1 Einleitung
1.1 Definition des kolorektalen Karzinoms

Als Kolonkarzinome gelten Tumore, deren aboraler Rand bei der Messung mit dem starren
Rektoskop mehr als 16 cm von der linea dentata entfernt ist. Da anatomisch keine scharfe
Grenze am Ubergang vom Rektum zum Sigma besteht und die Hohe der peritonealen
Umschlagfalte individuell variiert, ist fiir die Definition des Rektumkarzinoms entscheidend,
dass der untere Tumorrand weniger als 16 cm zur linea dentata misst (1). Ein Karzinom wird
auch dann noch als Rektumkarzinom bezeichnet, wenn die Tumorhauptmasse zwar im Sigma

lokalisiert ist, der Unterrand aber in das Rektum hineinreicht.

1.2 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom ist in Europa die zweithédufigste Krebserkrankung und damit eine
der fithrenden Ursachen krebsbedingter Morbiditdt und Mortalitit. Die Wahrscheinlichkeit in
den westlichen Industrienationen, im Laufe des Lebens an einem kolorektalen Karzinom zu
erkranken, betrdgt fiir Ménner und Frauen mit durchschnittlichem Risiko etwa 5-6 %
wihrend das Risiko an einem solchen Tumor zu versterben bei etwa 2,5-3 % liegt (2, 3). Die
relative 5-Jahresiiberlebensrate betrdgt in Deutschland nach Schitzungen des Robert Koch
Instituts fiir Ménner ca. 52 % und fiir Frauen 55 %. Insgesamt sterben jihrlich laut dem
statistischen Bundesamt in der Bundesrepublik Deutschland etwa 30.000 Menschen an einem
kolorektalen Karzinom.

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms scheint sich, nach jahrelangem Anstieg seit Anfang
der 90er Jahre auf hohem Niveau zu stabilisieren (4). Die Zahl der jihrlichen
Neuerkrankungen in Deutschland wird fiir Ménner auf iiber 32.000, fiir Frauen auf etwa
34.000 geschitzt, womit Deutschland unter den Landern der Europédischen Union an erster
Stelle steht (5).

International ~ variieren  die =~ Neuerkrankungsraten  erheblich. = Hochentwickelte
Industrienationen, wie Nordamerika, Australien, Neuseeland und Westeuropa zeigen
erheblich hohere Inzidenzraten als Afrika, Asien und Lateinamerika (6). Fir die
geographische Verteilung der Inzidenzraten werden insbesondere die

Erndhrungsgewohnheiten (fettreich, ballaststoffarm) und der Lebensstil (Bewegungsarmut)



verantwortlich gemacht (7). Diese Annahme wird durch Studien gestiitzt, die zeigen, dass das
Neuerkrankungsrisiko kolorektaler Karzinome bei Immigranten nach 20 Jahren Aufenthalt in
den USA das Niveau der dort geborenen weillen Bevolkerung erreicht (8-10).

Der Altersgipfel fiir das Auftreten kolorektaler Karzinome liegt zwischen dem 65. und 75.
Lebensjahr, wobei Ménner im Mittel mit 68 und Frauen mit 73 Jahren- also vergleichsweise
spét erkranken. Nur etwa 5 % der kolorektalen Karzinome treten vor dem 40. Lebensjahr auf

und sind zumeist erblich bedingt (5).

1.3 Atiologie und Pathogenese des kolorektalen Karzinoms
1.3.1 Exogene Risikofaktoren

Eine kalorienreiche sowie ballaststoffarme Kost mit hohen Anteilen an tierischen Proteinen
und Fetten, insbesondere aus rotem Fleisch stammend, scheint die Karzinomentstehung zu
begiinstigen (7, 11-13).

Als weitere Risikofaktoren gelten ein erhohtes Korpergewicht, vor allem Adipositas vom
androiden Typ mit einem erhohten Taillen-Hiiftumfang-Quotienten, sowie geringe
korperliche Aktivitit (14, 15) und sitzende Tatigkeiten (16).

Der verstirkte Verzehr von ballaststoffreichen Gemiise- und Obstsorten sowie die Einnahme
von Folsdure, Vitaminen (A, C, E) und Mineralstoffen (Selen) mit antioxidativer Wirkung,
scheint dagegen einen schiitzenden Effekt aufzuweisen (17, 18). Dieser ist jedoch ebenso wie

die protektive Wirkung von Calcium und Vitamin D umstritten (18-20).

1.3.2 Endogene Risikofaktoren

Vor allem beim friihzeitigen Auftreten kolorektaler Karzinome, das heifit vor dem 40.
Lebensjahr, spielen genetische Préadispositionen eine entscheidende Rolle, was sich zumeist
auch in einer erhohten familiren Belastung widerspiegelt. Zu den hiufigsten erblichen
Préadisposition zidhlt das familidre adenomatdse Polypose Syndrom (FAP) und das erbliche
nichtpolypose kolorektale Karzinomsyndrom (HNPCC). Beiden hereditdren kolorektalen
Karzinomsyndromen liegt ein autosomal dominanter Erbgang zugrunde.

Das HNPCC Syndrom ist fiir ca. 2-7 % aller kolorektalen Karzinome verantwortlich (21).
Die iiberwiegende Mehrzahl der Mutationen ist auf dem hMSH2-Gen (Chromosom 2p) und



auf dem hMLHI1-Gen (Chromosom 3p) lokalisiert. Die Mutation dieser sogenannten
,Mismatch-repair“-Gene  fithrt  dabei zur  Hemmung  notwendiger = DNA-
Reparaturmechanismen. Die daraus resultierenden Replikationsfehler lassen sich als
Mikrosatelliteninstabilitidt, das heiffit Verkiirzungen oder Verldngerungen repetitiver DNA-
Basensequenzen, im Tumor nachweisen (22). HNPCC treten meist zwischen den 40. und 50.
Lebensjahr auf und sind in 70 % der Fille im rechtsseitigen Kolon gelegen. Je nach
klinischer Manifestation unterscheidet man das Lynch I-Syndrom, bei dem familidr
ausschlieBlich kolorektale Karzinome auftreten, und das Lynch II-Syndrom, bei dem auch
andere Organe betroffen sind (23, 24).

Die FAP verursacht hingegen nur etwa 1 % aller kolorektalen Karzinome. Die molekulare
Grundlage sind Mutationen im APC-Gen auf Chromosom 5g21. Das APC-Gen spielt eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle der Zellproliferation, da es B-Catenin bindet und die
Apoptose steuert. Da die Nukleotidsequenz dieses Tumorsuppressorgens seit 1991 bekannt
ist, ist der direkte Mutationsnachweis moglich. Bei der APC treten meist bereits in der
Pubertit hunderte bis tausende kolorektale Polypen auf, die unbehandelt durchschnittlich im
4. Lebensjahrzehnt {iber die Adenom-Karzinom-Sequenz zur Entwicklung eines
Kolonkarzinoms fiihren (25).

Erbliche Syndrome wie das Peutz-Jeghers-Syndrom, die juvenile Polyposis Coli, das Turcot-
Syndrom, das Muir-Torre-Syndrom und das Cronkhite-Canada Syndrom scheinen zwar auch
fiir die Entstehung des kolorektalen Karzinoms zu priadisponieren, sind jedoch aufgrund ihres
seltenen Auftretens von untergeordneter Bedeutung.

Da gemiBl der Adenom-Karzinom-Sequenz Adenome prinzipiell als prikanzerdose Lédsionen
anzusehen sind (26), zdhlen auch einzelne oder multipel auftretende Adenome ohne
entsprechende genetische Disposition, zu den Risikofaktoren. Dabei ist das maligne Potential
des Adenoms abhingig von der Grofle, dem Dysplasiegrad und dem Wachstumstyp (tubulir,
villos, tubulovillos). Villose Adenome, die groBer sind als 2 cm, weisen die grofite
Entartungstendenz auf.

Des weiteren werden die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa und

Morbus Crohn zu den endogenen Risikofaktoren des kolorektalen Karzinoms gezihlt (27).
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1.3.3 Adenom-Karzinom-Sequenz

Die Entstehung des kolorektalen Karzinoms ist ein iiber Jahre bis Jahrzehnte andauerndes
komplexes Geschehen, an dem eine Vielzahl endogener und exogener Faktoren beteiligt sind.
Zu den endogenen Faktoren zidhlen erbliche Syndrome, prikanzerdse Lisionen sowie das
familiar  gehdufte  Auftreten kolorektaler —Karzinome, wihrend Umwelt- und
Erndhrungseinfliisse exogene Faktoren darstellen. Etwa 90 % der kolorektalen Karzinome
sind sogenannte sporadische Karzinome, bei deren Entstehung die Erndhrung eine
wesentliche Rolle spielt, die restlichen 10 % entstehen primidr auf der Basis vererbbarer
genetischer Defekte (28).

Auf molekularbiologischer Ebene entstthen maligne Tumore durch Mutationen
verschiedener Gene, die zellulire Vorgidnge wie Wachstum und Differenzierung steuern.
Grundsitzlich lassen sich jene Gene in zwei Gruppen einteilen: Onkogene (Proto-Onkogene)
und Tumorsuppressorgene (Anti-Onkogene).

Onkogene entstehen durch Mutation von Proto-Onkogenen, deren Genprodukte das
Zellwachstum beeinflussen. Mutationen fithren zu einer abnorm gesteigerten Zellproliferation
und dem autonomen Wachstum der Zelle. Da der eben beschriebenen Effekt bereits durch
Mutation eines der beiden Allele eintritt, handelt es sich um einen dominanten
Wirkungsmechanismus. Eines der bekanntesten Onkogene ist das K-ras-Gen.

Genprodukte von Tumorsuppressorgenen schiitzen die Zelle vor maligner Entartung, indem
sie in genetisch verdnderten Zellen die Apoptose einleiten und somit negativ regulierend auf
die Zellproliferation wirken. Zum Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen kommt es
erst durch die Mutation bzw. Verlust beider Allele, weshalb auch von einem rezessiven
Wirkungsmechanismus gesprochen wird. Die fiir die Genese des Kolonkarzinoms
wichtigsten Tumorsuppressorgene sind das p53- Gen, das DCC-Gen (deleted in colorectal
cancer), das MCC-Gen (mutated in colorectal cancer) und das APC-Gen.

Histologisch gesehen bilden Dysplasien des Kolorektums die Vorliduferldsionen kolorektaler
Karzinome (29). Dysplasien sind neoplastische Epithelproliferation, die nicht die Submukosa
infiltrieren und durch zelluldre Atypien, Ausreifungsstorungen sowie Verdnderungen der
Zellarchitektur auffallen. Mehr als 95 % aller Dysplasien im Kolon und Rektum treten in
Adenomen auf, die daher auch als ,,focus of dysplasia“ bezeichnet werden und fiir die

Karzinogenese von entscheidender Bedeutung sind (30). Neben den Adenomen, die eine
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makroskopisch sichtbare Vorwdlbung der Darmschleimhaut hervorrufen, existieren auch
solche, die im Schleimhautniveau liegen (,,flat adenomas*) (31). Die stufenweise
Entwicklung kolorektaler Karzinome aus Adenomen wird auch als Adenom-Karzinom
Sequenz bezeichnet. Fearon und Vogelstein zeigten, dass die verschiedenen
Entwicklungsstadien vom Adenom zum kolorektalen Karzinom mit bestimmten Onko- und
Tumorsuppressorgenverinderungen korrelieren (26). Eine Ubersicht hierzu liefert
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Abbildung 1  Genetisches Modell der kolorektalen Karzinogenese nach Fearon et al.

Der Ubergang von normalem Kolonepithel in ein hyperproliferatives Epithel geht mit einem
Funktionsverlust des APC-Gens einher. Mutationen im Onkogen K-ras finden sich beim
Ubergang des hyperproliferativen Epithels in kleine Adenome und der Verlust des DCC-
Gens kennzeichnet den Ubergang in fortgeschrittene, groBe Adenome mit ausgeprigten
Dysplasien. Der Verlust der Funktion des p53- Genproduktes bedeutet meist den Ubergang in
ein Karzinom. Die Zahl der genetischen Alterationen in den Tumorzellen nimmt somit im
Verlauf der Karzinogenese stetig zu, dabei ist zeitliche Abfolge der genetischen

Veridnderungen weniger entscheidend als vielmehr deren Akkumulation.
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1.4 Morphologie und Klassifikation
1.4.1 Wachstumstypen und Lokalisation

Makroskopisch erscheinen kolorektale Karzinome als polypos wuchernde, ulzerierende oder
diffus-infiltrativ in die Darmwand wachsende Tumore. Eine Ubersicht iiber die
lokalisationsabhiingigen Inzidenzraten der kolorektalen Karzinome ist Abbildung 2 zu

entnehmen.

Abbildung 2 Lokalisationsabhédngige Inzidenzraten kolorektaler Karzinome

(http://www.medizin.fu-berlin.de/chi/studium/vorlesung/kolonca/folie6.html)

Aus dieser geht hervor, dass knapp 50 % aller kolorektalen Karzinome im Rektum lokalisiert
sind. Mehrfachkarzinome finden sich in 2 — 3 % aller kolorektalen Karzinome. Anhand
histopathologischer Eigenschaften lassen sich kolorektale Karzinome fiir prognostische und

therapeutische Zwecke genauer beschreiben und klassifizieren.

1.4.2 Histopathologische Tumortypisierung

Die allgemein verbindliche WHO-Klassifikation vom Jahr 2000, die gleichermallen fiir
Kolon- und Rektumkarzinome gilt, unterscheidet folgende Karzinomtypen: Adenokarzinom,
muzindses Karzinom (Gallertkarzinom), Siegelringzellkarzinom, medulldres Karzinom,
adeno-squamoses  Karzinom, kleinzelliges Karzinom, Plattenepithelkarzinom und

undifferenziertes Karzinom (2).
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Dabei ist innerhalb eines Tumors das nebeneinander Auftreten unterschiedlicher Entititen
moglich. Adenokarzinome liegen mit tiber 90 % am hiufigsten vor, gefolgt mit deutlichem

Abstand von muzindsen Karzinomen, wihrend die anderen Karzinomtypen sehr selten sind.

1.4.3 Histopathologische Differenzierungstypen (Grading)

Die WHO unterscheidet beim kolorektalen Karzinom nach der histologischen Ahnlichkeit
des Karzinoms zum Ausgangsgewebe drei Differenzierungsgrade: hoch, mittel und niedrig
differenzierte Tumore.

Die UICC (Union International Contre le Cancer) bezeichnet den Differenzierungszustand
kolorektaler Karzinome analog zur WHO: hoch differenziert (G1), méBig differenziert (G2),
niedrig differenziert (G3), wobei der von der UICC zusitzlich vorgesehene
Differenzierungsgrad G4 dem eigenen histologischen Tumortyp des undifferenzierten
Karzinoms in der WHO-Nomenklatur entspricht.

Sind innerhalb eines Tumors unterschiedliche Differenzierungsgrade entwickelt, so sind die
Areale mit der geringsten Differenzierung fiir die Bewertung mafBigeblich. Im Allgemeinen
zeigen niedrig differenzierte Karzinome ein agressiveres Wachstumsverhalten und eine

hohere Progressionsneigung.

1.4.4 Tumorstadieneinteilung (TNM/ UICC/ Dukes)

Nach der UICC (Union International Contre le Cancer) werden kolorektale Karzinome
entsprechend ihrer Tumorausbreitung klassifiziert. Das Einteilungsprinzip basiert geméfl dem
von Pierre Denoix, einem franzdsischen Chirurg, entwickelten TNM Systems (32) auf
folgenden Tumoreigenschaften mit prognostischer Relevanz: Infiltrationstiefe der Darmwand
bzw. Befall angrenzender Strukturen (T), Anzahl der befallenen Lymphknoten (N), Auftreten
von Fernmetastasen (M). Das genaue Ausmall der Tumorausbreitung wird durch Indizes

dieser Komponenten angegeben (siehe Tabelle 1).
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Primértumor
Tx/ pTx Primétumor kann nicht beurteilt werden
TO/ pTO kein Anhalt fiir Primértumor
Tis/ pTis Carcinoma in situ: Tumorzellen intraepithelial oder intramukds, jedoch keine Tumorausbreitung durch die
Muskularis mukosa
T1/pT1 Tumor erstreckt sich in die Submukosa
T2/ pT2 Tumor erstreckt sich in die Muskularis mukosae
T3/ pT3 Tumor infiltriert die Subserosa oder in das nicht-peritonealisierte perikolische bzw. perirektale Gewebe
T4/ pT4 Tumor infiltriert direkt andere Organe oder Gewebe (T4a) oder das viszerale Peritoneum (T4b)
regiondre Lymphknoten
Nx/ pNx regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO/ pNO keine Lymphknotenmetastasen
N1/pN1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2/ pN2 Metastasen in vier oder mehr regionéren Lymphknoten
Fernmetastasen
Mx/ pMx Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO0/ pMO keine Fernmetastasen
M1/ pMl1 Fernmetastasen vorhanden, dazu zéhlen auch nicht regiondre Lymphknotenmetastasen
Tabelle 1 pTNM-Stadien beim kolorektalen Karzinom nach dem 5. iiberarbeiteten Staging-

Protokoll der UICC von 1997 (33)

Aus den T-, N- und M-Kategorien werden von der UICC vier Tumorstadien abgeleitet, die
fiir die Therapie und Prognose der Patienten von entscheidender Bedeutung sind (siche
Tabelle 2). Auch die Klassifikation kolorektaler Karzinome nach Dukes, die dieser 1932 fiir
das Rektumkarzinom erarbeitet hat, findet bis heute in modifizierter Form Verwendung und

ist Tabelle 2 zu entnehmen.

UICC-Stadium TNM-Stadium Dukes-Stadium
Stadium 0 Tis NO MO Stadium 0
Stadium I T1 NO MO Stadium A
T2 NO MO

Stadium II T3 NO MO Stadium B
T4 NO MO

Stadium III jedes T N1 MO Stadium C
jedes T N2 MO

Stadium IV jedes T jedes N M1 Stadium D

Tabelle 2 Stadieneinteilung nach UICC und Dukes

Pritherapeutisch wird mittels bildgebender Verfahren (z.B.: Endoskopie, Sonographie, MRT,
CT) sowie klinischer Untersuchungsbefunde die Klassifizierung der Tumorausbreitung im
TNM-System als Basis fiir die Therapieplanung vorgenommen, wobei die klinisch bestimmte
Tumorinfiltrationstiefe und der Lymphknotenbefall mit dem Prifix ,c“ (cTNM)
gekennzeichnet wird. Postoperativ erfolgt die pathohistologische Beurteilung des

Operationspriparates (pTNM).
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Zusitzlich gibt die Residualklassifikation der UICC Auskunft iiber das Vorhandensein oder
Fehlen von nachweisbarem Resttumor nach erfolgter Therapie. Voraussetzung dafiir ist die
sorgfiltige histopathologische Untersuchung der Resektionsridnder des Tumorpréparates. Das
Fehlen von nachweisbarem Resttumor wird als R-0-Resektion beschrieben, wihrend die R-1-
Resektion einen mikroskopisch und R-2-Resektion einen makroskopisch erfassbaren
Residualtumor kennzeichnet (28). Nach den Leitlinien der UICC gelten sowohl ein
lokoregiondrer Tumorrest als auch nicht resezierbare Fernmetastasen als Residualtumor (34,
35). Anhand dieser Residualklassifikation lassen sich primir palliative Eingriffe (R-1, R-2-
Resektion) von potenziell kurativen (R-0-Resektion) unterscheiden, was vor allem in

Hinsicht auf die Prognose von entscheidender Bedeutung ist.

1.5 Metastasierung
1.5.1 Metastasierung aus klassisch anatomischer Sicht

Das kolorektale Karzinom metastasiert am hédufigsten lymphogen. Die Lymphabflusswege
entsprechen denen der arteriellen Versorgung und fiihren demnach entlang den Asten der A.
mesenterica superior, bestehend aus den Aa. Ileocolica, colica dextra und colica media, sowie
den Asten der A. mesenterica inferior, nimlich der A. colica sinistra, den Aa. sigmoidales
und der A. rectalis superior. Bei tiefsitzenden Rektumkarzinomen ist die lymphogene
Metastasierung entlang der Aa. rectales inferiores zu den Iliaca interna-Gefallen moglich. Nur
bei sehr tiefem Tumorsitz und Infiltration in die Levatorebene oder bei proximal blockiertem
Lymphabfluss erfolgt die Metastasierung nach distal und inguinal wie beim Analkarzinom.
Im Allgemeinen finden sich Lymphknotenmetastasen nicht weiter als 2-3 cm distal vom
Tumorunterrand entfernt. Die hdmatogene Metastasierung, die, wie man bislang annimmt,
den venosen Abfliissen von Kolon und Rektum folgt, fithrt vor allem zu folgenden
Organmetastasen in absteigender Hiufigkeit: Leber-, Lungen-, Skelett-, Nebennieren-, und
Gehirnmetastasen. Bei fortgeschrittenem Tumor besteht gelegentlich auch eine peritoneale
Tumoraussaat. Unter Mikrometastasen versteht man immunhistochemisch in Blut, Lymphe
oder Knochenmarksaspiraten nachweisbare einzelne disseminierte oder zu kleinen Gruppen
formierte Tumorzellen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sind ca. 40 % der kolorektalen

Karzinome auf die Darmwand begrenzt und noch nicht metastasiert. Lymphknotenmetastasen
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liegen bei ca. einem Drittel der Fille vor, wihrend bei ca. 20 % aller Rektumkarzinome und

ca. 30 % der Kolonkarzinome bereits eine Fernmetastasierung erfolgt ist (36).

1.5.2 Metastasierung aus molekularbiologischer Sicht

Die komplexe metastatische Kaskade beginnt mit der Loslosung von Karzinomzellen aus
dem Tumorzellverband durch den Verlust von Zell-Zell-Adhisionen (37-39), weshalb sich
im Tumor hdufig eine gegeniiber dem Normalgewebe herabgesetzte Expression von
Adhisionsmolekiilen zeigt. Die aus der vermehrten Expression tumorassoziierter Proteasen
und Protease-Inhibitor-Systemen (40, 41) resultierende gesteigerte proteolytische Aktivitét
befdhigt die Tumorzellen die umgebenen Matrixkomponenten zu lysieren und
Basalmembranen zu durchbrechen. Auf diese Weise gelangen Tumorzellen in das Blut- und
Lymphgefalsystem. Eine systemische Streuung von Tumorzellen konnte bereits in frithen
Tumorstadien nachgewiesen werden (42). Proteolytische und adhédsive Prozesse werden
erneut fiir die Festsetzung der Tumorzelle im Zielorgan bendotigt. Fiir die Metastasenbildung
im Zielorgan spielen wiederum angiogenetische Faktoren und Wachstumsfaktoren sowie ihre
Rezeptoren (43, 44) eine bedeutende Rolle. Fiir die hédufig gesteigerte Proliferationsaktivitét

sind Onkogene und Tumorsuppressorgene von besonderem Interesse.

1.6  Therapie

Die chirurgisch-onkologische Therapie ist bislang das einzige potenziell kurative
Behandlungsverfahren des kolorektalen Karzinoms. Das operative Vorgehen umfasst dabei
die Resektion des Primédrtumors mit ausreichendem Sicherheitsabstand im Gesunden und die
En-bloc-Entfernung des regiondren Lymphabflussgebietes, wozu die moglichst zentrale,
radikulédre Ligatur der versorgenden Gefille erforderlich ist. Das Ausmal} der Darmresektion
wird weitgehend durch die zentrale GefdBunterbindung, das heifit durch den Umfang der
Devaskularisation, bestimmt. Nach dem internationalen Dokumentationssystem fiir das
kolorektale Karzinom von 1991 wird dieses onkologische Operationsverfahren auch als
radikale Resektion bezeichnet (1).

Fir das Kolonkarzinom resultieren je nach Lokalisation des Primirtumors aufgrund der

erforderlichen GefiBligaturen folgende Standardresektionen: Hemikolektomie rechts, Kolon-
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Transversum-Resektion, Hemikolektomie links, Sigmaresektion. Der durch die
GefidBunterbindung bestimmte Resektionsumfang gewdhrleistet beim Kolonkarzinom stets
die Einhaltung der onkologisch begriindeten Sicherheitsabstinde von 3 cm am frischen, nicht
ausgespannten Resektat. Beim Sigmakarzinom ist derzeit noch umstritten, ob die
Hemikolektomie links oder die Sigmaresektion vorzuziehen ist.

Beim Rektumkarzinom besteht ein wesentlicher Aspekt fiir die chirurgisch-onkologische
Therapie in der En-bloc-Entfernung des Mesorektums, da Rektumkarzinome typischerweise
schon frithzeitig extramurale Satellitenmetastasen im Mesorektum bilden (45, 46). Das
Ausmal} des erforderlichen Sicherheitsabstandes und das der En-bloc-Entfernung des
Mesorektums richtet sich nach der Lokalisation des Rektumkarzinoms. Bei Sitz des
Karzinoms im oberen Rektumdrittel wird ein Sicherheitsabstand von 3 cm am frischen, nicht
ausgespannten Resektat und die partielle En-bloc-Entfernung des Mesorektums durchgefiihrt,
wohingegen der Sitz des Karzinoms in den unteren zwei Rektumdritteln einen
Sicherheitsabstand von 1-2 cm sowie die totale En-bloc-Entfernung des Mesorektums
erfordert, die erstmals von Heald et al. als totale mesorektale Exzision (TME) beschrieben
wurde (45, 46). Fiir das Rektumkarzinom bieten sich je nach Tumorlokalisation und -grof3e
folgende Operationsverfahren an: die tiefe anteriore oder intersphinktire Rektumresektion
und die abdomino-perineale Rektumexstirpation. Nach Moglichkeit wird das
kontinenzerhaltende Verfahren, die tiefe anteriore Rektumresektion, bevorzugt. Eine lokale
chirurgische Tumorexzision in kurativer Absicht ist bei sogenannten , low-risk-
Rektumkarzinomen* (pT1, G1-2, MO) vertretbar, wobei das Karzinom durch einen
transanalen chirurgischen oder einen endoskopisch mikrochirurgischen Eingriff im Gesunden
entfernt wird.

Die Indikation zur subtotalen Kolektomie beim kolorektalen Karzinom besteht unter
folgenden Bedingungen: Karzinomlokalisation an der Grenze zweier Lymphabflussgebiete,
Vorliegen synchroner Karzinome oder Adenome, FAP, HNPCC, Karzinome bei Colitis
ulcerosa und akuter Obstruktion. Bei Befall von Nachbarorganen sind erweiterte Operationen
moglich, bei denen der tumortragende Darmabschnitt En-bloc mit den infiltrierten
Nachbarorganen entfernt wird. Auch R-0O-resezierbare Metastasen in Leber und Lunge sollten
chirurgisch entfernt werden.

Palliative Behandlungsmallnahmen kommen bei nicht kurablen Tumorleiden oder

anderweitig eingeschrinkter Lebenserwartung zum Einsatz. Das Ziel solcher MaBnahmen ist
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primér der Erhalt bzw. das Erreichen einer zufriedenstellenden Lebensqualitit. Neben der
chirurgischen Palliativbehandlung, bei der die Radikalitit des operativen Vorgehens
eingeschriankt ist, stehen endoskopische, strahlen- und chemotherapeutische sowie
medikamentdse und interventionell radiologische Mallnahmen zur Verfiigung.

Zusitzlich zu den operativen Therapiestrategien bieten sich zur Behandlung kolorektaler
Karzinome insbesondere in fortgeschrittenen Tumorstadien neoadjuvante und adjuvante
Behandlungsverfahren an. So wird beim Rektumkarzinom zur Senkung der Lokalrezidivrate
im Stadium UICC II und III eine adjuvante Radiochemotherapie empfohlen. Als MaB3nahme
zur Tumorverkleinerung (,,down-sizing “) bei lokal fortgeschrittenen (T3-4, NO, MO bzw. T1-
4, N1, MO) oder primir nicht kontinenzerhaltend operablen Rektumkarzinomen empfiehlt
sich ebenfalls eine vor der Operation durchgefiihrte neoadjuvante Radiochemotherapie (47).
Beim Kolonkarzinom hingegen wird eine adjuvante Chemotherapie im UICC III Stadium
durchgefiihrt (48, 49). Fiir Kolonkarzinom im UICC-Stadium II wird au3erhalb von Studien
keine adjuvante Chemotherapie empfohlen, da ein Uberlebensvorteil noch nicht gesichert

werden konnte. Eine neoadjuvante Therapie beim Kolonkarzinom ist bisher nicht etabliert.

1.7 Prognose
1.7.1 Histopathologische Prognosefaktoren

Da die meisten Tumorrezidive innerhalb von fiinf Jahren nach operativer Resektion auftreten,
lisst sich anhand der 5-Jahres-Uberlebensrate eine Aussage iiber die Prognose der Patienten
treffen. Fiir die meisten soliden Tumoren, so auch fiir das kolorektale Karzinom, ist die
anatomische Ausbreitung des Tumors der weitaus wichtigste prognostische Faktor. Dabei ist
die anatomische Ausbreitung des Tumors vor der Therapie von jener nach Priméartherapie zu
unterscheiden. Die erstere wird im TNM-System erfasst, der Tumorstatus nach
Primértherapie in der Residual-(R-)Klassifikation (siehe Abschnitt 1.4.4).

Der wichtigste prognostische Faktor fiir den Patienten ist die R-Klassifikation. Das Erreichen
akzeptabler Langzeitergebnisse (5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 69,6 und 75,8 %) ist nur
bei Patienten erreichbar, die residualtumorfrei (R-0) sind, wohingegen die Prognose R-1- und
R-2-resezierter Patienten #uBerst ungiinstig ist (5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 4,3 und

10,7 %) (50).
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Der Krankheitsverlauf bei Patienten mit Residualtumor (R-1- und R-2-Resektion) wie auch
jener ohne Tumorresektion wird in erster Linie durch das Fehlen oder Vorhandensein von
Fernmetastasen sowie von der Lokalisation des Residualtumors bestimmt. Die medianen
Uberlebenszeiten betragen bei ausschlieBlich lokoregiondrem Residualtumor 17,4, bei
Fernmetastasen 9,8 und beim gleichzeitigen Auftreten beider Residualtumorformen 6,7
Monate (35). Bei R-O-resezierten Patienten stellt das TNM abhingige UICC Stadium des

Primértumors den entscheidenden prognostischen Faktor dar (siehe Tabelle 3).

UICC-/ TNM-Stadium 5-Jahres-Uberlebensraten ( %)

Stadium 0, I (Tis, T1; NO; MO) >90
Stadium I (T2; NO; MO0) 80-85
Stadium II (T3, T4; NO; MO) 70-75
Stadium III (T2; N1-3; MO0) 70-75
Stadium III (T3; N1-3; MO0) 50-65
Stadium III (T4; N1-3; MO0) 24-45
Stadium IV (M1) <3

Tabelle 3 UICC-Stadium abhingige Prognose kolorektaler Karzinome (51)

Allerdings wird die zur Zeit gebrduchliche Beurteilung der Prognose anhand des UICC
Stadiums nicht ausreichend den individuell variierenden Krankheitsverldufen gerecht. Zur
Prézisierung der Prognose wurden weitere UICC Stadium-unabhingige histopathologische
Prognosefaktoren beschrieben: der histologische Differenzierungsgrad, Veneneinbriiche,
Lymphgefia- und Perineuralscheideninvasion, die histologische Beschaffenheit des
Tumorrandes und das Ausmal der peritumordsen lymphzytidren Infiltration (51-55).

Zu den wahrscheinlichen prognostischen Tumor-, Patienten- und Behandlungs-assoziierten
Kriterien zidhlen des weiteren: die Lokalisation des Primiartumors, das Auftreten einer
Obstruktion/ Tumorperforation, das Geschlecht des Patienten, die Technik der
Tumormobilisation, die intraoperative Tumorzelldissemination, der Chirurg und die

Erfahrung der behandelnden Klinik (50).
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1.7.2 Molekularbiologische Prognosefaktoren

Neben den etablierten histopathologischen prognostischen Faktoren wurden in Studien eine
Reihe molekularbiologischer Parameter beschrieben, deren prognostische Relevanz moglich
bis wahrscheinlich ist, aber in unabhingigen Studien noch bestitigt werden muss.

Unter den molekularbiologischen Parametern fand bisher lediglich der CEA-Serum-Spiegel
als prognostischer Faktor Anerkennung (50, 52, 53), der nach Empfehlungen des American
Joint Committee von 2000 (52) das etablierte auf den TNM Kategorien basierende
Stadieneinteilungssystem fiir das kolorektale Karzinom ergénzen soll.

Die potenziellen molekularbiologischen  Prognosefaktoren umfassen  Onkogene,
Tumorsuppressorgene,  Angiogenese-,  Adhésions-, = Apoptosefaktoren,  Proteasen,
Proteaseinhibitoren sowie die entsprechenden Rezeptoren. Eine exemplarische Ubersicht

hierzu liefert Tabelle 4.

Marker Klassen prognostische Marker

Onkogene/ Protoonkogene Ras, Erb-B2 (Her-2/neu), epidermal growth factor (EGF), Transforming growth
factors (z.B. TGF-a, TGF-B1)

Tumorsuppressorgene p53/ 17p LOH, DCC/ 18q LOH, 5q allelic loss, MSI, DNA Hypermethylation,
p27, p21, nm23

Angiogenesefaktoren vascular endothelial growth factor (VEGF)

Adhisionsfaktoren Cell ahesion molecules (z.B. ICAM-1), CD44v6

Apoptosefaktoren Bcl-2, Superoxid Dismutase, Glutathion S-Transferase n

Proteasen, Proteaseinhibitoren Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (uPA), PA-Inhibitor (PAI), uPA-Rezeptor
(uPA-R), Matrix-Metalloproteinasen (MMP), Cathepsin B

Andere Sialyl-Le*, Sialyl-Le*, Cyclin D1, Ki-67, C-reaktives Protein (CRP)

Tabelle 4 Molekularbiologische Marker mit potenziell prognostischer Relevanz beim

kolorektalen Karzinom

Eine Vielzahl von Studien befasste sich mit der Evaluation dieser und anderer
molekularbiologischer prognostischer Marker. Obwohl sich fiir einige Gene und
Genprodukte genetische Alterationen in kolorektalen Karzinomen regelmiflig nachweisen
lieBen, blieb ihre prognostische Relevanz aufgrund uneinheitlicher Ergebnisse, fraglich. So
zeigten z.B. Studien signifikante Ergebnisse fiir die prognostischen Wert fiir K-ras
Mutationen (56), wihrend andere Studien Gegenteiliges beschrieben (57). Widerspriichliche
Studien existieren auch zur prognostischen Relevanz von p53 (58, 59) sowie der ,,loss-of-

heterozygosity” (LOH) von Chromosom 18q (60, 61).
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Eine mogliche Erklidrung fiir die uneinheitlichen Ergebnisse ist die intratumordse genetische
Heterogenitit, die in einer Studie von Baisse et al. fiir das kolorektale Karzinom beschrieben
wurde (62), wie auch bereits zuvor in anderen Studien fiir das Prostata Karzinom (63, 64),
das Mamma Karzinom (65), das Osophagus Karzinom (66) und andere Tumorentititen.

Die biologische Ursache fiir die erwihnte intratumordse genetische Heterogenitidt liegt
moglicherweise in der schrittweise erfolgenden Akkumulation genetischer Verdnderungen im
Rahmen der kolorektalen Karzinogenese. Dabei bedeutet jede zusitzliche Mutation in einer
Zelle einen Wachstumsvorteil gegeniiber den restlichen Zellen, die folglich durch die

Proliferations-kompetentere Zelle tiberwuchert werden.

1.8  Mikrodissektion

Die Mikrodissektion dient der Entnahme von morphologisch definierten Zellen bzw.
Zellverbinden aus inhomogenen Geweben. Dabei stehen bei der Mikrodissektion die Zellen
bis zu ihrer Entnahme unter dem natiirlichen Einfluss benachbarter Bindegewebszellen, so
dass die Genexpression, im Gegensatz zur Erzeugung homogener Zellpoole aus Zelllinien,
unter weitgehend natiirlichen Bedingungen untersucht werden kann (67).

Im Rahmen von Genexpressionsanalysen gewann die Mikrodissektion zunehmend mehr an
Bedeutung, da die genetischen Expressionsprofile von Tumorzellen durch die genetische
Information anderer im Tumorgewebe enthaltener Bindegewebszellen, wie z.B. Fibroblasten,
Leukozyten, Endothel- und Nervenzellen, gestort wird (68).

Anfangs kam neben den manuell und Mikromanipulator-gesteuerten Nadelmethoden (69, 70)
die negative Ablation zur Anwendung, bei der unerwiinschte Zellareale durch ultraviolettes
Licht zerstort bzw. inaktiviert wurden und darauffolgend die erwiinschten Zellverbande
mechanisch isoliert werden konnten (71, 72). Spidter wurden Laser gestiitzte
Mikrodissektionsverfahren entwickelt, wie die laser capture microdissection (LCM) (73, 74)
und die Laser microbeam microdissection (LMM) (75), deren Vorteil gegeniiber ilterer
Methoden in der verbesserten Préazision und Reproduzierbarkeit lag (76).

Die LCM wurde 1996 am National Cancer Institute entwickelt und fand seither in
verschiedensten Genexpressionsstudien erfolgreich Anwendung. Bei der LCM wird das
Zielgewebe durch ein computergesteuertes Mikroskop visualisiert, mittels Computer aided

design (CAD) markiert und anschlieBend durch einen niedrig-energetischen infrarot Laser
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vom librigen Gewebe getrennt. Dabei verschmilzt die thermolabile Ethylenvinylacetat (EVA)
Membran eines Triagermediums, welches zuvor auf den gefirbten und getrockneten
Kryoschnitt gesetzt wurde, interkalierend mit dem Rand des ausgeschnittenen Gewebeareals,
so dass das mikrodissezierte Zielgewebe sogleich anhaftend am Trigermedium in ein
Eppendorfgefal iiberfiihrt werden kann. Diese Vorgehensweise wird auch als no-touch-

technology bezeichnet und wird in Abbildung 3 veranschaulicht.

b
a) Cap ) Laserstrahl ©) Cap Capmembran
Xy, i '
i i 2. - -
Gewebeschnitt .
Gewebeschnitt

Abbildung 3  Prinzip der no-touch-technology bei der Laser gestiitzten Mikrodissektion: ein Cap
wird auf einen Gewebeschnitt gesetzt (a), der Laser schneidet ein beliebiges
Gewebeareal aus, so dass die Membran des Caps mit dem Rand des ausgeschnittenen
Gewebes verschmilzt (b), bei der Abnahme des Caps bleibt das Gewebe an der
Capmembran haften (c)

Da die Wellenlinge des Lasers ungefihr dem Absorptionsmaximum der EVA Membran
entspricht und die lediglich 0,5 bis 5Sms andauernden infraroten Laserimpulse energetisch
niedrig sind, wird die meiste Energie von der EVA Membran absorbiert und die im Gewebe
erzeugten Temperaturen liegen bei max. 90 °C. Nukleinsduren und andere Makromolekiile
werden somit nicht geschidigt (54) und konnen fiir Chiparrayexperimente verwendet
werden (76, 77).

Die in dieser Arbeit angewandte Laser gestiitzte Mikrodissektion entspricht einer
modifizierten Form der LCM, wobei anstelle des infrarot Lasers ein ultraviolett Laser

verwendet wird.

1.9  Chiparray basierte Genexpressionsanalysen

Die Chiparray Technologie ermdglicht durch die zeiteffektive simultane Expressionsanalyse
tausender Gene, das gesamte Genom auf potenzielle Onko-, bzw. Tumorsuppressorgene zu

durchsuchen, um so einerseits Riickschliisse auf die Tumorgenese ziehen zu konnen und
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andererseits Kandidatengene beziehungsweise Biomarker zur Prézisierung der Diagnostik
sowie fiir neue Therapieansitze zu finden.

Derzeit kommt die Chiparray Technologie vornehmlich in zwei unterschiedlichen Formen
zur Anwendung: als Oligonukleotidarray-Technologie sowie als cDNA-Array-Technologie.
Diese Verfahren unterscheiden sich vor allem beziiglich ihrer Herstellung und ihrer
Messprinzipien. Wihrend fiir die Herstellung der Oligonukleotidarrays die kurzen single-
stranded DNA-Fragmente (20-60 Nukleotide lang) mit Hilfe photolithographischer
Techniken direkt auf der Oberfliche des Trigermaterials synthetisiert werden (78, 79),
werden die lingeren cDNA-Fragmente (500-5000 Nukleotide lang) fiir die cDNA-Arrays in
separaten Ansitzen amplifiziert und anschlieBend robotergesteuert auf die entsprechenden
Felder der Rasteroberfldche des Chips iiberfiihrt (80, 81). Gegeniiber den cDNA-Arrays mit 1
bis 2kb langen Sonden haben Oligonukleotidarrays den Vorteil, dass die verhdltnismaBig
kurzen Sonden sequenzspezifisch aus dem Genom gezielt ausgewihlt werden kénnen und
sich somit Kreuzhybridisierungen minimieren lassen (82). Die Photolithographie, die der
Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidarrays dient, ist der
Halbleiterindustrie entlehnt und ermoglicht bis zu 300.000 unterschiedliche Sonden auf einer
Flidche von 1,28 cm x 1,28 cm in situ zu synthetisieren. Dabei werden pro Sonde auf einer
Fliche von 20 um x 20 um 10° bis 10’ Kopien eines Oligonukleotids erzeugt (83). Als
Trigermaterialien finden Silikon, Glas, Nylon und Nitrozellulose Verwendung, wobei sich
insbesondere Glas eignet, da es gut haltbar und nicht pords ist und eine niedrige
Hintergrundfluoreszenz — aufweist (84). Fiir die Genexpressionsmessung werden
Oligonukleotidarrays mit nur einer Probe hybridisiert, so dass die Hohe der Genexpression
der absoluten Intensitdt des Fluoreszenzsignals entspricht (85). Die cDNA-Arrays hingegen
werden gleichzeitig mit der Testprobe und einer Referenzprobe hybridisiert, welche durch
verschiedene Farbstoffe markiert sind, damit iiber den Quotienten der Fluoreszenzintensititen
die relative Genexpressionshohe errechnet werden kann (81). Dennoch kénnen mit beiden
Methoden nur relative Transkriptionsniveaus und keine absoluten Mengen oder gar die
Kopienzahl bestimmt und miteinander verglichen werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidarrays werden von Affymetrix Inc.
einsatzbereit bezogen. Die Oligonukleotidchips werden mit cRNA hybridisiert, die zuvor

durch in-vitro Transkriptionen amplifiziert und mit Biotin markiert wurde. An das Biotin
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wird anschlieend ein Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex gebunden, der in der Lage ist,
nach Anregung durch Licht zu fluoreszieren.

Fiir die Synthese der Oligonukleotidarrays werden fiir jedes Gen mit Hilfe bestimmter
Algorithmen von Affymetrix Inc. Oligonukleotide bzw. Sonden mit einer Linge von 25
Basenpaaren ausgewihlt. Da diese Sondenlidnge jedoch keine hochspezifische Hybridisierung
der Ziel-RNA zulésst, werden fiir jedes zu detektierende Gen verschiedene Oligonukleotide,
die sich nicht {iberlappen, verwendet. Zudem werden zur Kontrolle der
Hybridisierungsspezifitit fiir jedes fehlerfreie Oligonukleotid (PM = perfect match)
zusitzlich ein Oligonukleotid mit einer in der Mitte gelegenen Fehlpaarung synthetisiert
(MM = miss match). Die Fehlpaarung an der Position 13 entspricht jeweils der
komplementidren Base zur perfekten Sequenz. Die ,smiss match“ Sonden ermoglichen
einerseits Hintergrundsignale, wie z.B. das durch Eigenschaften des Scanners verursachte
Rauschen der Signale, oder unspezifische Interaktionen, wie z.B. Kreuzhybridisierungen oder
unspezifische Hybridisierungen, zu quantifizieren und zu verrechnen (85, 86). Das ,,perfect
match“ und das korrespondierende ,,miss match* Oligonukleotidfeld bilden zusammen ein
Probenpaar und werden mit anderen Probenpaaren, die fiir das gleiche Gen spezifisch sind,
zu einem Gen spezifischen Probensatz vereinigt (87) (siche Abbildung 4).

In dieser Arbeit wird der Affymetrix Genchip HG-U133 verwendet, der mit seinen etwa
45.000 Probensitzen die simultane Expressionsanalyse von ca. 33.000 bekannten
menschlichen Genen ermdglicht. Jeder Sondensatz dieses Chips setzt sich aus je 11 ,perfect
match® und 11 ,miss match“ Sonden zusammen. Die Sequenzen, auf denen die Sonden
beruhen, entstammen der ,,UniGene Database und werden zusitzlich mit Daten aus zwei
weiteren, offentlich zugénglichen Datenbanken erginzt (,,Washington University EST Trace
Repository und ,,University of California, Santa Cruz Golden Path Human Genome

Database®).
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Abbildung 4 Gescanntes Bild eines Affymetrix Probensatzes mit den 11 fehlerfreien (,,perfect
match“) und den 11 fehlerhaften (,,miss match“) Oligonukleotidfeldern. Die
Balkendiagramme und die dazugehdrigen Werte geben die gescannten
Fluoreszenzintensitidten in rot fiir ,,perfect match* und in griin fiir ,smiss match*
wider.

Bislang sind unter Anwendung der Chiparray Technologie fiir verschiedene Tumorentitdten
differenziell exprimierte Gene identifiziert worden: Kolorektales Karzinom (88-93),
Pankreaskarzinom (94, 95), Bronchialkarzinom (96), Osophaguskarzinom (97),
Mammakarzinom (98), Prostatakarzinom (99) und andere.

Dariiber hinaus lieBen sich mit Hilfe der Chiparray Technologie tumorphinotyp- sowie
tumorstadienspezifische genetische Expressionsprofile identifizieren, die Tumore iiber die
etablierten histopathologischen Merkmale hinausgehend in prognostisch und therapeutisch
relevante molekularbiologische Subgruppen einteilten und somit zur Optimierung von
Prognostik und Therapie beitragen konnten. Molekularbiologische Signaturen mit einer
klinisch relevanten gruppeneinteilenden Potenz sind bereits fiir verschiedene Tumorentitéiten
beschrieben worden. So entwickelten Golub et al. ein Klassifizierungsverfahren, welches
basierend auf Chiparray generierten Expressionsdaten Leukdmien in akute myeloische und
akute lymphatische Leukidmien einteilte (82) und Alizadeh et al. erarbeiteten eine Signatur
zur prognoserelevanten Subklassifikation von B-Zell Lymphomen (100). Van de Vijver et al.,
Perou et al. und Sorlie et al. beschrieben charakteristische prognoserelevante
Expressionsprofile in Mammakarzinomen (101-103). Kitahara et al. vermochten anhand
genetischer Expressionsprofile die Chemotherapiesensitivitit von Patienten mit Osophagus
Karzinomen vorherzusagen (104). Fiir das kolorektale Karzinom generierten Alon et al., Lin
et al., Frederiksen et al. und Notterman et al. tumorstadientypische molekularbiologische
Signaturen (91, 105-107). Des weiteren wurden klinisch relevante Klassifikation bzw.

Subklassifikation fiir Bronchialkarzinome (108) und Blasenkarzinome (109) beschrieben.



