust Verander-
Gen APC K-ras DCC ungen

~ A A

Normale | Hyper-

Kolon- proliferative Karzi- Metasta-
Schleim- | Schleimhaut nom sierung

haut

Abb. 1: Adenom-Karzinom-Sequenz: Der Verlust der funktionellen Integritit des p53-Gens fiihrt im
Adenom zur Entwicklung eines Karzinoms



1.1.5. Pathologie und Tumorklassifikation

Makroskopisch bestehen 4 Wachstumsformen des KRK: das ulzerose Karzinom wichst
entweder zirkuldr oder oval und infiltriert die Darmwand in der Regel tief. Sowohl eine
friihe lymphatische Meatastasierung als auch tumorbedingte Wandperforation sind
hierfiir charakteristisch. Der polypoide Typ hingegen wichst hédufig gelappt, infiltriert
die Wand nicht so tief und wird vor allem in Zokum und Kolon ascendens gefunden.
Die zirkuldr wachsende Form nimmt die ganze Wandzirkumferenz ein und kann des
oOfteren Stenosen ausbilden, was sich naturgemif hiufig als lleus duBlert; diese Art von
Karzinom liegt meistens im Kolon transversum, Kolon descendens und im Rektum vor.
Nur ganz selten wichst das KRK diffus und infiltriert iiber groBere Areale hinweg die

Darmwand.

Histologisch handelt es sich so gut wie immer um ein Adenokarzinom. Die
histopathologische Beschreibung des Differenzierungsgrades (Grading) benutzt ein
Numerierungssystem von 1-4 (G1-G4) entsprechend der Adjektive: gut, midBig, schlecht
und undifferenziert. Weiter konnen die Karzinome auch in Low-grade-Karzinome (G1,

G2) und High-grade-Karzinome (G3, G4) eingeteilt werden.

Dukes konnte schon sehr frith nachweisen, dass das Grading unmittelbar mit dem
Ausmall von Lymphknoten- und Fernmetastasierung zusammenhingt (26, 27).
Desweiteren wurde spiter festgestellt, dass auch die Wahrscheinlichkeit vendser und
lymphatischer Gefif3einbriiche und die lokale Tumorausdehnung mit dem Schweregrad

der Differenzierung korrelieren.

Fiir die Stadieneinteilung wird die 1932 von Dukes vorgeschlagene und spiter auch von
Astler und Coller (28) modifizierte Stadieneinteilung verwendet, wobei die TNM-

Tumorklassifikation nach UICC heute weitaus gebriuchlicher ist (29, 30).
TNM-System (Tumor-Node-Metastasis-System):

T1-4: Ausmal} der Tumorinfiltration

NO-2: AusmaB der Lymphknotenmetastasierung

MO-1: fehlende oder vorhandene Metastasen



Diese Klassifikation ist weltweit anerkannt und ermdglicht eine einheitliche Einteilung;

auf dieser Basis konnen auch Vergleiche beziiglich der Primirdiagnose vorgenommen

werden.
TNM Beschreibung
Tis Carcinoma in situ
T1 Mucosa und Submucosa befallen
T2 Muscularis propria befallen
T3 Subserosa befallen
T4 angrenzende Organe befallen
NO keine regionédren Lymphknoten befallen
N1 angrenzende Lymphknoten befallen
N2 entfernte Lymphknoten befallen
Mo keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
UICC Stadium
MO M1
PNO pN1 pPN2
pT1 St. | St. lll A St.llC St. IV
pT2
pT3 St. 1l A St.lll B
pT4 St.1IB

Abb. 2: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC (iiberarbeitete Version von 2003)



1.2. Symptomatologie

Die Karzinome des Kolons und Rektums wachsen oft langsam und persistieren
manchmal iiber Jahre bevor Beschwerden auftreten. Klinisch prisentieren sich diese
Tumore vielfiltig und sind von verschiedenen Faktoren abhingig. Die Symptome
stehen in gewissem Zusammenhang mit der Lokalisation der Tumore: Tumore des
proximalen Kolons wachsen oft linger asymptomatisch, wihrend die Karzinome des
distalen Kolons und Rektums viel frither Symptome zeigen. Fiir das proximale Kolon ist
desweiteren eine Obstruktion aufgrund des im Vergleich zum distalen Kolon groferen
Durchmessers eher selten, wohingegen im distalen Kolon 6fters mit einer Obstruktion

zu rechnen ist (31).

Prinzipiell fithren Tumore des KRK zu akuten und chronischen Symptomen. Das
hiufigste Symptom in einer chronischen Situation ist die Veridnderungen von
Stuhlgewohnheiten. Sehr hédufig wird iiber abdominelle Schmerzen geklagt, wobei ein
kolikartiger Schmerzcharakter fiir eine Obstruktion richtungsweisend sein kann.
Peranaler Blutabgang ist ebenso auffillig; hierfiir gilt je weiter proximal die Lision
liegt, desto okkulter wird das Blut und je weiter distal desto hellroter ist die
Blutbeimengung. Die Folgen des Blutverlustes konnen sich in einer hypochromen
normozytiren Andmie duBlern, oft als einzigen Befund bei sonst beschwerdefreien
Patienten. Gelegentlich kommt auch analer Schleimabgang vor. Gewichtsverlust ist eher
unspezifisch und erst bei sehr starkem Verlust ist dann bereits an Metastasen zu denken.

Sind Patienten sehr schlank, kann der Tumor eventuell sogar palpiert werden.

Nur sehr selten prisentiert sich das KRK als Notfall und bedarf dann eines
notfallmiBigen chirurgischen Eingriffes. Hierbei handelt es sich dann entweder um
einen Dickdarmileus oder um eine tumorbedingte Wandperforation mit konsekutiver

Peritonitis.
1.3. Diagnostik

1.3.1. Screening

Screeningprogramme haben zum Ziel, Karzinomdiagnosen in einem frithen Stadium zu

erfassen und damit die Heilungschancen zu erhohen. Die American Cancer Society



empfielt deshalb ein generelles Screening jenseits des 50. Lebensjahres fiir
asymptomatische Individuen (32). Bei Risikogruppen hingegen ist allgemein akzeptiert,

dass das Screening bereits vor dem 50. Lebensjahr stattfindet.

Prioperative Untersuchung

Eine prioperative Untersuchung zielt darauf ab, den Primidrtumor und dessen
Ausbreitung weitgehend zu charakterisieren, um entsprechendes Therapieverfahren
einleiten zu konnen. Nach ausfiihrlich erfolgter Anamnese folgt die klinische
Untersuchung, zu welcher die digitale Rektumuntersuchung, Inspektion, Palpation und
Auskultation des Abdomens gehoren. Weiterhin gehort zur Standarduntersuchung fiir
das KRK die Koloskopie mit Biopsieentnahme. Sollte ein distaler Tumor endoskopisch
bereits gesichert sein, ist eine totale Koloskopie dennoch sinnvoll, um einen Zweittumor
auszuschlieBen, was in 2-3% der Fille auftritt. Ist dies aufgrund eines stenosierenden
Prozesses zu diesem Zeitpunkt nicht moglich, sollte es dennoch spitestens 6 Monate
nach der Operation durchgefiihrt werden. Weitere Alternativen zur Koloskopie sind der
Kolondoppelkontrasteinlauf (Kolon-KE) und die Rektoskopie. Speziell fiir das
Rektumkarzinom besteht auch die Moglichkeit einer endorektalen Sonographie; diese
ermoglicht es, die Penetrationstiefe eines Tumors nach dem TNM-System festzulegen
(33). Weiter ist fiir das Rektumkarzinom die Computertomographie (CT) eine absolute
Indikation, da das Therapieverfahren von der Tumorinfiltration in die umliegenden
Organe entscheidend abhiingt. Dariiber hinaus kénnen mit dem CT auch fokale Herde
der Leber erfasst werden (34). Zur weiteren Untersuchung auf Metastasen sind die

Sonographie der Leber und die Rontgenthoraxaufnahme in 2 Ebenen empfehlenswert.

Neben dem iiblichen Routinelabor sollten pridoperativ auch Serumwerte fiir die
Tumormarker abgenommen werden. Tumormarker im allgemeinen sind korpereigene
Substanzen, deren erhohte Konzentrationen RiickschliiBe auf das Vorliegen, den
Verlauf oder die Prognose der Tumorerkrankung ermdglichen (35). Fiir das KRK
eignen sich besonders das Carcinoembryonale Antigen (CEA) und das

Carbohydratantigen 19-9 (CA 19-9) in Kombination miteinander (36).

Das CEA umfasst eine Gruppe heterogener Zelloberflichenglykoproteine mit noch
unklarer Funktion. CEA ist auch bei gesunden Personen in niedrigen Konzentrationen

nachzuweisen (1,5-5,0 ng/ml), wird aber auch in Zellen unterschiedlicher Karzinome,



ganz besonders bei Karzinomen des Gastrointestinaltraktes, sehr stark exprimiert. Beim
KRK sind besonders hohe Konzentrationen zu finden. Das CA 19-9 ist ein Glykolipid,
leitet sich vom Lewis-Blutgruppensystem ab und hat einen oberen Grenzwert von 37

U/ml.

Beim Finsatz von Tumormarkern in der Therapieiiberwachung ist die initiale
Bestimmung der Ausgangswerte bedeutend, denn nur so kann die Therapie anhand der
Tumormarkerverldufe = sachgerecht  beurteilt ~ werden.  Sowohl  fiir  die
Therapieiiberwachung als auch fiir die Nachsorge zur Rezidivfriiherkennung ist die
Kenntnis der biologischen Eliminationshalbwertszeiten der Tumormarker von zentraler
Bedeutung; anhand dieser konnen die Folgebestimmungen verniinftig geplant werden.
Bei der Verlaufsbeurteilung miissen unbedingt auch mogliche Storfaktoren
beriicksichtigt werden. Dazu gehoren unter anderem die analytische Varianz und die
individuell biologische Varianz. Ebenso von groBer praktischer Bedeutung ist die
konstante Verwendung von gleichem Testbesteck. Auch sollte beriicksichtigt werden,
dass unmittelbar nach der Operation, aber auch nach Chemo- oder Strahlentherapie,
Tumormarker aus dem zerfallenen Tumorgewebe freigestzt werden, was natiirlich zu
filschlich hohen Werten fiihrt. Die Notwendigkeit einer Bluttransfusion kann durch den
Verdiinnungseffekt auch zu filschlich niedrigen Werten fithren. Nicht zuletzt sollte
auch erwihnt werden, dass Raucher erhthte CEA Werte bis 20 ng/ml aufweisen

konnen.
1.4. Kurative Therapie - Operationsverfahren

Vor der Operation (OP) sollte der Patient selbstverstindlich iiber alle moglichen
Komplikationen und Risiken aufgeklirt werden. Er sollte insbesondere iiber das Risiko
einer Anastomoseninsuffizienz mit der Notwendigkeit eines spéteren Anlegen eines
Anus praeter informiert werden, als auch dariiber, dass das Karzinom in sehr
fortgeschrittenem Stadium nicht komplett reserziert werden kann und auch hier ein
kiinstlicher Darmausgang notwendig sein konnte. Die mechanische Reinigung des
Dickdarms vor der OP gehort genauso zum Standardvorgehen wie die perioperativ
verabreichte Einmaldosis eines Cephalosporins in Kombination mit einem

Metronidazolpriparat.
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1.4.1. Kolonkarzinome

Ublicherweise wird fiir den Zugang zum Abdomen die mediane Laparotomie gewihlt.
Ziel ist eine En-bloc-Resektion von tumortragendem Kolonabschnitt und Mesenterium
unter Einhaltung einer ausreichenden Sicherheitszone normalen Gewebes und unter
Mitnahme des regiondren Lymphabflulgebietes, ggf. unter Mitresektion infiltrierter
umgebender Organe. Je nach Tumorlokalisation bedeutet dies eine Hemikolektomie
rechts bzw. links, eine Transversumresektion oder eine Sigmaresektion. Zur Entfernung
des intramural gewachsenen Tumors ist ein Sicherheitsabstand von 2 cm nach oral und
aboral prinzipiell ausreichend. Der regiondre Lymphabfluf} erstreckt sich aber iiber ein
weit groBeres Gebiet; aus diesem Grund mufl die Resektion entlang des
Kolonschlauches entsprechend groBziigiger vorgenommen werden, damit der Tumor
zusammen mit den epikolischen, parakolischen aber auch intermedidren und zentralen
Lymphknoten en bloc entfernt werden kann. Da sich - wie zu Beginn bereits erwihnt -
der lymphatische Abflu nach dem Verlauf der arteriellen Gefile richtet, sollte die
Durchtrennung der arteriellen Gefidlle moglichst zentral erfolgen. Auf diese Art und
Weise konnen mehr tumorferne Lymphknoten entfernt werden. Dennoch konnte aber
bislang nicht bewiesen werden, dass mit dieser erweiterten Lymphadenektomie die
Prognose besser sei (37, 38). Um das Ausmall des Lymphknotenbefalls (N-Status)
adidquat beurteilen zu konnen, miissen mindestens 12 Lymphknoten histologisch
untersucht werden. Werden 14 Lymphknoten analysiert, steigt die diagnostische
Sicherheit beziiglich des N-Status (39). Um das intraoperative Metastasierungsrisiko
moglichst gering zu halten wurde 1967 von Turnball die ,no-touch“-Technik
entwickelt: hierbei sollen bereits vor der Tumormobilisation die ab- und zufiihrenden

GefiBe ligiert werden (40).

1.4.2. Rektumkarzinome

Die kurative Therapie des Rektumkarzinoms erfolgt in der Regel durch Resektion des
Tumors im Gesunden und durch eine partielle oder totale En-bloc-Entfernung des
Mesorektums und des regionidren Lymphabflussgebietes (5). Rektumkarzinome breiten
sich sowohl intramural (Submukosa, Muscularis propria) also auch extramural
(Mesorektum) aus. Die intramurale Ausbreitung erfolgt oft nur wenige Millimeter

jenseits des makroskopisch erkennbaren Tumorrandes, wohingegen viel hédufiger eine
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extramurale Ausbreitung in das Mesorektum stattfindet, besonders bei T3- und T4-
Tumoren. Bei Karzinomen des oberen Drittels sollte ein Sicherheitsabstand von 5 cm in
der Rektumwand nach aboral eingehalten werden und eine ebenso weit nach aboral
reichende Entfernung des Mesorektums. Bei Karzinomen der unteren zwei Drittel muf3
das Mesorektum komplett bis zur Puborektalschlinge entfernt werden (totale
mesorektale Exzision = TME) (41, 42). Eine TME senkt die Lokalrezidivrate ganz
entscheidend, in Deutschland von 39% auf 10% (43). Ein intramuraler
Sicherheitsabstand nach aboral von 2 cm ist hier ausreichend. Bei ,,High-grade-
Karzinomen* empfiehlt sich allerdings ein dementsprechend grof3erer Abstand (42). Zur
Einhaltung dieser Kriterien stehen folgende Verfahren zur Verfiigung, wobei die
Indikationsstellung unter anderem von der Tumorlokalisation, aber auch von der
TumorgroBe und anderen Faktoren abhingig ist. Befindet sich der Tumor im oberen
Drittel wird eine anteriore Rektumresektion durchgefiihrt, ist er im mittleren Drittel
wird hingegen die tiefe anteriore Rektumresektion bevorzugt. Nur bei Low-grade-T1-
Karzinomen ohne LymphgefidBinvasion im distalen Drittel kann auch eine transanale
Lokalexzision durchgefiihrt werden (44). Bei dieser Methode konnen die Risiken einer
radikalen Chirurgie umgangen werden. Diese oben genannten kontinenzerhaltenden
Verfahren sind generell anzustreben. Bei einer Tumorinfiltration des Sphinkters und
einem intramuralen Sicherheitsabstand kleiner 2 cm zwischen Tumorrand und Linea
dentata kann die Abdominoperineale Rektumextirpation (APR) mit Anlage eines
endstindigen Anus praeter (Kolostoma) nicht umgangen werden. Dies ist die radikalste
Form der Rektumresektion mit TME inklusive der Resektion des Sphinkterapparates
und des Beckenbodens. Allen Verfahren gemeinsam ist die Ligatur der Arteria
mesenterica inferior, zumindest unmittelbar distal des Abgangs der Arteria colica
sinistra, um die Resektion des gesamten lymphovaskulédren Stiels zu erleichtern und die

Rezidivrate und das Staging zu verbessern.
1.5. Postoperativer Verlauf

Sowohl auskultierbare Darmgeridusche ab dem 2. postoperativen Tag sowie Wind- und
Stuhlabgang ab dem 4. Tag nach der Operation sprechen fiir einen unkomplizierten
Verlauf. Es wird auf eine frithe perorale Ernédhrung beginnend mit Tee, Zwieback und

Suppe geachtet, die spiter auf leicht verdauliche Kost umgestellt wird.
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Weniger erwiinschenswert ist der komplizierte Verlauf, wobei hier chirurgische
(Nachblutung, Bauchwanddehiszenz, Anastomoseninsuffizienz, Fistelbildung,
intraabdominelle Abszesse) und nichtchirurgische Komplikationen (kardiopulmonales
System) unterschieden werden. Letztere kommen besonders hiufig bei Notfalleingriffen
vor. Wundinfekte sind heute aufgrund der modernen Operationstechnik und der
prophylaktischen Antibiotikagabe ein seltenes Ereignis (45). Die
Anastomoseninsuffizienz kommt hédufiger vor und fiihrt zu Fisteln und Abszessen, was
letztenendes bei einer schweren Peritonitis auch tddlich enden kann. Deshalb muf3 hier
so rasch als moglich durch eine Reoperation und antibiotische Therapie eingegriffen
werden. Aus bisherigen Erfahrungen kann der Riickschluss gezogen werden, dass je
niher die Anastomose beim Anus zu liegen kommt, das Risiko einer Insuffizienz auch

steigt.
1.6. Neoadjuvante Therapie

Bei T4-Tumoren des Rektums wird eine prioperative Radio- bzw. Radiochemotherapie
dann empfohlen, wenn aufgrund des pridoperativen Stagings eine R(O-Resektion nicht
erreichbar erscheint; die Intention ist dabei eine Reduktion der Tumorgrofle
(,,downstaging*). Ebenso ist die priaoperative Therapie bei Patienten mit RO-resektablem
Rektumkarzinom zur Senkung der Rezidivrate erwiesen. Ein Einfluss auf die

Langzeitprognose konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden (46).

Von Vorteil bei der priéoperativen Radiotherapie sind die geringeren toxischen
Nebenwirkungen, da sich prdoperativ weniger Darmschlingen im kleinen Becken
befinden als postoperativ. Der einzige Nachteil ist eine mogliche ,,Ubertherapie* eines

frithen Stadiums, falls es pridoperativ falsch eingestuft wurde.
1.7. Adjuvante Therapie

Adjuvante Therapien beabsichtigen, lokale Rezidive und Fernmetastasen zu senken und
so die Heilungschancen weiter zu verbessern. Vorraussetzung dafiir ist allerdings -
sowohl fiir das Kolon- als auch das Rektumkarzinom - eine RO-Resektion (kein

Residualtumor) des Primartumors.
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Fiir Patienten mit einem Kolonkarzinom im Stadium I oder II oder nach RO-Resektion
von Fernmetastasen ist eine adjuvante Therapie auBerhalb von Studien nicht induziert.
Erst bei nodal positiven Kolonkarzinomen im UICC Stadium III ist eine adjuvante
Chemotherapie induziert. Hierbei hat sich die 6-monatige Behandlung mit 5-Fluoruracil

(5-Fu) und Folinsdure (Leucovorin) nach dem Mayo-Schema sehr bewihrt (46, 47).

Patienten mit einem Rektumkarzinom im Stadium I oder nach RO-Resektion von
Lokalrezidiven oder Fernmetastasen sollten auflerhalb von Studien ebenfalls keiner
adjuvanten Therapie unterzogen werden. Fiir Tumoren im mittleren und unteren Drittel
im UICC Stadium II und Ill wird jedoch die postoperative Radiochemotherapie
empfohlen. Tumoren des oberen Rektumdrittels werden dagegen wie Kolonkarzinome
behandelt (48). Bereits mehrere Studien konnten die Vorziige einer postoperativen
Radiochemotherapie im UICC Stadium II und IIT als Behandlungsstandart im Vergleich
zu einer nicht behandelten Kontrollgruppe bestitigen. Die Ergebnisse sind ein
signifikant verlingertes 5-Jahres-Uberleben, einen Trend zu einer geringeren
Fernmetastasierung und nicht zuletzt eine signifikant verringerte Rate an Lokalrezidiven
(49). Ebenso zeigt die postoperative Radiochemotherapie im Vergleich zu einer
alleinigen postoperativen Bestrahlung eine Verbesserung des Uberlebens und eine
Senkung der Lokalrezidivrate auf (50). Dennoch ist der Stellenwert einer alleinigen

postoperativen Bestrahlung innerhalb der adjuvanten Therapie noch in Diskussion.

Nach neuesten FErkenntnissen kann nun die bisher mit einer 5-FU-Bolusgabe
durchgefiihrte Radiochemotherapie durch eine 5-FU-Dauerinfusion optimiert werden.
Durch eine Dauerinfusion wihrend der gesamten Bestrahlung kann das

Langzeitiiberleben erhoht werden (51).
1.8. Palliative Therapie und Residualtumorklassifikation

Indikation fiir eine palliative Therapie ist die R1- bzw. R2-Resektion des Priméirtumors.
Eine R1-Resektion bedeutet, dass der Primidrtumor bzw. die Fernmetastasen zwar
makroskopisch komplett entfernt wurden, histologsich jedoch an den Resektionsrindern
noch Tumor nachgewiesen werden kann. FEine R2-Resektion liegt vor, sobald der
Primirtumor bzw. die Fernmetastasen operativ nicht entfernt werden konnten oder nach

Meinung des Operateurs makroskopisch nicht komplett im Gesunden entfernt wurden.
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Residualtumorklassifikation:

RO = kein Residualtumor

R1 = mikroskopischer Residualtumor
R2 = makroskopischer Residualtumor

Bei diffusen, nicht resektablen Metastasen sollte eine Chemotherapie mit 5-FU und
Folinsdure nach dem Mayo-Schema durchgefiihrt werden. Bei inoperablem Kolon-

bzw. Rektumkarzinom besteht die Moglichkeit, einen Anus praeter naturalis anzulegen.
1.9. Prognose

Das KRK ist von vielen prognoserelevanten Faktoren abhingig. Deshalb ist es von
besonderem Interesse deren Bedeutung abzuwégen, um ein frithzeitiges therapeutisches
Eingreifen zu ermoglichen. Die derzeitige 5-Jahresiiberlebensrate fiir das
Kolonkarzinom betrigt im UICC Stadium I ca. 95%, im Stadium II 90%, im Stadium III
65% und im Stadium IV 5%. Fiir das Rektumkarzinom verhilt es sich ganz @hnlich
(UICC-Stadium I-1V): 95%, 85%, 55% und 5% (52).

1.10. Nachsorge

Die regelmiBige Nachsorgeuntersuchung dient der frithzeitigen
Tumorrezidiverkennung, erfasst aber auch Operationsfolgen und ermdglicht die

Beurteilung der Therapieergebnisse im Sinne einer Qualitdtskontrolle.

Bei Kolonkarzinompatienten mit geringem Risiko im Stadium I kann durch
regelmiBige Nachsorge kaum ein prognostischer Gewinn erwartet werden. Erst bei
Patienten mit erhohtem Rezidivrisiko im Stadium II und III scheint das
Nachsorgeschema sinnvoll zu sein. Hierbei werden Anamnese, korperliche
Untersuchung, CEA, radiologische Bildgebung (Abdomensonographie, Rontgenthorax)
als auch die Endoskopie in regelmiBigen Abstinden eingesetzt (53). Bei
Risikopatienten mit HNPCC und FAP sollte vom Standardschema abgewichen werden
und eine engmaschige Nachsorge durchgefiihrt werden, insbesondere mit der Intention

extrakolonische Zweittumoren zu erkennen.
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Fiir Rektumkarzinompatienten ist das Nachsorgeschema ebenso erst ab den Stadien II
und III, die mit erhohtem Risiko behaftet sind, zu empfehlen. Beim Rektumkarzinom
kommen lokoregionidre Rezidive hédufiger vor als beim Kolonkarzinom. Werden die
Lokalrezidive erst beim Auftreten von Sypmtomen erntdeckt, ist es fiir eine kurative
Therapie oftmals zu spit. Aus diesem Grund wird eine engmaschige digitale
Rektumuntersuchung kombiniert mit einer Proktosigmoidoskopie und Endosonographie
wihrend der ersten 2-3 postoperativen Jahre empfohlen. 85% der Rezidive treten
ndmlich innerhalb der ersten 30 postoperativen Monate auf (54). Auflerdem hat sich der
Einsatz der CEA-Bestimmung fiir die Therapieiiberwachung und die Nachsorge des
KRK besonders bewiéhrt (55). Vorraussetzung dafiir ist allerdings eine stabile
individuelle CEA-Baseline, denn nur dann konnen auch minimale Abweichungen
Hinweise fiir ein Tumorrezidiv liefern. Beziiglich der Fernmetastasen hat die CEA-
Bestimmung sogar eine hohere Sensitivitit als die Computertomographie (CT) (56).
Desweiteren werden natiirlich ebenso radiologische Verfahren (Abdomensonographie,
Rontgenthorax, = Computertomographie) insbesondere  zum  Ausschlu  von
Fernmetastasen angewandt. Intensive Follow-Up-Untersuchungen haben sich also beim
Rektumkarzinom bestétigt (57). Durch eine rechtzeitige Fritherkennung konnen

dementsprechend ofters kurative Resektionen durchgefiihrt werden.

1.11. Rezidiv

Unter einem Rezidiv versteht man definitionsgemif} eine erneute Tumormanifestation
nach einer RO-Resektion. Dieses manifestiert sich entweder lokoregiondr im
Operationsbereich oder im Anastomosenbereich oder tritt als Fernmetastase auf, wobei
Leber und Lunge hier die hiufigsten Organe sind. Eine kurative Resektion des Rezidivs
ist nur in 40-60% der Fille moglich, ca. 20-30% der Patienten sterben daran (58). Wie
oben bereits erwihnt, fallen die Rezidiverkrankungen meist durch einen Anstieg des
CEA Wertes auf, bevor diese iiberhaupt klinische Beschwerden machen oder in der

Bildgebung feststellbar sind.

Sobald der Verdacht auf ein Rezidiv besteht, sind bei einem lokoregioniren Rezidiv die
CT oder Magnetresonanztomographie (MRT) das Mittel der Wahl zur Diagnostik. Falls
ein mogliches Rezidiv mittels dieser Bildgebung nicht von Narbengewebe

unterschieden werden kann, steht auch die Positronenemissionstomographie (PET) zur
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Verfiigung. Den letztendlichen Beweis erbringt eine Biopsie entweder endoskopisch
gesteuert oder durch endoluminale Sonograpie. Bei Verdacht auf Lebermetastasen wird
in der Regel das kontrastverstirkte CT zur Diagnostik herangezogen, alternativ steht
auch hier das MRT zur Verfiigung. Die optimalste Diagnostik kann durch den
intraoperativen Ultraschall in Kombination mit der sonographisch gesteuerten Biopsie

erzielt werden. Bei Lungenmetastasen ist ebenfall das CT heranzuziehen.

Was die Therapie angeht, sollten Patienten mit einem Lokalrezidiv entweder palliativ
oder durch eine erneute Resekion in kurativer Absicht behandelt werden. Dies gilt auch
fir asymptomatische Patienten (58). Von den 50-70% der von Lebermetastasen
betroffenen Patienten eigenen sich lediglich 5-10% fiir eine Metastasenresektion.
Dennoch konnte bei diesen eine 5-Jahresiiberlebensrate zwischen 30 und 40% erreicht
werden (59). Falls nach der Lebermetastasenresektion wiederum ein erneutes Rezidiv
auftreten sollte, ist auch dieses in bis zu 20% durch eine Reresektion behandelbar (60).
Die Mehrzahl allerdings sind aufgrund der Anzahl der Herde und deren diffusen
Lokalisation keine Kandidaten fiir eine Resektion. Deshalb verbleiben hier nur
palliative Verfahren wie Chemoembolisation, Kryo-, Laser- oder Radiofrequenztherapie
(61). Ca. 15% der Patienten sind nach Resektion des Primidrtumors von
Lungenmetastasen betroffen. Auch die Lungenmetastasenresektion zeigt eine
erstaunlich niedrige operative Mortalitit und eine 5-Jahresiiberlebensrate bis zu 44%,
was diesen Eingriff rechtfertigt (58). Selbst bei Patienten, die sowohl eine Leber- als
auch eine Lungenmetastasenresektion erhielten, konnte eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 31% nach 5 Jahren erreicht werden und noch 23%

nach 8 Jahren (62).

Wie zu Beginn bereits beschrieben ist das kolorektale Karzinom eine der Hauptursachen
fiir die Tumor assoziierte Mortalitit weltweit; trotz groer Fortschritte sowohl in der
Diagnose als auch in der Therapie des KRK blieb die Mortalitit innerhalb der letzten 20
Jahren beinahe unverdndert (63, 64). Derzeit ist das KRK-Stadium eines der meist
genutzten prognoserelevanten Faktoren fiir Patienten mit KRK; in der Tat entwickeln
ca. 30-40% der Patienten in UICC II oder III ein Rezidiv oder versterben sogar (63, 64).

Zusitzliche prognoserelevante Faktoren wiirden es ermdglichen, innerhalb der Patienten

17



mit UICC II und III, sowohl Patienten mit hohem/niedrigem Risiko fiir ein Rezidiv zu
identifizieren als auch eine entsprechende zusitzliche Therapie nach erfolgter Operation

einzuleiten.

Einige Investigatoren haben die mogliche prognoserelevante Aussagekraft des
Tumorsuppressorgens p53 und seinen Mutationen bei Patienten mit KRK untersucht.
Diese konnten beweisen, dass bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumor eine p53
Mutation bzw. eine verstirkte p53 Expression im Tumor mit einer schlechteren
Prognose korrelierte (65-73). Andere wiederum haben entweder die umgekehrte
Korrelation festgestellt oder konnten gar keine Assoziation zwischen p53 und der
Prognose feststellen (74-76). In einer anderen Studie wurde festgestellt, dass das APC-
Gen im Serum mit den Lymphknotenmetastasen und dem Stadium korrelierte; fiir die
APC-Genmuation konnte jedoch keine Korrelation mit den demographischen Daten
bewiesen werden (70). Auch die prioperativ gemessenen erhthten Serumwerte des
CEA haben prognostischen Aussagewert wie es bereits durch einige Studien
demonstriert wurde (Tab. 19). Allerdings ist der CEA Wert zu einem frithen Zeitpunkt
der Krankheit noch nicht aussagekriftig genug, und kann deshalb nicht fiir das
Screening verwendet werden. Wihrend erhohte priaoperative CEA Serumwerte mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind, ermdglicht die postoperative CEA Messung die
Identifikation von Patienten mit Metastasen, die dann von einer lokalen Resektion der
Metastasen oder einer anderen Therapie profitieren. Allerdings konnte noch kein
eindeutiger Unterschied beziiglich der Prognose festgestellt werden, ob die
Metastasenresektion auf der Grundlage erhohter CEA Werte oder anderer
Auffilligkeiten im Labor bzw. in der Bilddarstellung durchgefiihrt wurde (77). Ebenso
gibt es keinen eindeutigen Konsensus beziiglich der Hiufigkeit oder der Dauer der
Messung von CEA Werten, obwohl die American Society of Clinical Oncology
(ASCO) derzeit alle 2-3 Monate eine Kontrolle fiir mindestens 2 Jahre nach erfolgter
Priméroperation empfiehlt. Im Laufe der Therapie ist in der Regel ein Riickgang der
CEA Werte zu verzeichnen. Dariiber hinaus ist CEA nicht nur ein Indikator fiir das
Ansprechen der Therapie sondern auch fiir den stabilen Krankheitszustand eines
Patienten (77). Das Carbohydratantigen 19-9 (CA 19-9) wird oft in Kombination mit
CEA bei Patienten mit KRK verwendet; der alleinige Nutzen dieses Markers ist

allerdings nicht ausreichend bewiesen.
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Ziel dieser Arbeit war es, eine Kombination gegebener Biomarker zu definieren, auf
deren Grundlage therapeutische Entscheidungen mit groBerer Prizision fiir die
einzelnen Individuen mit KRK getroffen werden konnen. Wir untersuchten das
Tumorsuppressorgen pS3 im Vergleich mit APC, CEA und CA 19-9 als Biomarker, die
potentielle Aussagekraft besitzen, die Prognose der Patienten der UICC Stadien II und
IIT besser zu definieren; diese wiederum konnen dann von einer adjuvanten

Chemotherapie profitieren.
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2. FRAGESTELLUNG

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, allgemeine prognoserelevante Faktoren des

kolorektalen Karzinoms anhand des eigenen Patientengutes zu untersuchen.

Insbesondere sollte die prognostische Relevanz der Tumormarker CEA, CA 19-9 und

p53 im Serum sowie im Tumor auf Protein- und Genebene in Bezug auf das

tumorbedingte Uberleben und die rezidivfreie Zeit analysiert werden, um zusitzliche

therapierelevante Informationen fiir den Patienten zu gewinnen.

1.

Welche der untersuchten Parameter haben einen signifikanten Einfluss auf das

tumorbedingte Uberleben?

Welchen Einfluss hat das UICC Stadium in Abhéngigkeit des Serum CEA auf

das tumorbedingte Uberleben?

Welche der untersuchten Parameter haben signifikanten Einfluss auf die

rezidivfreie Zeit?

Besteht eine Korrelation zwischen der Expression der Biomarker (CEA, CA-
19-9 und p53) im Tumor (Protein- und Genexpression) und dem UICC

Stadium?

Besteht eine Korrelation zwischen dem Auftreten p53 spezifischer IgG
Antikorper im Serum und dem immunhistologischen Nachweis des Proteins im

Tumor?

Welcher Zusammenhang besteht zwischen den Biomarkern (CEA, CA 19-9
und p53) im Serum und im Tumor (Protein- und Genexpression) und der

Prognose?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patientengut

In der vorliegenden Arbeit wurden von 783 Patienten (452 minnliche und 331
weibliche) mit histologisch gesichertem KRK die Daten retrospektiv erhoben. Dazu
wurden die zu untersuchenden Parameter unter Datenausnutzung aus Akten, die per
ICD-Schliissel erfasst wurden, ausgewertet. Hierbei wurden die benétigten Daten
anhand eines definierten tabellarischen Fragebogens gesammelt. Das Datenkollektiv
beinhaltete unter anderem folgende wichtigsten Parameter: Geschlecht, Alter,
Tumorlokalisation, UICC-Stadium, Infiltration der Darmwand, Lymphknotenbefall,
Differenzierungsgrad und Tumormarker (CEA, CA-19-9, p53). Die ‘International
Union Against Cancer (UICC) Klassifikation wurde fiir die Festlegung der KRK
Tumorstadien herangezogen. Das Kollektiv umfasste nur RO-resezierte Patienten der
Stadien I-III nach UICC; Patienten mit Metastasen oder einem Zweitkarzinom wurden
von der Studie ausgeschlossen. Das Blut fiir die Bestimmung der Tumormarker wurde
den Patienten unmittelbar vor der Operation entnommen. Die Primértumortherapie
dieser Patienten erfolgte ausschlieBlich in der Chirurgischen Universititsklinik
Wiirzburg. Nach Entlassung aus der Klinik wurde ein GroBteil der Patienten regelméBig
im Rahmen der Tumornachsorge (im Abstand von 3-6 Monaten) in der Chirurgischen
Poliklinik gesehen, weitere Daten stammen von betreuenden Hausédrzten. Zu dem
Follow Up gehorten eine korperliche Untersuchung, Blutentnahme, Rontgen Thorax,
Ultraschall des Abdomens sowie eine Computertomographie bzw. eine
Magnetresonanztomographie je nach den Richtlinien der deutschen Tumorzentren.
Zusitzlich wurden aus dem Gesamtkollektiv von 783 Patienten bei einer Subgruppe von
116 Patienten, die zwischen Oktober 2001 und Dezember 2003 operiert wurden,
Tumorgewebeproben bei der Primértumoroperation entnommen und anschlieend
mittels Immunhistologie und Genanalyse untersucht. Der mittlere Beobachtungzeitraum
fir CEA Serumwerte lag bei 6,5+4 Jahren, wihrend dieser fiir CEA (Immunhistologie
und Genanalyse), CA 19-9 und p53 (Serumwerte, Immunhistologie und Genanalyse)
bei 324+6,2 Monaten lag.
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3.2. Statistische Methoden

Zur Priifung der Daten hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede kamen in der

vorliegenden Arbeit folgende Tests zur Anwendung:

Chi-Quadrat-Test

Der Chi-Quadrat-Test ist ein Anpassungstest, mit dessen Hilfe auf die zugrunde
liegende Verteilung des Datenmaterials einer Stichprobe geschlossen werden kann. Es
wird gepriift, ob eine beobachtete ZufallsgroBe X einem vorgegebenen
Verteilungsgesetz Fo(X) geniigt. Anhand dieser univariaten Analyse wurde der
Zusammenhang zwischen CEA und den anderen prognoserelevanten Parametern

analysiert.

Kaplan-Meier-Schiitzung

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

werden.

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

eingetreten ist.

Cox-Regression

Multivariate Analyse zur Bestimmung der aussagekriftigsten Parameter unter allen
moglichen Variablen bei gleichzeitiger Betrachtung.

Mann-Whitney-U-Test

Die Testgrole U zihlt die Paare einer Beobachtung der ersten Stichprobe und einer

Beobachtung der zweiten Stichprobe, bei denen der Wert der Beobachtung der ersten
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Stichprobe kleiner ist als derjenige der zweiten Stichprobe. Diese Methode diente dem
Vergleich zwischen CEA, CA 19-9 und p53 (Serumwerte, Immunhistologie und
Genexpression) und dem jeweiligen Auftreten eines postoperativen Rezidives innerhalb

der Subgruppe von 116 Patienten.

Signifikanz
Werte fiir p<=0,05 gelten als signifikant (*)
Werte fiir p<=0,01 gelten als hochsignifikant (**)

Zur Durchfithrung der Testverfahren wurde das Statistikprogramm SPSS 12.0 des

Rechenzentrums der Universitit Wiirzburg verwendet.

3.3. Labormethoden

3.3.1. Serummessung von CEA, CA 19-9 und pS53

Blutproben wurden jeweils vor der Operation entnommen und beziiglich des in den
Proben enthaltenen CEA, CA 19-9 und p53 untersucht. Prioperative Serumwerte fiir
CEA und CA 19-9 wurden mittels der “solid-phase double-antibody sandwich
immunoassy’ Methode nach entsprechender Protokoll-Anleitung ermittelt (Roche
Laboratories, Basel, Switzerland). Dabei wurde die obere Grenze fiir normale Werte fiir
CEA bei <5 ng/ml festgesetzt, fiir CA 19-9 bei <37 U/ml. Das in den Proben enthaltene
p53 wurde anhand des ELISA Verfahrens nach vorgegebenem Protokoll analysiert
(Biosource International, California, USA). Hierbei lag der obere cut-off point fiir

normale Werte bei 11,9 U/ml.

3.3.2. Messung von p53 Antikorper

Die p53 spezifischen IgG Antikorper (Ak) wurden mittels des p53 ELISA Kits nach
Protokoll quantifiziert (Oncogene, Boston, MA, USA). Bei allen ELISA Experimenten
wurden die Proben (n=116) in Duplikaten und insgesamt 3 Wiederholungen getestet.

Das Serum von gesunden Probanden (n=35) wurde als Kontrolle verwendet.
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3.3.3. Immunhistologie

Um die Zelloberflichenantigene CEA, CA 19-9, p53 und APC sichtbar zu machen
wurde eine Einzelfirbemethode (single staining) durchgefiihrt. Dazu wurde eine
repriasentative Biopsie einer Tumorprobe mit umgebender kolorektaler Mukosa
verwendet. Das Prinzip bestand darin, dass ein spezifischer, aber unkonjugierter Primér-
AK an das Gewebe bindet, welcher in einem nidchsten Schritt mit einem HRP-

konjugierten Sekundir-AK gebunden und sichtbar gemacht wird.

Im ersten Schritt wurden die Gefrierschnitte fiir 10 Minuten in Aceton (Deventer,
Holland) fixiert und anschlieBend fiir weitere 10 Minuten luftgetrocknet. Nach Waschen
des Gewebes in Tris-NaCl-Puffer (Merck, Darmstadt) wurde der unkonjugierte Primér-
AK (Neo Makers, Fremont, CA) zugefiigt und iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer oder 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneute Waschung
mit Tris-NaCl-Puffer und anschlieBend die Applikation des HRP-konjugierten
Sekundir-AK (Dako, Glostrup, Didnemark), welcher fiir entweder 60 Minuten bei
Raumtemperatur oder 18 Minuten bei 37°C in einer Wirmekammer inkubiert wurde.
Dieser Enzym-Substrat-Komplex wurde nun mit einem Chromogen, Liquid DAB
Substrat Pack (Biogenex, San Ramon, CA), der sich auf dem Gewebe in einem
“braunlichen” Farbton darstellt, sichtbar gemacht. Es folgte eine erneute Waschung mit
Tris-NaCl-Puffer. AbschlieBend wurde eine Gegenfirbung mit Hidmalaun (Merck,
Darmstadt) durchgefiihrt und der Gewebeschnitt mit Glycerol (Dako, Glostrup,

Déanemark) fixiert.

Der Prozentsatz der Tumorzellfirbung fiir CEA, CA 19-9, p53 und APC wurde in 20
nebeneinanderliegenden Vergrolerungsfeldern (x40 VergroBerung) beurteilt und
semiquantitativ in niedrig (+), mittel (++) oder hoch (+++) eingeteilt. Zur Beurteilung
der immunhistologischen Anfdrbungen wurde ein “Blind-Versuch™ durchgefiihrt: die
Priparate wurden durch mindestens 3 Personen, die unabhingig voneinander arbeiteten,

beurteilt. Im Falle von Diskrepanzen wurde ein gemeinsamer Konsens gefunden.
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3.3.4. RNA Extraktion

Die RNA wurde mit Hilfe des RNA Extraktions Kits (Qiagon, Hilden, Germany) aus
homogenisiertem Tumorgewebe extrahiert, in DEPC-75%-iger Ethanollosung
gewaschen und anschlieBend bei -70°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die
Menge der RNA wurde bestimmt, indem die Absorbierung bei 260nm gemessen wurde.
Die Reinheit des Produktes wurde dadurch erreicht, dass die 260:280 Ratio innerhalb
des 1,8-2,0 Bereiches festgelegt wurde.

3.3.5. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) fiir

die Bestimmung von p53 Mutationen

cDNA wurde unter Anwendung von 2 ug RNA mit Hilfe des Promega AccessQuick ™
RT-PCR Systems pripariert (Promega, WI, USA). Wiederum wurden fiir die Analyse
die Anweisungen des Standardprotokolls befolgt unter der Verwendung von AMV-
Reverse Transcriptase. Es wurden 2 Sets von Primern, die die p53 Region von Exon 4
bis 9 amplifizierten, verwendet. Die Primer Sequenzen waren wie folgt: fiir die Exone
4-6 (5’-TGT CCC CGG ACG ATA TTG AAC-3’ und 5°-TTC CTT CCA CTC GGA
TAA GAT GC-3’, Amplikon-Grofie 465 Basenpaare (bp)), und fiir die Exone 5-9 (5°-
GCT CAG ATA GCG ATG GTC TGG C-3’ und 5’-TCT CGG AAC ATC TCG AAG
CG-3’, Amplikon-GroBle 484 bp). Der RT-PCR Thermalzyklus gestaltete sich aus 45
miniitigem Erhitzen auf 48°C, 2 miniitigem Erhitzen auf 95°C, gefolgt von 40 Zyklen
fiir 30 Sekunden bei 94°C, 60 Sekunden bei 60°C, und 20 Sekunden bei 68°C und
zuletzt 5 Minuten bei 68°C. Vor der Sequenzierung wurden alle PCR Produkte nach
dem QIAquick PCR Reinigungs Kit Protokoll gereinigt (Qiagon, Hilden, Germany).
AnschlieBend wurden die PCR Produkte mit dem ABI Prism 373 fluorescent dye
terminator blind sequenziert (PE/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.3.6. Real Time PCR

Anhand der PCR sollte die in den kolorektalen Proben exprimierte mRNA von p53,
CEA und APC analysiert werden (n=46). Die RNA wurde wie oben beschrieben
extrahiert. cDNA wurde unter Anwendung von 2 pg hitzedenaturierter RNA prépariert.
Die folgenden Sequenzen wurden dann verwendet (Sigma Genosys, Woodlands, TX):

fir GAPDH (5’- ATC CCA TCA CCA TCT TCC AGG -3’ und 5’- CGC CCC ACT
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TGA TTT TGG-3), fiir APC (5’-TAT GGA AGC CGG GAA GGA TC-3’ und 5’-
AGG ACT GCA CTC TCC AGA ACG-3), fiir CEA (5°’-GCC CGC ATA CAG TGG
TCG-3" and 5’-ATC AGC AGG GAT GCA TTG G-3’), und fiir p53 (5’-CCA GAA
AAC CTA CCA GGG CA-3’ and 5’-GAA TGC AAG AAG CCC AGA CG-3’). Die
Primer wurden unter Anwendung der Primer Express Software fiir Primerdesign
gestaltet, um die kurzen Segmente der 50-150 Basenpaare der vorgegebenen cDNA zu
erweitern. Eine optimale Primerkonzentration wurde durch die Durchfithrung der

Primertitration erreicht.

Die quantitative Real Time PCR wurde in einer zwei-Schritte-RT-PCR unter
Anwendung von SYBR Green PXR Master Mix (PE Biosystems, Foster Citiy, CA,
USA) mit 100 ng cDNA und 300 nM Primern in einem Gesamtreaktionsvolumen von
50 ul durchgefiihrt. Der PCR-Thermalzyklus bestand aus zehnminiitigem Erhitzen auf
95°, gefolgt von 40 fiinfzehnsekiindigen Erhitzungszyklen auf 95° und einer
sechzigsekiindigen Abkiihlung auf 60°. Genspezifische Produkte wurden kontinuierlich
mit Hilfe des ABI Prism 7700-Sequenzdetektors (Applied Biosystems, Foster City)
gemessen und die relative Quantitit wie vom Hersteller empfohlen kalkuliert. Alle
Muster wurden in Duplikaten ausgefiihrt und wihrend der Datenanalyse durch den
Passive Reference-Farbstoff von SYBR Green PC Master Mix normalisiert, um well-to-
well Fluoreszenzvariationen zu korrigieren. Der durchschnittliche treshold cycle (Ct)
Wert wurde als Zyklusnummer berechnet, an dem die Fluoreszenz des Reporters einen
fixierten Schwellenwert erreichte. Die Differenz (ACt) zwischen den durchschnittlichen
Ct-Werten der Proben in den target wells und denen des housekeeping genes GAPDH
wurde bestimmt. Darauf folgte die Berechnung der Differenz zwischen der
durchschnittlichen Ct-Werten fiir jedes Target und dem ACt-Wert der Kontrollprobe fiir
dieses Target (AACt). Der relative Quantifizierungswert fold change wurde ausgedriickt

AN
als 2724¢
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4. ERGEBNISSE

4.1. Geschlecht und Alter

4.1.1. Geschlechtsverteilung

Von den 783 untersuchten Patienten mit kolorektalem Karzinom (KRK) zeigte sich eine
deutliche Differenz in der Geschlechtsverteilung. Es waren mit 58% mehr Minner als

und Abbildung

Frauen (42%) Dbetroffen

wie auch untenstehende

veranschaulichen. (Tab. 1, Abb. 4)

Tabelle

Tab. 1: Verteilung des Geschlechts bei kolorektalem Karzinom

Giiltige Kumulierte
Hiufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giiltig Miinner | 452 57,7 57,7 57,7
Frauen | 331 42,3 42,3 100,0
Gesamt 783 100,0 100,0

von den insgesamt 783 Patienten waren 452 Minner und 331 Frauen

60—

Prozente

50—

40

30

20—

58%

42%

Geschlecht

Minner

Frauen

Abb. 3: Verteilung des Geschlechts bei kolorektalem
Karzinom: mit 58% waren mehr Minner als Frauen (42%)

betroffen
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4.1.2. Altersverteilung

Die Altersspanne der 783 erfassten Patienten erstreckte sich vom 22. bis zum 92.

Lebensjahr, wobei die Hiufigkeit des kolorektalen Karzinoms (KRK) in der

Altersgruppe von 60-80 Jahren deutlich zunahm (Abb. 4). Im hoheren Alter (>80 Jahre)

dagegen war wiederum ein Riickgang zu verzeichnen. Wie in Tab. 2 zu sehen ist, lag

der durchschnittliche Mittelwert bei 66 Jahren und der Median bei 67 Jahren.

80T

Haufigkeit

60T

401

20T

Mean = 66,06
Std. Dev. = 12,093
N =783

a

20 40

60

80

T
100 Alter in Jahren

Abb. 4: Altersverteilung der Patienten bei

Primirdiagnose

des

KRK:

deutliche

Zunahme des KRK in der Altersgruppe von

60-80 Jahren

Tab. 2: Mittelwert und Median des
Patientenalters in
Primirdiagnose des KRK

Jahren

bei

n Giiltig 783
Fehlend 0

Mittelwert 66,06

Median 67,00

28



4.2. Tumorlokalisation / UICC-Stadium / Grading

4.2.1. Tumorlokalisation

Innerhalb dieses Patientengutes dominierte das Kolonkarzinom (51%) iiber dem
Rektumkarzinom (43%) und weitere 6% konnten laut der vorhandenen Datenbank

keiner Lokalisation eindeutig zugeordnet werden. (Tab. 3, Abb. 5)

Tab. 3: Tumorlokalisation des KRK

Giiltige Kumulierte
Hiufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giltig Kolon 396 50,6 50,6 50,6
Rektum | 340 434 43,4 94,0
Sonst. 47 6,0 6,0 100,0
Gesamt 783 100,0 100,0

von 783 Patienten waren 396 mit Kolonkarzinom diagnostiziert, 340 mit
Rektumkarzinom, 47 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden

60—

Prozente

50—

51%

43%

30

20—

6%

0 T T T
Rektum

Lokalisation

Kolon Sonstige

ADbb. 5: Tumorlokalisation des KRK: mit 51% dominierte das

Kolonkarzinom iiber dem Rektumkarzinom (43%), fir 6%
keine eindeutige Zuordnung
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4.2.2. UICC-Stadium

In dieser Studie befanden sich zum Zeitpunkt der Primirdiagnose 38% der Patienten in
UICC I, 33% in UICC II und bei 29% der Untersuchten waren bereits die
Lymphknoten befallen (UICC III). (Tab. 4, Abb. 6)

Tab. 4: UICC-Stadien bei Primirdiagnose des KRK

Giiltige Kumulierte
Hiufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giiltig UICCTI | 298 38,1 38,1 38,1
UICCII | 256 32,7 32,7 70,8
UICCIII | 229 29,2 29,2 100,0
Gesamt | 783 100,0 100,0

UICC I: 298 Patienen; UICC II: 256 Patienten; UICC III: 229 Patienten

40

Prozente 38%

30 33%

29%

10—

UICC-Stadium

T T T
UICCI viccn UICC III

Abb. 6: UICC-Stadien bei Primirdiagnose des KRK:
UICC I: 38%; UICC II: 33%; UICC III: 29%
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4.2.3. Grading

Der iiberwiegende Anteil der Tumoren (82%) wurde bei Primédrdiagnose als miBig
differenziert (G2) eingestuft, gefolgt von schlecht differenzierten (G3) mit 13%,
wihrend die iibrigen Differenzierungsgrade nur schwach vertreten waren (G1:4%,

G4:1%). (Tab. 5, Abb. 7)

Tab. 5: Grading bei Primirdiagnose des KRK

Giiltige Kumulierte
Hiufigkeit Prozent Prozente Prozente

Giiltig G1 28 3,6 3,7 3,7

G2 619 79,1 82,6 86,4

G3 97 124 13,0 99,3

G4 5 6 7 100,0

Gesamt 749 95,7 100,0
Fehlend System 34 43
Gesamt 783 100,0

von 749 Patienten wurden 619 Patienten mit einem G2-Tumor eingestuft, gefolgt
von 97 (G3), 28 (G1) und 5 (G4)

100
Prozente

80

82%

60

40

20

4% 13% 1% |
o | ' ' | Grading
G1 G G G4
2 3

Abb. 7: Grading bei Primdrdiagnose des KRK:
hiufigstes = Vorkommen der G2 differenzierten
Tumoren mit 82%, gefolgt von G3 (13%), G1 (4%), G4
(1%)
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4.3. Korrelation von CEA und prognoserelevanten Faktoren

Im Folgenden sollte festgestellt werden, inwiefern der Tumormarker CEA in einem
Patientengut von 492 Untersuchten mit den restlichen prognoserelevanten Faktoren
korreliert. Anhand des Chi-Quadrat Testes konnte bestitigt werden, dass CEA (n=492)
sowohl mit dem UICC-Stadium (p=0,002) als auch der Darmwandinfiltration (p<0,001)
und dem Lymphknotenbefall (p=0,030) signifikant korreliert ist, wihrend fiir die
iibrigen Parameter (Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, Grading, CA-19-9 und p53)
keine signifikante Assoziation festgestellt werden konnte. Fiir CEA wurde ein cut-off

point bei 5 ng/ml festgelegt, d.h. Werte <5 ng/ml wurden als normal betrachtet und

Werte dariiber pathologisch. (Tab. 6)

Tab. 6: Korrelation von CEA und prognoserelevanten Faktoren bei KRK:

Parameter CEA<S ng/ml CEA>5 ng/ml Signifikanz p
Geschlecht Minnlich 192 93 0,455
Weiblich 146 61
Alter <66 Jahre 161 67 0,395
>66 Jahre 177 87
Lokalisation Kolon 150 77 0,364
Rektum 168 66
Stadium I 151 43 0,002+
11 97 54
I 90 57
T-Status 1 54 10 0,000+
2 125 41
3 145 87
4 14 16
N-Status 0 248 97 0,030*
1 63 33
2 17 18
3 10 6
Grading 1 16 4 0,654
2 262 124
3 43 17
4 3 1

signifikante Korrelation von CEA mit UICC-Stadium (p=0,002**), T-Status (p<0,001%*) und N-

Status (p=0,030%*)
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Schlussfolgerung:

Aufgrund der signifikanten Assoziation kann CEA gekoppelt mit dem UICC-Stadium,
der Darmwandinfiltration und dem Lymphknotenbefall zur Prognosebeurteilung

herangezogen werden.

4.4. Einfluss prognoserelevanter Faktoren auf das tumorbedingte

Uberleben

Mit Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens sollte nun der Einfluss einzelner
prognoserelevanter Faktoren bei kolorektalem Karzinom untersucht werden. Dabei
konnte in eigenem Patientengut festgestellt werden, dass Stadium (p<0,0001), T-Status
(p<0,0001), N-Status (p<0,0001) und CEA (p=0,0003) einen hochsignifkanten Einfluss
auf das tumorbedingte Uberleben haben (Tab.7-10, Abb. 8-11). Dahingegen konnte
diese siginifikante Einflussnahme von Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, Grading,
CA 19-9 Serumwerten (p=0,2180) und p53 Serumwerten (p=0,8655) auf das Uberleben

nicht festgestellt werden.

Anhand der Cox-Regression sollte der Einfluss der aussagekriftigsten Parameter bei
gleichzeitiger Betrachtung mehrerer Variablen auf das tumorbedingte Uberleben
bestimmt werden. Dabei konnten das UICC Stadium (p<0,001) und der CEA

Serumwert (p=0,002) als signifikante Parameter identifiziert werden.
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4.4.1.

UICC-Stadium

Tab. 7: Uberlebensanalyse fiir das UICC-Stadium bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
Stadium I 298 25 273 91,61
Stadium IT 256 37 219 85,55
Stadium III 229 54 175 76,42
Gesamt 783 116 667 85,19

Anzahl events = Zahl der bereits tumorbedingt Verstorbenen; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberlebensfunktionen
1,0
Uberleben
0,8
0,6
L+
0,4
0,2
0,0
T T T T T
0 50 100 150 200
Abb. 8: hochsignifikanter Einfluss des

UICC-Stadiums

UICC-Stadium
—
—2
3
+  l-zensiert
2-zensiert
3-zensiert

Zeit in Monaten

auf

tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p<0,0001 (**). Patienten
in UICC 1 bei Primirdiagnose haben eine bessere Uberlebenschance
als Patienten in UICC III
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4.4.2.

Tab. 8: Uberlebensanalyse fiir T-Status bei KRK

Infiltration der Darmwand (T-Status)

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
T1 119 6 113 94,96
T2 236 27 209 88,56
T3 375 66 309 8,40
T4 53 17 36 67,92
Gesamt 783 116 667 85,19

Anzahl events = Anzahl der tumorbedingt Verstorbenen; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberlebensfunktionen

1,0

Uberleben

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

o -

T
100

T
150

T
200

T-Status

1
—2

3
—

+  1zensiert
2-zensiert
3-zensiert
4-zensiert

Zeit in Monaten

Abb. 9: hochsignifikanter Einfluss des T-Status auf tumorbedingtes
Uberleben (Kaplan-Meier); p<0,0001 (**). Patienten mit T1 bei
Primérdiagnose haben eine bessere Uberlebenschance als Patienten

mit T4
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4.4.3. Befall der Lymphknoten (N-Status)

Tab. 9: Uberlebensanalyse fiir N-Status bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
NO 554 62 492 88,81
N1 152 24 128 84,21
N2 53 17 36 67,92
N3 24 13 11 45,83
Gesamt 783 116 667 85,19

Anzahl events = Anzahl der tumorbedingt Verstorbenen; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberlebensfunktionen
1.0 - N-Status
—0
Uberleben 1
2
0,8 —3
+  0-zensiert
1-zensiert
2-zensiert
0,6 3-zensiert
0,4
0,2
0,0 ..
| | | | | Zeit in Monaten
500 100 150 200

Abb. 10: hochsignifikanter Einfluss des N-Status auf tumorbedingtes
Uberleben (Kaplan-Meier); p<0,0001 (**). Patienten ohne/mit
weniger Lymphknotenbefall bei Primérdiagnose haben eine bessere
Uberlebenschance als diejenigen mit/mit mehr Lymphknotenbefall
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4.44. CEA

Tab. 10: Uberlebensanalyse fiir CEA bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
CEA<S ng/ml 338 41 297 87,87
CEA>5 ng/ml 154 35 119 7,27
Gesamt 492 76 416 84,55

Anzahl events = Anzahl der tumorbedingt Verstorbenen; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberleben

Uberlebensfunktionen

1,0

u,3

0,6

0,4

0,2

0,0

CEA >5 ng/ml

CEA <5 ng/ml

100 150

200

CEA
— < 5ng/ml
— >5ng/ml
0-zensiert
1-zensiert

Zeit in Monaten

Abb. 11: hochsignifikanter Einfluss von CEA auf tumorbedingtes
Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,0003 (**) Patienten mit CEA Werten
<5 ng/ml bei Primirdiagnose haben eine bessere Uberlebenschance als
diejenigen mit Werten >5 ng/ml

Schlussfolgerung:

UICC Stadium, Darmwandinfiltration, Lymphknotenbefall und der CEA Tumormarker

konnen als hochsignifikante Parameter dienen, um Aussagen iiber das tumorbedingte

Uberleben zu machen.
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4.5. Einfluss von UICC in Abhéngigkeit von CEA auf

tumorbedingtes Uberleben

4.5.1. UICC und CEA

Weiterfithrend sollte nun der alleinige Einfluss der einzelnen UICC-Stadien in
Abhingigkeit von CEA auf das tumorbedingte Uberleben betrachtet werden (Kaplan-
Meier). Dabei zeigte sich fiir Patienten in UICC I und II keine signifikante
Einflussnahme in Abhingigkeit von CEA auf das tumorbedingte Uberleben (Abb. 12
und 13). Im Gegensatz dazu, konnte aber fiir Patienten in Stadium III eine
hochsignifikante Einflussnahme in Abhiingigkeit von CEA dargestellt werden:
Patienten in UICC III mit einem CEA-Serum-Level <5 ng/ml zeigten ein signifikant
hoheres Uberleben als diejenigen mit Werten >5 ng/ml (p=0,0044%*) (Abb. 14). Der
cut-off point fiir CEA wurde wiederum bei 5 ng/ml festgelegt. Tabelle 11 gibt einen
Uberblick der einzelnen UICC Stadien in Abhiingigkeit von CEA.

Tab. 11: Uberlebensanalyse fiir UICC in Abhiingigkeit von CEA bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert

viccli 194 19 175 90,21
CEA<S ng/ml 151 12 139 92,05
CEA25 ng/ml 43 7 36 83,72
viccu 151 19 132 87,42
CEA<S ng/ml 97 11 86 88,66
CEA25 ng/ml 54 8 46 85,19
vicc i 147 38 109 74,15
CEA<S ng/ml 90 18 72 80,0

CEA25 ng/ml 57 20 37 64,91
Gesamt 492 76 416 84,55

Anzahl events = Anzahl der tnmorbedinet Verstorbenen: Anzahl zensiert = event noch nicht einoetreten
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Uberlebensfunktionen

UICCI
1,0
Uberleben
0,8 ;
0.6 +
0.4
0,2
0,0
T T I I I
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CEA

<5 ng/ml
> 5ng/ml
0-zensiert
1-zensiert

Zeit in Monaten

Abb. 12: kein signifikanter Einfluss von UICC I in Abhingigkeit von
CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,1043

Uberlebensfunktionen

UICC II

1,0
Uberleben

0,8

0,6

0,4
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0,0

T T
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T
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CEA
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~ >5ng/ml
0-zensiert
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Zeit in Monaten

Abb. 13: kein signifikanter Einfluss von UICC II in Abhingigkeit von
CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,3273
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Uberlebensfunktionen

UICC 111
1,0 CEA
.. Sng/ml
Uberleben — ; 52§/m1
CEA <5 ng/ml 0-zensiert

0,8 .
1-zensiert
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CEA >5 ng/ml
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| |
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Abb. 14: hochsignifikanter Einfluss von UICC III in Abhéngigkeit
von CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,0044
(**)

4.5.2. UICCIII und CEA

Betrachtete man nun die UICC-Stadien III A, B und C differenziert in Abhingigkeit
von CEA, konnten wiederum Unterschiede aufgezeigt werden: Patienten in Stadium
UICC III A mit CEA Werten <5 ng/ml zeigten eine signifikant bessere Prognose
(p=0,040*) (Abb. 15), was dagegen fiir diejenigen in UICC III B/C nicht nachgewiesen
werden konnte (Abb. 16 und 17). Allerdings sollte insbesondere dieser Sachverhalt an
einem noch groBeren Patientgut iiberpriift werden, um entgiiltige statistische
Signifikanz beweisen zu konnen. Ebenso wurde hier der cut-off point von 5 ng/ml fiir
CEA verwendet. Tabelle 12 veranschaulicht einen Uberblick iiber UICC III A, B und C
in Abhédngigkeit von CEA.
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Tab. 12: Uberlebensanalyse fiir UICC IIT A, B und C in Abhingigkeit von CEA bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
vuicC I A 29 5 24 82,76
CEA<S ng/ml 22 3 19 86,36
CEA>5 ng/ml 7 2 5 71,43
uICC Il B 67 13 54 80,60
CEA<S ng/ml 41 7 34 82,93
CEA>5 ng/ml 26 6 20 76,92
viccl1li C 35 12 23 65,71
CEA<S ng/ml 17 5 12 70,59
CEA25 ng/ml 18 7 11 61,11
Gesamt 131 30 101 77,10

Anzahl events = Anzahl der tumorbedingt Verstorbenen; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberlebensfunktionen

UICCIII A
1,0 ‘H—M]: CEA
Uberleben — <5ng/ml
~ >5ng/ml
0,8 O-zensiert
1-zensiert
0,6
0,4
0,2
0,0 Zeit in Monaten
T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Abb. 15: signifikanter Einfluss von UICC III A in Abhingigkeit von
CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,0410 (*)
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Uberlebensfunktionen

UICCIII B
1,0 CEA
3 — < 5ng/ml
Uberleben —— > Sng/ml
0,8 0-zensiert
1-zensiert
0,6
0,4
0,2
0,0 ..
; ; ; ; ; ; Zeit in Monaten
0 30 60 90 120 150

Abb. 16: kein signifikanter Einfluss von UICC III B in Abhéngigkeit
von CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kalplan-Meier); p=0,5102

Uberlebensfunktionen

UICCIII C
1,0 CEA
.. ~— < 5ng/ml
Uberleben —— > Sng/ml
0,8 0-zensiert
1-zensiert
0.6-1 ' L‘
0,4
0,2
0,0
T T T T T T T T Zeit in Monaten
0 20 40 60 80 100 120 140

Abb. 17: kein signifikanter Einfluss von UICC III C in Abhéngigkeit
von CEA auf tumorbedingtes Uberleben (Kaplan-Meier); p=0,3674

Schlussfolgerung:

Prioperatives CEA (Serum) mit einem cut-off von 5 ng/ml kann als der
aussagekriftigste Marker bei Patienten mit kolorektalem Karzinom betrachtet werden —

insbesondere fiir UICC Stadium III.
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4.6. Einfluss prognoserelevanter Faktoren auf die rezidivfreie Zeit

Auch fiir die rezidivfreie Zeit bei kolorektalem Karzinom konnte festgestellt werden,
dass diese signifikant beeinflusst wird durch UICC-Stadium (p<0,0001*#%), T-Status
(p<0,0001*%), N-Status (p<0,0001**) und CEA Serumwert (p=0,0436*). Insbesondere
spielte auch die Lokalisation (Kolon/Rektum) des Tumors eine erhebliche Rolle fiir das
Rezidivrisiko: Tumoren des Kolons hatten eine niedrigere Rezidivrate als die des
Rektums — trotz der Tatsache, dass bei siamtlichen Tumoren der unteren zwei Drittel des
Rektums eine totale mesorektale Resektion durchgefiihrt wird, um die hohe Rezidivrate
zu reduzieren (p=0,0210%) (Tab. 13, Abb. 18). Geschlecht, Alter, Grading, CA 19-9 und

p53 (Serum) zeigten dagegen keine signifikante Einflussnahme auf die Rezidivbildung.

Tab. 13: Uberlebensanalyse fiir Tumorlokalisation beziiglich rezidivfreier Zeit bei KRK

Gesamt Anzahl events Anzahl zensiert Proz. zensiert
Kolon 369 63 333 84,09
Rektum 340 78 262 77,06
Sonstige 47 9 38 80,85
Gesamt 783 150 633 80,84

Anzahl events = Anzahl der Patienten mit Rezidiv; Anzahl zensiert = event noch nicht eingetreten

Uberlebensfunktionen

104 Lokalisation

! — Kolon

~ Rektum
Sonstige
K-zensiert
R-zensiert
S-zensiert

Uberleben

0,8

0,6

0,4—

0,0—

Rezidivfreie Zeit in Monaten

T 1 T T T
0 50 100 150 200

Abb. 18: Einfluss der Tumorlokalisation auf rezidivfreie Zeit

(Kalplan-Meier); p=0,0210 (*). Tumoren des Kolons haben eine
niedrigere Rezidvrate als die des Rektums
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Schlussfolgerung:

Tumoren des Rektums haben ein hoheres Risikoprofil fiir ein Tumorrezidiv als die des

Kolons.
4.7. Tumorsuppressorgen p53

4.7.1. Humorale Antwort auf p53

Im folgenden Teil soll der Tumormarker p53 niher betrachtet werden - insbesondere die
pS3 spezifischen Ak im Serum und die Expression von p53 im Tumor. Dafiir wurde
eine Serie (Subgruppe) von 116 Patienten analysiert. 41,3% (n=48) der Patienten
zeigten p53 spezifische IgG Ak im Serum, wihrend bei 58,7% (n=68) der Patienten
AntikOrper nicht nachweisbar waren oder unter dem kritischen Wert lagen. Desweiteren
zeigte die immunhistologische Darstellung von p53 eine signifikant stirkere Expression
im UICC Stadium III als in den frithen Stadien I und II (UICC I/II, p<0,05, Abb. 19).
Auffillig war, dass die Prisenz von p53 spezifischen Ak signifikant mit der p53
Proteinexpression im Tumor korrelierte (80-100% Expression positiver Zellen, p<0,05),
was die Annahme eines Zusammenhangs zwischen der intrazelluldren Ansammlung von
pS3 in den Tumorzellen und der humoralen Antwort auf pS3 unterstiitzt. Im Gegensatz
dazu korrelierten die p53 spezifischen Ak im Serum nicht mit dem freien pS3 Protein

im Serum.
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Abb. 19: Immunhistologische Analyse der Tumormarker. Tumoren der Patienten in Stadium III zeigten

05). Beurteilung positiver

]

eine signifikant stirkere Proteinexpression als die in UICC I und II (p<O

facher Vergroferung

facher und 400-

Tumorzellen bei 100
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4.7.2. Analyse der Mutationen im p53-Gen

Der Mutationsstatus von p53 wurde anhand von 24 zufillig ausgewihlten Patienten aus

der oben beschriebenen Subgruppe von 116 Patienten mit kolorektalem Karzinom

analysiert. Dazu wurden 5 unterschiedliche Punktmutationen, die an 5 unterschiedlichen

Stellen entlang der p53 Sequenz lokalisiert waren, in der Tumorbiopsie identifiziert

(Basenpaar (Bp) 82 C:G, Bp 300 T:C, Bp 366 A:G, Bp 686 T:C, Bp 711 T:C). Die p53

Mutationen zeigten keine signifikante Korrelation mit dem Vorhandensein von p53

spezifischen Anitkorpern. Erstaunlicherweise jedoch konnte bei 20% der analysierten

Tumoren, bei denen eine Mutation vorlag, auch gleichzeitig eine Entwicklung von

Metastasen festgestellt werden (Tab. 14).

Tab. 14: p53 Mutationen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom

Follow up | Prisenz von
Patient | UICC | Base # Mutation Codon #| Metastasen/ p53 spe-
Tod zifischen AK
#20 t: GTJCETGTTT M,
1| 1068 | 253 | nach56M ja
76J, m mut: GTATGTGTTT gestorben
#43 wt: TCCCJGEGTG ,
IMA | 466 52 15M ja
773, £ mut: TCCCECEGTG
#95 t: TCAChGCACA
mA | 750 |V 147 19M ja
64, mut: TCAAAWGCACA
M
#8 1A | 1005 | VG AGAQCFGCCE o Si 66 M nein
81J, f mut: AGAATGEGCGC nac
gestorben
#2 | | gy | W CAQCYGTGGG) 6 M, _
807, f mut: CAGTIGTGGG nach 9 M nein
gestorben

m = minnlich; f = weiblich; J = Jahre; wt = Wildtyp; mut = mutiert; M = Monate
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4.8. Korrelation von CEA, CA 19-9 und p53 im Serum und Tumor

Von den 116 Patienten, bei denen Tumorgewebe analysiert wurde, zeigten 61,3%
(71/116) mindestens einen erhShten Marker im Serum; dahingegen wurde im Tumor
sogar bei 93,5% (108/116) mindestens einer der 3 Marker exprimiert (Tab. 15).
Zusitzlich wurden Serumwerte von CEA, CA 19-9 und p53 in 57,7%, 29,6%, und 75%
der Fille auch gleichzeitig im Tumor exprimiert (Tab. 15). Insgesamt wurde bei 65,7%
(71/108) der Patienten die Expression von mindestens einem Marker im Serum und

gleichzeitig im Tumor festgestellt (Tab. 15).

Tab. 15: Vorkommen von CEA, CA 19-9, and p53 im Serum und deren Expression im Tumor

Vorkommen Expression positive Serum-

Im Serum im Tumor biomarker
CEA 56/116 (48,4%) 97/116 (83,9%) 56/97 (57,7%)
CA 199 21/116 (18,2%) 71/116 (61,3%) 21/71 (29,6%)
pS3 45/116 (38,7%) 60/116 (51,6%) 45/60 (75,0%)
gesamt 71/116 (61,3%) 108 /116 (93,5%) 71/108 (65,7%)

Eine stadienbezogene Korrelation konnte sowohl in der Genexpression von APC, CEA
und p53 als auch in der Proteinexpression von APC, CEA, CA 19-9 und p53 beobachtet
werden (Tab. 16, Abb. 19). Das APC Gen war in unserer Studie bereits in den frithen
Stadien besonders hoch exprimiert (UICC I-III: 83,3%-100%). Interessanterweise
wurde ebenso in den frithen Stadien (UICC I) eine bemerkenswert hohe Genexpression
von CEA und p53 festgestellt (66,7% und 50,0%). Insgesamt wurde die Alteration von
mindestens einem Tumormarker in 50% (3/6) bei UICC 1, 73,7% (14/19) bei UICC II,
and 85,7% (18/21) bei UICC III nachgewiesen (Tab. 16).
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Tab. 16: Genetisches Profil der Biomarker innerhalb des Tumors als Ausdruck des Tumorstadiums (Real

Time PCR n=46)

111 21/21 (100%)

17/21 (83,3%)

UICC APC CEA p53 gesamt
1 5/6 (83,3%) 4/6 (66,7%) 3/6 (50,0%) 3/6 (50,0%)
1I 17/19 (89,5%) 13/19 (68,0%) 9/19 (47,4%) 14/19 (73,7%)

13/21 (61,9%)

18/21 (85,7%)

Der Zusammenhang des Vorhandenseins von p53 im Serum und der Expression im

Tumor anhand von Immunbhistologie und Genexpression mit pathologischen Parametern

(Lymphknotenbefall, UICC, Grading) ist in Tab. 17 beschrieben: eine stadienabhiingige

Korrelation, wie fiir die p53 Tumorexpression (Immunhistologie und Gene)

beschrieben, konnte fiir die p5S3 Serumwerte nicht nachgewiesen werden (p>0,05). Der

Differenzierungsgrad korrelierte mit p53 weder im Serum noch im Tumor, wihrend das

Vorhandensein von Lymphknoten eindeutig mit der Prisenz von p53 im Tumor — nicht

aber mit der im Serum — korrelierte.

Tab. 17: Korrelation zwischen dem Vorkommen von p53 im Serum und im Tumor

Vorkommen  Expression Genexpression
im Serum im Tumor im Tumor
(n=45) (n=60) (n=25)
Lymphknotenmetastasen
nicht vorhanden 22 (48,9%) 15 (25,0%) 6 (24,0%)
vorhanden 23 (51,1%) 45 (75,0%) 19 (76,0%)
UICC
I 14 (31,1%) 8 (13,3%) 3(12,0%)
1 18 (40,0%) 18 (30,0%) 9 (36,0%)
TIT 13 (28,9%) 34 (56,7%) 13 (52,0%)
Tumordifferenzierung
gut 3 (6,7%) 4(6,7%) 3 (12,0%)
miBig 36 (80%) 46 (76,7%) 18 (72,0%)
schlecht 6 (13,3%) 10 (16,7%) 4 (16,0%)
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Mit Ausnahme von CEA, zeigten CA 19-9 und p53 fiir sich alleine keine Korrelation
zwischen erhohten Serumwerten und/oder der Expression im Tumor und dem
postoperativen Auftreten von Rezidiven. Interessanterweise aber entwickelten
diejenigen Patienten, die mindestens 3 erhohte Parameter (CEA, CA 19-9 und p53) im
Serum und/oder im Tumor (Protein- oder Genexpression) aufzeigten, eine hohere
Rezidivrate (Lokal-, Metastasen) wihrend des Follow-Up (36+6,6 Monate), unabhingig
von ihrem UICC Stadium (UICC I-1II). Tabelle 18 zeigt reprisentativ 10 Patienten aus
dem Kollektiv von 116 Patienten: 5 davon, die fiir alle 3 Marker (CEA, CA 19-9 und
p53) positiv waren (Serum und/oder Tumorexpression), u.a. mit nachweisbarer p53
Mutation (Tab. 14), entwickelten ein Tumorrezidiv, weitere 5, die nicht fiir alle 3

Marker postiv waren, entwickelten auch kein Rezidiv.

Tab. 18: Korrelation zwischen erhthten Serumwerten und der Expression im Tumor

Patient CEA CA 19-9 pS3 Tumor-
JUICC |[Serum Tumor Expression [Serum Tumor Expression [Serum Tumor Expression rezidiv/
Protein Gene Protein Gene Protein Gene Metastasen
#20/ 1 + + + - + + + - + ja, 32 M
#43/TA|| . + + B} ) + + + + ja, 15M
#5/TA( 4+ + + + + + + + + ja, 1I9M
#48/TA|[  _ + + - + + - + + ja, 59 M
#52/M0|| - - + + + + + + ja, 6 M
#35/1IB - _ + _ - - - + + nein,DFS 54 M
#65/11B + + + - - - - + + nein,DFS 55 M
#100 / 111 - + + - - + - - - nein,DFS 55 M
#18 /111 - - - - + + - - + nein,DFS 55 M
#71/111 + _ + R - - - + + nein,DFS 55 M

M = Monate; DFS = disease free survival

Diese Daten zeigen, dass zum Zeitpunkt der Entfernung des Primértumors anhand einer
Kombination aus p53, CA 19-9 und CEA (Serum und/oder Tumorexpression) eine
Risikogruppe fiir eine hohere Rezidivrate identifiziert werden kann. Speziell diese
Risikogruppe konnte von einer adjuvanten Therapie profitieren. p53 oder CA 19-9 als

unabhingige prognostische Serummarker scheinen nicht mit einem groBeren
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Risikoprofil verbunden zu sein im Gegensatz zu Patienten mit erhohten CEA

Serumwerten (=5 ng/ml).
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S. BEANTWORTUNG DER FRAGEN

Die eingangs gestellten Fragen lassen sich wie folgt beantworten:

1.

Beziiglich des tumorbedingten Uberlebens wurde anhand des Kaplan-Meier
Verfahrens nachgewiesen, dass sich sowohl UICC-Stadium als auch
Darmwandinfiltration (T-Status), Lymphknotenbefall (N-Status) und CEA
(Serummessung) als hochsignifikante Parameter eignen. Dahingegen wurde eine
signifikante Einflussnahme von Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, Grading,

CA 19-9 und p53 (Serummessung) auf das Uberleben nicht festgestellt.

Bei nidherem Betrachten der einzelnen UICC-Stadien in Abhéngigkeit von CEA
war dieser der aussagekrifitgste prognostische Tumormarker (Serummessung,
cut-off point >5 ng/ml) fiir Patienten in hoherem UICC-Stadium (UICC III). Bei
weiterer Betrachtung der einzelnen Subgruppen des UICC III-Stadiums war

CEA insbesondere fiir Patienten in UICC IITA am relevantesten.

Beziiglich der rezidivfreien Zeit zeigten UICC-Stadium, T-Status, N-Status,
CEA (Serummessung) und Tumorlokalisation (Kolon/Rektum) eine signifikante
Einflussnahme. Tumoren des Rektums hatten ein hoheres Risikoprofil als die

des Kolons.

Immunhistologische und molekulargenetische Analyse beziiglich CEA, CA 19-
9 und p53 bestitigten das UICC Stadium III als ein Risikostadium. Hierbei lies
sich entgegen der Serummessungen auch fiir CA 19-9 und p53 eine

stadienabhiéngige Korrelation darstellen.

pS3 spezifische IgG Antikdrper im Serum korrelierten sehr stark mit der p53
Proteinexpression, was die Annahme eines Zusammenhangs zwischen
intrazelluldrer Ansammlung von p53 in Tumorzellen und einer humoralen

Antwort auf p53 stiitzt.

Mit Ausnahme von CEA, zeigten CA 19-9 und p53 fiir sich alleine keine
Korrelation zwischen erhohten Serumwerten und/oder der Expression im Tumor

und dem postoperativen Auftreten von Rezidiven.

51



Dahingegen alle Patienten, die mindestens drei erhohte Parameter (CEA,
CA 19-9 und p53) im Serum und/oder im Tumor (Protein- oder Genexpression)
hatten, zeigten eine hohere Rezidivrate (Lokal-, Metastasen) wéhrend der
Tumornachsorge (36+6,6 Monate); dies unabhiéngig von ihrem UICC Stadium
(UICC I-110).
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6. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Einflussnahme allgemeiner prognoserelevanter
Faktoren bei kolorektalem Karzinom auf das tumorbedingte Uberleben und die
rezidivireie Zeit charakterisiert; insbesondere lag der Schwerpunkt auf der Bedeutung
der prognostischen Aussagerelevanz des Tumorsuppressorgens p53 im Vergleich zu den
bereits gut untersuchten Tumormarkern CEA und CA 19-9, bzw. auch deren
Verwendung in Kombination. Ziel war es, anhand gegebener Tumormarkerkonstellation
diejenigen Patienten zu identifizieren, die einem hoheren Rezidivrisiko nach
stattgefundener Primértumoroperation ausgesetzt waren. Es stellt sich die Frage, in
welchem UICC-Stadium Tumormarker von besonderer Aussagekraft sind bzw. ob
Tumormarker zusitzlich zu der UICC Stadieneinteilung bei Primirdiagnose einen
zusitzlichen Nutzen beziiglich der Prognose bringen. Ebenso kann der cut-off point der
einzelnen Marker diskutiert werden, d.h. ab welchem Wert diese einen signifikanten

Einfluss auf die Prognose nehmen.

Einer der aussagekriftigsten prognostischen Parameter bei kolorektalem Karzinom ist
derzeit das UICC Stadium, wie wir auch in unserer Studie beweisen konnten. Dennoch
spielen auch Faktoren wie Geschlecht, Alter, Lokalisation, Infiltration der Darmwand,
Lymphknotenmetastasierung, Differenzierungsgrad, DNA Ploiditit und onkogene
Expression in unterschiedlichem Mafle eine Rolle (63, 78). Was den Nutzen von CEA
und CA 19-9 angeht, sollte deren Gebrauch moglichst genau definiert werden (Stadium,
cut-off point), um die bisher vorhandenen Parameter sinnvoll zu ergénzen. Die
Tatsache, dass die Tumormarker CEA und CA 19-9 einen prognostischen Wert
besitzen, ist bewiesen wie in Tabelle 19 dargestellt (36, 79-97). Trotz unterschiedlicher
cut-off points wurde in den meisten Fillen bis zu einem gewissen Grad eine positive
Signifikanz bewiesen. Dennoch unterscheiden sie sich in ihrem prognostischen Wert

beziiglich des Stadiums.
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Tab. 19: Gegeniiberstellung verschiedener Studien beziiglich der prognostischen Relevanz von CEA und
CA 19-9 bei kolorektalem Karzinom

Autor/Jahr Art | An CEA/ cut-off point Prognostischer Wert DFS/
der | zahl CA19-9 OS
Stu | der
die Pat.
Wanebo/1978 R 358 CEA CEA:5 ng/ml signifikant in Duke B+C DFS
Goslin/1980 R 145% CEA CEA:5 ng/ml signifikant in Duke C DFS
Staab/1981 R 563 CEA CEA:5 ng/ml signifikant in UICC II oS
Steele/1982 P 563 CEA CEA:5 ng/ml signifikant in Duke C1, nur fiir | DFS
Kolon, nicht fiir Rektum
Wolmark/1984 R 945 CEA CEA:2,5 und signifikant in Duke B+C DES
10 ng/ml
Lewi/1984 R 217 CEA CEA:10 ng/ml signifikant in Duke C oS
Moertel/1986 R 319%* CEA CEA:2,5 und signifikant in Duke C mit pN2 OS
5 ng/ml
Chu/1991 R 425 CEA CEA:5 ng/ml signifikant in Duke B+C DFS
Lindmark/1995 R 203* CEA/ CEA:4 ng/ml CEA+CA 19-9: signifikant im | OS
CA19-9 | CA19-9:14 U/ml | gesamten Kollektiv
Carpelan-Hom- R 259% CEA CEA:5 ng/ml signifkant im gesamten Kollektiv, | OS
strong/1996 aber nicht innerhalb der Duke
Stadien
Carriquiry/1999 R 209* CEA CEA:5 ng/ml signifikant in UICC II + III DFS/
oS
Forones/1999 R 74 CEA/ CEA:3 ng/ml CEA+CA 19-9: signifikant im | DFS
CA19-9 | CA19-9:37 U/ml | gesamten Kollektiv
Reiter/2000 R 495% CEA/ CEA:4 ng/ml CEA+CA 19-9: signifikant im | OS
CA19-9 | CA19-9:60 U/ml | gesamten Kollektiv
Behbehani/2000 P 85 CEA/ CEA:4,4 ng/ml CEA+CA 19-9: signifikant in Duke | DFS
CA19-9 | CA19-9:43 U/ml | B+C
Wang/2000 R 218 CEA CEA:5 ng/ml signifikant in Duke C (ON]
Allende/2001 R 275% CEA CEA:6 ng/ml signifikant in Duke C oS
Wang/2002 R 128* CA19-9 | CA19-9:37 U/ml | CA 19-9: signifikant im gesamten | OS
Kollektiv
Young/2002 Q16 | R 122 CEA CEA:6 ng/ml CEA: signifikant im gesamten | OS
Kollektiv
Turoldo/2002- R 512 CEA CEA:60 ng/ml signifikant in Duke B+C DFES/
2003 oS
Chen/2005 R 574 CEA/ CEA:5 ng/ml signifikant in UICC II (O]
CA19-9 | CA19-9:37 U/ml

R = retrospektive Studie, P = prospektive Studie; * Stadium IV eingeschlossen

DEFS = Disease free survival, OS = Overal survival
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Wanebo et al. untersuchte erstmals in einem Patientengut von 358 Patienten den
prognostischen Einfluss von CEA auf das Uberleben; dabei stellte sich heraus, dass
Patienten der Duke B (UICC II) und C (UICC III) Stadien mit einem CEA >5 ng/ml
eine schlechtere Uberlebenschance hatten (79). Wolmark et al. bestitigte in seiner
Studie ebenfalls Duke B und C als ein Risikostadium: es ergab sich fiir Patienten mit
prioperativem CEA <2,5 ng/ml verglichen mit denen >10 ng/ml eine Signifikanz von
p=0,003 (DukeB) und p=0,05 (Duke C) (83). Auch Chu et al. konnte anhand von 425
Patienten beweisen, dass die Uberlebensrate der Patienten in UICC 1I und III bei einem
cut-off point von 5 ng/ml signifikant beeinflusst wird (II: p=0,003 und III: p=0,04) (86).
Carriquiry at al. identifizierte bei Uberschreiten des kritischen Wertes von 5 ng/ml fiir
CEA dieselbe Risikogruppe (89). Behbehani et al. konnte fiir Duke B und C Patienten
beweisen, dass beide Tumormarker einen signifikanten Einfluss auf die rezidivfreie Zeit
nehmen. Bei CEA Werten unterhalb bzw. oberhalb des cut off (CEA=4,4 ng/ml) ergab
sich ein rezidivfreies Intervall von 23% versus 74% (CEA: p=0,003), bei CA 19-9
Werten unterhalb bzw. oberhalb des cut off (CA 19-9=37 U/ml) betrug das rezidivfreie
Intervall 71% versus 33% (CA 19-9=0,004) (92). Nicht zuletzt bewies auch Turoldo et
al. fiir Patienten in Duke B und C eine schlechtere Prognose beziiglich des
tumorbedingten Uberlebens und der rezidivfreien Zeit bei Uberschreiten eines

Schwellenwertes von CEA (60 ng/ml) (97).

Manche Arbeiten wiederum zeigten, dass erhohte prioperative Werte nur in Stadium III
mit einer schlechteren Prognose einhergehen. Diesen Sachverhalt stellte Goslin et al. in
seiner Studie dar: fiir Patienten in Duke B konnte kein nachteiliger Einfluss erhohter
CEA Werte auf das Uberleben festgestellt werden, wohingegen Patienten in Duke C
durch Werte >5 ng/ml signifikant beeinflusst wurden (p<0,005) (80). Lewi et al.
untersuchte 217 Duke B und C Patienten und konnte dabei fiir Duke B Patienten keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen Uberleben und erhohten CEA Werten
feststellen (p=0,65); Duke C Patienten dagegen mit einem CEA Wert >10 ng/ml hatten
eine signifikant schlechtere 5-Jahres-Uberlebensrate (p<0,05) (84). Steele et al. konnte
in seiner Studie mit 563 Patienten insbesondere Duke C1 als ein Risikostadium
hervorheben (82). Moertel et al. argumentierte, dass CEA nur bei Patienten in Duke C
mit mehr als 4 befallenen Lymphknoten (pN2) als signifikanter Parameter diente. In

dieser Gruppe lag die Uberlebensrate fiir Patienten mit CEA Werten <10 ng/ml
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drastisch hoher verglichen mit denen mit Werten iiber dem cut-off (p=0,028) (85).
Weiter konnten Wang und seine Mitarbeiter eine signifikante Einflussnahme von CEA
Werten >5 ng/ml bei Patienten in Duke C1 (p=0,0054) und C2 (p=0,0002) iiberzeugend
darstellen (93). Allende et al. legte den cut-off bei 6 ng/ml fest und konnte bei erhéhten
Werten ebenso ein hochsignifikant kiirzeres Uberleben fiir Duke C Patienten beweisen

(p<0,0001) (94).

Unsere aktuell erhobenen Daten bestitigen die in oben beschriebenen Studien
signifikante Einflussnahme von CEA auf das Uberleben in Stadium IIT (n=492, cut-off
point von 5 ng/ml, p=0,0044). Wie auch die Studien von Steele, Moertel und Wang
bewiesen, ist es von groBer Wichtigkeit zusitzlich die Subgruppen innerhalb des
Stadiums ndher zu betrachten, um auf der Basis von Darminfiltrationstiefe und
Lymphknotenbefall ein noch differenziertes Eingreifen zu ermdglichen. In unserer
Arbeit stellte sich insbesondere das UICC Stadium III A (pT1/T2 pN1) als ein
Risikostadium dar (p=0,0410). So hatten Patienten in UICC III A mit CEA Werten
<5 ng/ml eine bessere Prognose als diejenigen mit Werten >5 ng/ml und besser als
diejenigen in UICC III B (pT3/T4 pN1) und C (pT1-T4 pN2). Allerdings werden noch
mehr Patienten in der Gruppe von UICC III A mit CEA <5 ng/ml gebraucht, um
endgiiltige statistische Signifikanz zu beweisen. Die Ergebnisse fiir CA 19-9 der oben
aufgefiihrten Studien konnten in unserer Studie anhand der untersuchten Patienten nicht
bestitigt werden (p=0,2180). Moglicherweise ist dieses Ergebnis auf eine zu kleine
Patientenzahl zuriickzufiihren. Entgegen der Ergebnisse der Serummessung fiir CA 19-9
bestitigten dafiir die Immunhistologie und die Genanalyse eine stadienabhéngige

Korrelation — wie auch fiir CEA - und damit das Stadium III als ein Risikostadium.

Im Gegensatz dazu kam Staab et al. zu einer anderen Feststellung: in seiner Studie
machten die erhohten CEA Werte (>5 ng/ml) nur in Stadium II (p<0,02) einen
signifikanten Unterschied und nicht bei Patienten mit schon vorhandenen
Lymphknotenmetastasen (Stadium III) (p=0,1) (81). Auch Chen et al. konnte diese
Argumentation fiir beide Marker bei einem cut-off point fiir CEA=5 ng/ml und CA 19-
9=37 U/ml bestitigen; insbesondere bedeutete deren kombinierte Anwendung einen
Benefit (p=0,035) (36). Die Folge dieser Feststellung wire, dass eine Risikogruppe

(UICC II) zu einem noch relativ frithen Zeitpunkt und noch wenig fortgeschrittenem
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Stadium identifiziert wird. Damit wire ein fritheres therapeutisches Eingreifen moglich

und die Heilungschancen noch besser.

Eine weitere Gruppe von Studien konnte diese signifikante FEinflussnahme der
Tumormarker nur auf das gesamte Kollektiv bestitigen, ohne signifikante Unterschiede
innerhalb der einzelnen Stadien festzustellen. So argumentierte beispielsweise
Lindmark et al. nach Untersuchung seiner 203 Patienten bei cut-off Werten fiir CEA=4
ng/ml und CA 19-9=14 U/ml (87). Auch Carpelan-Holmstrom et al. stellte zwar einen
signifikanten Einfluss von CEA (cut-off: 5 ng/ml) auf das Uberleben fest (p=0,03),
nicht jedoch innerhalb der einzelnen Duke Stadien (88). Forones und Mitarbeiter
bestitigten den priadiktiven Wert beider Marker hinsichtlich der Prognose
(CEA:p=0,001, CA 19-9:p=0,01), aber ohne weitere Stadiendifferenzierung (90). Reiter
et al. legte den cut-off fiir CEA bei 4 ng/ml und fiir CA 19-9 bei 60 U/ml fest und
konnte wiederum ein erhohtes Risiko bei pridoperativen Werten iiber dem
Schwellenwert nachweisen (CEA:p<0,001, CA 19-9:p<0,07) (91). Wang et al
favorisierte in seiner Studie mit 128 Patienten CA 19-9 als den aussagekriftigsten
Indikator beziiglich des Uberlebens (p<0,001), allerdings auch nicht stadienspezifisch;
interessanterweise konnte er CEA als keinen signifikanten Parameter identifizieren (95).
Young et al. wiederum bestitigte die prognostische Aussagekraft von CEA in seinem

Kollektiv von 122 Patienten (96).

Die Ergebnisse der zuletzt genannten Studien machen es schwierig die Marker
moglichst prizise einzusetzen, da sie nur Aussagen iiber ein allgemeines Kollektiv
machen, nicht aber iiber eine spezifische Gruppierung. Auf diese Weise kann keine
Risikogruppe identifiziert werden, bei der gezielt engmaschiger therapiert werden kann
und den weniger Gefidhrdeten die Nebeneffekte und Kosten der Therapie erspart bzw.

reduziert.

Betrachtet man die Ergebnisse der Studien im Gesamten, konnen mehrere Griinde
existieren, warum teilweise verwirrende und auch widerspriichliche Ergebnisse zu
finden sind. Erstens sind die Patientenzahlen mancher Studien nicht grof3 genug.
Zweitens sind die Einschlusskriterien beziiglich der Stadien unterschiedlich definiert,
d.h. manche Studien beinhalten Stadium IV und manche wiederum nicht. Auch sind

desweiteren unterschiedliche cut-off Werte fiir die beiden Marker zu finden, wie sie in
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Tabelle 19 dargestellt sind. Zuletzt darf nicht vergessen werden, dass unterschiedliche
statistische Methoden verwendet wurden und deren Ergebnisse eventuell

unterschiedlich interpretiert wurden.

Im folgenden Teil soll die Prognoserelevanz des p53-Tumorsuppressorgens diskutiert
werden; p53 Genmutationen sind die hdufigsten genetischen Alterationen in dem weiten
Spektrum von Tumoren, und treten bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in bis zu
60 % der Fille auf (64, 98, 99). Hierbei stellt sich vor allem die Frage, inwiefern eine
Alteration dieses Markers mit dem tumorbedingten Uberleben/rezidivfreien Zeit
korreliert und somit ergiinzend zu den oben dargestellten Markern CEA und CA 19-9
einen Nutzen bringt. Ebenso ist es von Bedeutung, die unterschiedlichen Methoden
(Serum, Immunhistologie, Genanalyse) der pS3 Bestimmung zu diskutieren, um die
aussagekriftigste Methode zu identifzieren bzw. auch deren komplementiren Vorteil

auszunutzen (65-70, 73-76).

Allegra et al. konnte in seiner Studie von 706 Patienten, die mittels Immunhistologie
untersucht wurden, ganz eindeutig darstellen, dass Patienten in Duke B und C mit
postivem p53 eine schlechtere Prognose hatten als die mit negativem p53. Eine
statistische Signifikanz konnte er insbesondere fiir p5S3+ und die rezidivfreie Zeit
nachweisen (p=0,01), wihrend der Zusammenhang zwischen p53+ und dem
Gesamtiiberleben diese Signifikanz nicht erreichte (p=0,81) (65). Einige weitere Studien
haben unter Ausnutzung der Immunhistologie iiberzeugend einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Uberexpression von p53 und einer schlechteren Prognose
demonstriert: Yamamura et al. argumentierte, dass insbesondere die Kombination von
p53 Uberexpression mit Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (p=0,000)/
GefiBinfiltration (p=0,018)/ CEA Werten >5 ng/ml (p=0,009) einen exzellenten
prognostischen Indikator bei kolorektalem Karzinom bietet (66). Gleichermaf3en
iiberzeugte Diez et al. davon, dass p53 (Immunhistologie) und CEA (Serum) als
komplementire Indikatoren fungieren. Eine positive p53-Akkumulation und erhohte
CEA Werte (cut-off: 5 ng/ml) waren signifikant mit einem kiirzeren rezidvfreien
Intervall assoziiert und so mit einer schlechteren Prognose (p53:p=0,002, CEA:p=0,02)
(67). Hierraus 148t sich schlieBen, dass die kombinierte Anwendung beider Marker

(p53: Immunhisto, CEA: Serum) von besonders prognoserelevantem Nutzen ist.
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Caldes et al. untersuchte seine 72 Patienten sowohl mit Hilfe der Immunhistologie als
auch der Genanalyse. Patienten mit p53-Alterationen — auf Gen- und Proteinebene —
hatten beide ein schlechteres Uberlebensrisiko als die ohne eine Alteration.
Interessanterweise war jedoch nur die p53-Protein Akkumulation eindeutig signifikant
(p<0,008), wihrend die p53-Genmutation eher grenzwertig signifikant war (p<0,09).
Zusitzlich wurde hier noch eine Korrelation mit dem Stadium nachgewiesen (p<0,001)
(68). Okubo et al. machte sich bei seinen Forschungsarbeiten auch die Immunhistologie
und die Genanalyse zunutze; dabei identifizierte er die p53-Genmutation als
signifikanten prognostischen Indikator spezifisch fiir das distale KRK (p=0,0011),
jedoch nicht fiir die proximalen Tumoren des KRK (p=0,6673) (69). In unserer Studie
konnte fiir die pS3 Proteinexpression und Genmutation auch eine stadienabhingige
Korrelation festgestellt werden, obwohl die pS3 Werte im Serum nicht mit dem UICC
Stadium korrelierten; die p53 Genmutation und die p53 Proteinexpression konnen als
hervorragende vorhersagbare Marker fiir die Beurteilung der Prognose herangezogen

werden.

Desweiteren korrelierten in unserer Studie die p53 spezifischen IgG Anitkorper sehr
stark mit der p53 Proteinexpression, was die Annahme eines Zusammenhangs zwischen
inrazelluldrer Ansammlung von p53 in Tumorzellen und einer humoralen Antwort auf

pS3 stiitzt - so wie es auch vorherige Studien vermuteten (71, 72).

Zwei weitere Studien untersuchten ihr Patientengut ausschlieBlich mittels der
Genanalyse (PCR) (28,32): Hamelin et al. bestitigte eine starke Korrelation zwischen
dem Vorhandensein einer p53-Genmutation und kiirzerem Uberleben (p=0,003) (73).
Hsieh et al. untersuchte neben dem p53 Gen auch das APC und K-ras Gen: hierbei
ergab sich kein signifikanter Unterschied beziiglich der einzelnen Marker und der
demographischen Daten (p>0,05); dafiir aber war jeweils mindestens einer der Marker
mit dem T-Status (p=0,033), N-Status (p<0,001) und Stadium (p<0,001) assoziiert.
Zusitzlich hatten Patienten, die fiir alle 3 Marker positiv waren, eine hohere Rezidivrate
(p<0,001). Dariiber hinaus war das Vorhandensein von p53 in dieser Studie
insbesondere mit Peritonealmetastasen assoziiert (p=0,004) (70). Diese Ergebnisse
schlagen vor, dass es durchaus von Vorteil sein kann, auch die anderen Gene der

Adenom-Karzinom-Sequenz in Betracht zu ziehen.
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Trotz iiberzeugender Ergebnisse beziiglich der prognostischen Relevanz von p53 gibt es
auch Studien, die diese nicht nachweisen konnten. Watanebe et al. beispielsweise,
konnte keine signifikante Assoziation zwischen der p53 Uberexpression und dem
Outcome der Patienten nachweisen (74). Shim et al., der bei 63 Patienten eine p53
Serumbestimmung mittles ELISA durchfiihrte, konnte zwar fiir Duke C und D relativ
hohe Level an p53 nachweisen, jedoch waren diese statistisch nicht signifikant.
Auffillig war dennoch eine signifikante Korrelation zwischen Serum p53-Protein und
Serum CA 19-9 (p<0,01): Serum p53 Levels stiegen mit erhohten CA 19-9 Levels an.
Bemerkenswert war zusitzlich der Riickgang von p53 nach der operativen Entfernung
des Tumors (p<0,001) (75). Beziiglich der p53 Werte im Serum wurden auch von uns
vergleichbare Ergebnisse erzielt - es bestand weder eine Korrelation zwischen p53
Serumwerten und dem UICC Stadium noch konnte eine signifikante Einflussnahme auf

das Uberleben festgestellt werden.

Entgegen aller bisher gemachten Aussagen gab es auch Studien, die genau das
Gegenteil bewiesen: erhohte p5S3 Level bedeuteten eine bessere Prognose. Adrover et al.
verwendete fiir die Serummessung seiner 111 Patienten einen luminometric
immnoessay (LIA). Der cut-off fiir p5S3 lag bei 2,7 ng/ml'l. Er konnte in Stadium Il
eine signifikante Korrelation zwischen hohen p53 Levels und einem verldngerten
rezidivfreien Intervall aufweisen (p=0,05); ein ldngeres tumorbedingtes
Gesamtiiberleben wurde ebenso beobachtet, jedoch erlangte dieses keine statistische
Signifikanz (p=0,09) (76). In Tabelle 20 ist eine Gegeniiberstellung verschiedener

Studien dargestellt.
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Tab. 20: Gegeniiberstellung verschiedener Studien beziiglich der prognostischen Relevanz von p53
bei kolorektalem Karzinom

Autor/Jahr Methode Anzahl Signifikanz
der
Patienten
Hamelin/1994 Genanalyse: PCR 85 Y: p53 + = Prognose -
Shim/1998 Serum: ELISA 63 N: Duke C+D nur rel.hoch
Caldes/1998 Immunhistologie 72 Y: p53-Proteinakkumulation
Genanalyse:SSCP N: p53-Genmutation
p53 + = Prognose -
Adrover/1999 Serum:luminometric 111 Y: p53 + > Prognose +
immunoessay (LIA) cut-off: 2,7 ng/ml™
Yamamura/1999 Immunhistologie 142 Y: p53 + = Prognose -
Diez/2000 Immunhistologie 174 Y: p53 + = Prognose -
Okubo/2001 Immunhistologie 110 Y: p53 + = Prognose -
Genanalyse: PCR
Allegra/2003 Immunhistologie 706 Y: p53 + = Prognose - ; Duke B+C
Watanebe/2003 Immunhistologie 460 N
Hsieh/2005 Genanalyse: PCR 118 Y: p53 + = Prognose -
Y= prognostische Signifikanz, N= keine prognostische Signifikanz;

Prognose - = Prognose schlecht, Prognose + = Prognose gut.

Ebenso wie fiir CEA und CA 19-9 sind auch fiir p53 teilweise sehr kontroverse
Ergebnisse vertreten; auch hier spielen natiirlich wieder unterschiedliche Fallzahlen und

definitiv die Anwendung unterschiedlicher Methoden eine Rolle.

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass zum Zeitpunkt der Entfernung des Primirtumors
anhand einer Kombination aus p53, CA 19-9 und CEA (Serum und/oder
Tumorexpression) eine Risikogruppe fiir eine hohere Rezidivrate identifiziert werden

kann. Speziell diese Risikogruppe konnte von einer adjuvanten Therapie profitieren.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, prognoserelevante Faktoren fiir das kolorektale Karzinom
anhand des eigenen Patientengutes zu untersuchen. Insbesondere sollte die
prognostische Relevanz der Tumormarker CEA, CA 19-9 und p53 in Bezug auf
tumorbedingtes Uberleben und rezidivfreie Zeit analysiert werden, um anhand ihrer
Ausprigung die Prognose eines Patienten nach primir chirurgischer Therapie besser
definieren zu kénnen. Dementsprechend sollte ein moglichst adidquates therapeutisches

Vorgehen gewihrleistet sein.

Beziiglich des tumorbedingten Uberlebens wurde anhand des Kaplan-Meier Verfahrens
nachgewiesen, dass sowohl das UICC-Stadium als auch die Darmwandinfiltration (T-
Status), Lymphknotenbefall (N-Status) und CEA im Serum als hochsignifikante
Parameter dienen, wohingegen eine signifikante Einflussnahme fiir das Geschlecht,
Alter, Tumorlokalisation, Grading, CA 19-9 und p53 (Serummessung) auf das
Uberleben nicht festgestellt wurde. Bei niherem Betrachten der einzelnen UICC-
Stadien in Abhéngigkeit von CEA war dieser der aussagekrifitgste prognostische
Tumormarker (Serummessung, cut-off point >5 ng/ml) fiir Patienten in héherem UICC-
Stadium (UICC III). Bei weiterer Betrachtung der einzelnen Subgruppen des UICC III-
Stadiums war CEA insbesondere fiir Patienten in UICC IIIA am relevantesten.
Beziiglich der beiden anderen Tumormarker CA 19-9 und p53 konnte mittels der
Serummessungen keine Korrelation mit dem UICC-Stadium bzw. auch keine

signifikante Einflussnahme auf das tumorbedingte Uberleben festgestellt werden.

Fir die rezidivfreie Zeit zeigten UICC-Stadium, T-Status, N-Status, CEA
(Serummessung) und Tumorlokalisation (Kolon/Rektum) eine signifikante
Einflussnahme. Tumoren des Rektums hatten ein hoheres Risikoprofil als die des

Kolons.

Die immunhistologische und molekulargenetische Analyse beziiglich aller drei
Tumormarker bestitigte das UICC Stadium III als ein Risikostadium. Dabei lies sich
entgegen der Serummessungen auch fiir CA 19-9 und p53 eine stadienabhingige

Risiko-Korrelation darstellen. Des Weiteren korrelierte das Auftreten pS3 spezifischer
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IgG Antikorper stark mit der p53 Proteinexpression im Gewebe, was die Annahme
eines Zusammenhangs zwischen intrazelluldrer Ansammlung von p53 in Tumorzellen

und einer humoralen Antwort auf p53 stiitzt.

Mit Ausnahme von CEA, zeigten CA 19-9 und p53 fiir sich alleine keine Korrelation
zwischen erhohten Serumwerten und/oder der Expression im Tumor und dem

postoperativen Auftreten von Rezidiven.

Dahingegen wurde erstmals in dieser Arbeit festgestellt, dass Patienten, die mindestens
drei erhohte Parameter (CEA, CA 19-9 und p53) im Serum und/oder im Tumor
(Protein- oder Genexpression) hatten, eine hohere Rezidivrate (Lokal-, Metastasen)
withrend der Tumornachsorge (36+6,6 Monate) zeigten; dies unabhiéngig von ihrem
UICC Stadium (UICC I-III). Speziell diese Risikogruppe konnte von einer adjuvanten

Therapie profitieren.
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