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1. Einleitung
1.1. Kolorektale Karzinome
1.1.1. Epidemiologie

Unter den Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2006 war der Dick- und
Mastdarmkrebs bei Mannern mit 32.600 Neuerkrankungen auf Platz zwei hinter dem
Prostatakarzinom von insgesamt 218.250 Neuerkrankungen. Bei Frauen befand er sich
ebenfalls auf Platz zwei hinter dem Brustkrebs mit 35.800 von insgesamt 206.000
Neuerkrankungen und damit noch vor dem Lungenkrebs [Zahlen nach Robert-Koch-
Institut Berlin, 2005] (Abbildung 1). Bei beiden Geschlechtern besteht ein Trend zu einer

gesteigerten Inzidenz und Mortalitat nach dem 50. Lebensjahr [Krebsregister Saarland].
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118.250  gesamt  206.000*

*Tahlen ohne nicht-melanotischen Hautkrebs

Geschitzte Lahl der jahrlich Neuerkrankten nach Krebsarten und Geschlecht (Robert Koch-Institut, 2006)

Abbildung 1: Geschétzte Zahl der jahrlichen Neuerkrankten nach

Krebsarten und Geschlecht (Geschéaftsbericht Deutsche Krebshilfe, 2005)
In Deutschland ist der Dickdarmkrebs mit einem Anteil von 2,5% an sechster Stelle der
zehn haufigsten Todesursachen [Statistisches Bundesamt Deutschland, 2005] (Tabelle
1). Insgesamt konnte die Mortalitatsrate aufgrund verbesserter
Screeninguntersuchungen, Diagnostik und Therapie in den letzten Jahren gesenkt
werden. In den USA sank in dem Zeitraum von 1993 bis 2002 die Todesrate fir alle
Krebsarten zusammengenommen um 1,8% pro Jahr fir M&nner und um 0,8% far
Frauen. Die Mortalitdt sank insbesondere fir Lungen-, Prostata-, Brust- und
Dickdarmkrebs [Edwards et al., 2005; Jemal et al., 2006].
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Tabelle 1:  Zehn haufigsten Todesursachen in Deutschland, 2005

Prozentualer

Todesursache Anteil
Chronisch ischamischen Herzkrankheiten 9,8%
akuten Myokardinfarkt 7,4%
Herzinsuffizienz 5,8%
Neoplasien der Lunge und der Bronchien 4,9%
Schlaganféllen 3,6%
Neoplasien des Dickdarms 2,5%
Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit 2,5%
Pneumonie 2,3%
Neoplasien der Brustdrise 2,1%
Diabetes mellitus 2,0%

Als priméarer Risikofaktor fir das CRC gilt in erster Linie die genetische Pradisposition.
Zwei genetische Syndrome, die als Risikofaktoren gelten, sind die familiare
adenomatése Polyposis (FAP) und das hereditare nonpolypése kolorektale Karzinom
(HNPCC). Das HNPCC macht dabei ca. 5-15 % aller CRC aus [Park, Kim, 2005].
Weitere Faktoren sind ballaststoffarme sowie fett- und fleischreiche Ernahrung,
vorausgegangene Polypen, die chronisch ulzerative Colitis [Brentnall et al., 1996],
Diabetes mellitus [La Vecchia et al., 1997], Alkoholabusus [Longnecker, 1990],
Zigarettenkonsum [Colangelo et al., 2004] und vorausgegangene Krebserkrankungen.

Als protektive Faktoren gelten Sport [Colbert et al.,, 2001; Colditz et al., 1997], die
regelmaBige Einnahme von nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) insbesondere
Acetylsalicylsaure (ASS) [Giovannucci et al., 1995; Heath et al., 1994],
postmenopausale Hormontherapie [Grodstein et al., 1999] und ein hoher Anteil an
Frichten und Gemuse in der Nahrung [Slattery et al., 1997 und 1998; Jarvinen et al.,
2001].

1.1.2. Pathologie

Die Hauptlokalisation des Dickdarmkarzinoms liegt im Rektum mit ca. 50%, gefolgt vom
Sigma mit ca. 25%. Die verbleibenden 25% verteilen sich auf die restlichen
Dickdarmabschnitte [Bockelmann et al.,, 1972]. Prakanzerdse Vorlauferlasionen sind
polypdse Adenome, flache nicht-polypése Adenome und gezahnte nicht-polypdse
Adenome, so genannte ,serrated adenomas* [Jass, 2005].

Makroskopisch lassen sich die CRC in drei Formen einteilen. Der haufigste Typ ist der
schisselférmig-exulzerierte Typ mit zentraler Ulzeration, auch Ringwallkarzinom

genannt, der sich in einen polypésen-exophytischen Typ umwandeln kann. Letztere ist
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der zweithaufigste Typ und wéchst blumenkohlartig mit scharfer Begrenzung zum
umliegenden gesunden Gewebe. Der dritte Typ ist selten und wachst diffus-infiltrativ mit

geringer Differenzierung.

Histologisch werden die Karzinomtypen nach der WHO-KIassifikation (Hamilton,
Altonen, 2000) eingeteilt in konventionelle Adenokarzinome mit einem Anteil von 85-
90% sowie muzindse Adenokarzinome (5-10%), auch Gallertkarzinom genannt. Diese
kennzeichnet, dass mindestens 50% der Tumormasse aus Schleim/Muzin besteht.
Seltene Karzinome, die unter 1% der CRC sind: Plattenepithelkarzinome,
diagnostizierbar anhand von Interzellularbricken und Keratohyalingranula,
adenosquamdse Karzinome und kleinzellig-neuroendokrine  Karzinome. Als
undifferenzierte Karzinome werden alle Karzinome bezeichnet, die mit ihrem Zellbild
keinem der oben definierten Typen zuzuordnen sind [Hamilton et al., 2000]. Eine
weitere Einteilung erfolgt nach dem so genannten ,Grading® (G1 gut differenziert, G2
maBig differenziert. G3 schlecht differenziert, G4 undifferenziert) [Wittekind et al., 2002]

1.1.3. Molekularpathologie
1.1.3.1.  Sporadische kolorektale Karzinome

Neunzig Prozent aller CRC sind sporadisch bedingt und lassen sich nicht auf eine
genetische Pradisposition wie bei der familiaren adenomatésen Polyposis (FAP), dem
hereditdren nicht-polypésen kolorektalen Krebssyndrom (HNPCC-Syndrom) oder
familiarer Haufung von Adenomen oder kolorektalen Karzinomen zurtckfihren [Abdel-
Rahman, 2004; Laken 1997].

Eine der ersten Erkenntnisse der Karzinomentstehung im Dickdarm, war der
Zusammenhang zwischen Adenomen und Karzinomen, wobei Adenome als Vorlaufer

flr eine maligne Entartung dienen (Adenom-Karzinom-Sequenz).

Weitere Studien zeigten, dass die Akkumulation von genetischen Veranderungen
notwendig sind, um eine Entwicklung von einer intakten Kolonschleimhaut hin zum
invasiven Karzinom zu ermdglichen [Fearon, Vogelstein, 1990]. Bei diesem
Progressionsmodell handelt sich um ein eher historisches Modell, da darin nur ein
kleiner Teil der mittlerweile bekannten genetischen Veranderungen beim kolorektalen
Karzinom dargestellt sind. Es beschreibt eine molekularpathologische Abfolge von
genetischen Ereignissen, bei denen Tumorsuppressorgene ausgeschaltet werden und
Onkogene wiederum aktiviert werden (Abbildung 2).
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Genetisches Mehrstufenmodell
zum Kolonkarzinom
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Abbildung 2: Verlauf der Tumorprogression des Kolonkarzinoms modifiziert nach Fearon und
Vogelstein 1990

Als ein frihes Ereignis der Umwandelung zum Karzinom soll der Funktionsverlust des
APC-Gens stehen [Laken 1997; Kinzler et al., 1991]. APC bindet und inhibiert das
Signaltransduktionsmolekiil B-Catenin. Dieses dient dazu, im Zellkern den T-Zell-
Transkriptionsfaktor Tcf zu aktivieren. APC bindet zusatzlich an die cytoplasmatische
Seite von E-Cadherin und garantiert so den Zellzusammenhalt. Uber eine Bindung an
Mikrotubuli sorgt es dafir, dass die Zellen vom Proliferationspool in den
Differenzierungs- und Absterbepool gelangen. Eine Mutation im APC-Gen fihrt zum
Verlust der Zell-Zell-Adhé&sion, welches der erste Schritt zur Gewebsinvasion und
Metastasierung ist und weiterhin zur Enthemmung der Zellproliferation fihrt. Als Folge
kommt es zu einer epithelialen Hyperproliferation [Su et al., 1992].

Der Verlust von Methylgruppen (DNA-Hypomethylierung) ist ein weiteres Ereignis in der
Karzinomentstehung. Dieser flhrt Gber Hemmung der Chromosomenkondensation zu
ihrer Instabilitdt, zum Funktionsverlust und zu einer Hyperproliferation, die zu einem

frihen Adenom flhren kann bzw. zur malignen Transformation [Fearon, 1990].

Bei 40-50% der CRC wurde zudem K-RAS Mutationen nachgewiesen [Wang et al.,
2006]. Mutationen in RAS-Genen bewirken eine Hemmung des Abschaltmechanismus
in der Zellaktivierung auf Grund einer schlechteren, bzw. verzégerten Abspaltung des
gebundenen GTP. RAS-Proteine liegen an der Zellmembran und sind flr den

Signalweg in den Zellkern zustandig.

Eine wichtige Veranderung bei der Progression des kolorektalen Karzinoms betrifft das
p53 Gen. Das Protein p53 steigt bei Zellschaden beispielsweise durch UV-Strahlen an
[Dregoesc et al.,, 2006]. Dieses Protein fungiert als Transkriptionsfaktor fir weitere
Gene (CDK-Inhibitor p21; Gene flir DNA-Reparaturenzyme u. a.) und kontrolliert damit
die DNA-Reparatur und den Zellzyklus. Der Verlust von p53 bedeutet somit ein Verlust
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von Reparaturmechanismen und initiiet damit die kontrollierte Apoptose.
Zusammenfassend ist flr die Tumorprogression insgesamt weniger die Reihenfolge, als

vielmehr die Anhaufung der Mutationen wichtig.

Ein neueres genetisches Modell, das die derzeitigen Forschungsergebnisse der
Entstehung des kolorektalen Karzinoms zusammenfasst zeigt Abbildung 3.

Neben den Veranderungen in der Adenom-Karzinom-Sequenz werden auch Lasionen
aufgefihrt, die mit unterschiedlichen morphologischen Typen von Adenomen und
Dysplasien verbunden sind. Insbesondere ist auch Aneuploidie als eine wichtige und
h&aufige Mutationsform genetischer Verdnderungen genannt. Kuirzlich wurde auch
basierend auf Analysen mittels vergleichender genomischen Hybridisierung (CGH) ein
Progressions-Modell aufgestellt, dass einzelne chromosomale Veranderungen mit
spezifischen Stadien der Tumorprogression assoziiert (Abbildung 4). In dem starker auf
einzelne Gene ausgerichteten Schema der Abbildung 3 sind auch Gene genannt, die

mit hereditaren kolorektalen Karzinomen assoziiert sind.
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Abbildung 3: Genetisches Modell zur Entstehung des CRC [llyas et al., 1999; aus Schmoll, Hoffken,
Possinger, 2006]
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adenoma invasive carcinoma lymph node
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Abbildung 4: Chromosomales Progressionsmodell des kolorektalen Karzinoms [Kndsel et al., 2004]

1.1.3.2. Hereditare kolorektale Karzinome

Die FAP wird autosomal dominant vererbt und geht mit der Entwicklung von multiplen
adenomatdsen Polypen einher. Kinzler et al. zeigte 1991, dass eine Keimzellmutation
des APC-Gens auf Chromosom 5921 vorliegt. Das Lebenszeitrisiko dieser Patienten an
einem CRC zu erkranken liegt bei ca. 80% [Chung, Rustgi, 2003]

Das HNPCC-Syndrom (Hereditdre nonpolypdse kolorektale Karzinome) oder auch
Warthin-Lynch-Syndrom genannt, zeichnet sich durch ein bevorzugt rechtsseitiges CRC
vor dem 50. Lebensjahr ohne vorangegangene Polyposis aus. Bekannt sind bislang
Mutationen in sechs ,DNA-Mismatch®“-Reparatur-Genen, die zu den ,Caretaker-Genen*®
gehoéren: MHL1, MHS6, MSH2 [Caldes et al., 2004], PMS1, PMS2, MLH3 [Lipkin et al.,
2001]. Spontane DNA-Replikationsfehler werden nicht genau korrigiert, was zu einer
Anhaufung genetischer Mutationen fuhrt.

Die Karzinome weisen damit eine erhbéhte genetische Instabilitdt auf. Es gibt drei
Formen der genetischen Instabilitat CIN (chromosomale Instabilitat), MIN
(Mikrosatelliten-Instabilitdt) und chromosomale Translokation. MIN tritt bei ca. 15% der
CRC auf und ist das Ergebnis von Mutationen der ,DNA-Mismatch“-Reparatur-Gene
oder der Hypermethylierung von Promotoren des MLH1-Gens [Grady, 2004]. Diese

Mikrosatelliteninstabilitat weist eine gunstigere Prognose auf und metastasiert weniger
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haufig als mikrosatellitenstabile Tumore [Ueda et al., 2001]. CIN kennzeichnet
numerische und chromosomale Alterationen. Diese entstehen durch eine Deregulierung
der DNA-Replikations- und der Mitosespindel-Kontrollpunkte. Bei der Mehrheit
kolorektaler Karzinome kann eine chromosomale Instabilitdit nachgewiesen werden
sowie bei einer Reihe von Syndromen, die mit einem erhéhten Krebsrisiko einhergehen:
Ataxia-Telangiectasia, Bloom-Syndrom und die Fanconi Anadmie [Charames, Babat,
2003].

1.1.4. Klinik und Diagnostik

Die Klinik des CRC ist sehr unspezifisch. An erster Stelle steht eine Tumoranamie, die
Zu allgemeinen Anamiezeichen wie Leistungsabfall, Midigkeit und
Konzentrationsschwierigkeiten fuhrt. Die weitere Klinik hangt von der Tumorlokalisation
sowie von dessen Ausdehnung ab [Speights et al., 1991]. Weiterhin kommen
Gewichtsverlust, Anderungen der Stuhlgewohnheiten, wie Flatulenz, Obstipation und
intermittierende  Diarrhéen sowie Schmerzen bei Patienten mit CRC vor.
Blutauflagerungen im Stuhl findet sich am haufigsten bei Lokalisation im Rektum [Ruf et
al., 2005].

Die Diagnostik des CRC umfasst apparative und laborchemische Untersuchungen. Die
Primaruntersuchung erfolgt digital-rektal. Sie erlaubt eine orientierende Beurteilung der
Sphinkterfunktion sowie der Tiefeninfiltration bei tief sitzenden Rektumkarzinomen. Zum
direkten Tumornachweis eignet sich als Goldstandard die komplette Koloskopie mit
Biopsie zur Sicherung der Lokalisation und Gewebedifferenzierung. Erst bei
unvollstandiger Koloskopie ist die Doppelkontrastuntersuchung des Kolons indiziert. Sie

kann jedoch die Koloskopie nicht ersetzen.

Weitere obligate apparative Untersuchungen sind die Abdomensonographie zur
Metastasensuche und Aszitesausschluss, Réntgen-Thorax in zwei Ebenen und
Bestimmung der Tumormarker CEA und CA19-9. Erganzende Untersuchungen bei
differenzierteren Fragestellungen sind die transrektale Sonographie sowie die
Computertomographie. Die Zystoskopie und die gynékologische Untersuchung werden

bei Verdacht auf Infiltration der umgebenden Organe eingesetzt.

Bei der Metastasensuche kommt neben Sonographie und dem CT ein Réntgen-Thorax

in zwei Ebenen zum Einsatz. Ein Spiral- oder Mehrzeilen-Abdomen-CT ist routinemaBig
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nur bei unklarem oder pathologischem Befund in der Abdomensonographie, das Spiral-
CT des Thorax nur zur Abklarung von Lungenmetastasen indiziert [Schlag et al., 2006].

Als postoperativer Verlaufsparameter eignet sich das Serum-CEA (carcino-embryonal-
antigen) und CA19-9, da diese postoperativ abfallen und bei einem Rezidiv wieder
ansteigen [Carpelan-Holmstrom et al., 2004]. Weiterhin eignen sich Serum CEA und
CA19-9 als prognostischer Marker in Bezug auf das postoperative Uberleben.
Praoperativ erhéhte Serum-Marker sind nach einer Studie von Louhimo et al. aus dem
Jahre 2002 signifikant mit einem schlechteren Uberleben korreliert.

1.1.5. Stadieneinteilung

Das Wachstumsverhalten und die Metastasierung werden histopathologisch durch die
pTNM-Stadien (Tabelle 2) und Dukes-Stadien beurteilt. Der Vorteil der TNM-
Klassifikation, die 1997 durch die Union Internationale Contre le Cancer
(UICC)/American Joint Committee on Cancer (AJCC) neu festgelegt wurde, gegenlber
der von Dukes besteht darin, dass sie differenziert die Infiltrationstiefe des Tumors, den
Befall der regionalen Lymphknoten sowie Fernmetastasen berlcksichtigt.
Demgegenlber erfolgt bei Duke eine Reduktion auf urspriinglich 3, mittlerweile 4
festgelegte Kategorien, die eine differenzierte Beurteilung erschweren (Tabelle 3,
Abbildung 5). Sie ist jedoch gerade wegen ihrer Reduktion auf wenige Stadien in der
Praxis weit verbreitet.

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Kolonkarzinoms [nach Wittekind, Meyer, Bootz, TNM
6. Auflage; Springer Verlag, 2002]

T Primartumor

TX  Primartumor nicht beurteilbar

TO keinen Anhalt fir einen Prim&rtumor

Tis Carcinoma in situ

T1  Tumor infiltriert die Submukosa

T2  Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3  Tumor infiltriert die Subserosa bzw. das nicht peritonealisierte parakolische bzw.
pararektale Gewebe

T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert direkt andere Organe

N Regionale Lymphknoten

NX regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 parakolischen bzw. pararektalen Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr parakolischen bzw. pararektalen Lymphknoten

M Fernmetastasen

MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen
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Tabelle 3: Gegenlberstellung UICC/AJCC, TNM und
Dukes Kilassifikation
UICC/AJCC TNM Dukes
Stadium 0 Tis, NO, MO
Stadium 1 T1/2, NO, MO Dukes A
Stadium 2
Stadium 2A T3, NO, MO Dukes B
Stadium 2B T4, NO, MO
Stadium 3
Stadium 3A T1/2, N1, MO Dukes C
Stadium 3B T3/4, N1, MO
Stadium 3C Jedes T, N2, MO
Stadium 4 Jedes T, Jedes N, M1 Dukes D
1978
1932 1954 1975 Gunderson & Sosin 2002
Dukes  Astler & Coller GITSG (Mad. Astler & Coller) AJcc/uicc
l L 1 L] 1
‘ I T2 o o+
E'E e E ———
<a s IS addSETITIITE Sz F
Mukosa UJ’) (JEQ&WH
i
Muscularis mucosae il =1 gi{iﬂ z i
Ele=%f
Submukosa - P a-'-'cg'gg- % B |
o|3 I
Muscularis propria — g g g % %} § /\/J\
: @€
=2 = g‘é’ )=t
Subserosa | = 38 = ‘: =
Bt
Serosa %§
Angrenzende Organe T
Regionale ;_
Lymphknoten | g
Uber angrenzende | T%E
Organe hinausgehende 2
juxtaregionale | %
Lymphknoten e

Abbildung 5:

[Schmoll, Héffken, Possinger, 2006]

1.1.6. Prognose

Zeitlicher Verlauf der Klassifikation des CRC und deren Unterschiede

Der beste Indikator flir die Langzeitprognose bleibt das histopathologische Staging der
pTNM-Klassifikation nach vollstdndiger Resektion des Tumors zum Diagnosezeitpunkt.
Dabei Zahl
Lymphknoten, das Vorhandensein von Fernmetastasen und der Resektionsstatus eine

spielen  Tumorausdehnung, Lymphknotenbefall, der befallenen

entscheidende Rolle. Dabei ist die 5-Jahres-Uberlebensrate fir das Rektumkarzinom
nach dem UICC/AJCC Staging der sechsten Edition [O Connell, 2004] schlechter, als
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fir das Kolonkarzinom (Tabelle 4 und 5). Pognostisch besonders ungulnstig ist eine
Infiltration in das GefaBsystem sowie ein praoperativer Serumspiegel =5 ng/ml [Slentz,
1994].

Tabelle 4: UICC/AJCC Staging, TNM-Status des
Rektumkarzinoms und 5-Jahres Uberlebensrate

Stage | T1-2, NO 71,5%
Stage Il T3-4, NO 52,4%
Stage Il Jedes T, N1-2 36,9%
Stage IV Jedes T, N, M1 3,6%

Tabelle 5: UICC/AJCC Staging, TNM-Status und
5-Jahres Uberlebensrate des Kolonkarzinoms

Stage | T1-2, NO 93,2%
Stage IIA T3, NO 84,7%
Stage IIB T4, NO 72,2%
Stage IlIA T1-2, N1 83,4%
Stage IlIB T3-4, N1 64,1%
Stage llIC N2 44,3%
Stage IV 8,1%

AuBer den gesicherten prognostischen Markern, wie dem pTNM-Status, der
GefaBinfiltration und dem Serum-CEA, gibt es weitere Marker wie zum Beispiel
chromosomale Deletionen wie 18q, 1p36.1-36.2 und 4q35 als auch Gewinne auf 2q14-
15, 15022-23, 22q11.2, die als unabhangige prognostische Marker mit einem kirzeren
Uberleben des Patienten korrelierten. Diese fiinf Marker erlauben eine Kategorisierung
der Patienten in eine ,low risk“ und eine ,high risk“ Gruppe und kénnen so im Rahmen
einer ,personalisierten Medizin“ als Einleitung einer spezifischen Therapieoption eine
wichtige Rolle spielen [Kndsel et al., 2003]. Als weitere mdgliche prognostische
Faktoren gelten Chromosomen  Aneuploidie, molekulare Marker  wie
Tumorsupressorgene (LOH 1p, LOH 8p, LOH 5q, LOH 17q), Onkogene (K-ras, c-myc)
[Cerottini et al., 1998], Apoptosegene (bcl-2, BAX), Oberflachenmolekile,
Tumorangiogenese [Sternfeld et al., 1999] und die Proliferationsneigung des Tumors.
Da noch keine prospektiven Studienergebnisse vorliegen, sind sie als unabhangige
Biomarker bisher ohne klinische Relevanz.

Eine vom Patienten unabhangige EinflussgréBe ist der Chirurg mit seiner jeweiligen
Technik, der sowohl fir ein Rezidiv, die postoperative Mortalitat, wie auch fir das 5-
Jahres-Uberlebensrate von Bedeutung ist [Hermanek et al., 2000].
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1.1.7. Therapie

Die Therapie gliedert sich in eine kurative, neoadjuvante, adjuvante und palliative
Intervention. Ziel der kurativen Therapie ist beim Rektum-, wie auch beim
Kolonkarzinom die Resektion des Tumors in toto, das heiB3t es wird eine R0O-Resektion
angestrebt. Um eine intraoperative Tumorzellverschleppung zu vermeiden, verwendet
man eine ,no-touch” Technik mit genligendem Sicherheitsabstand nach oral und aboral
und zur zirkumferentiellen Weichteilabtragungsebene.

1.1.7.1. Therapie des Kolonkarzinoms

Eine rechtsseitige Hemikolektomie erfolgt bei Befall des Coecums und des Kolon
ascendens, eine linksseitige bei Befall des Kolon descendens. Jeweils erfolgt die
Mitentfernung des Mesenteriums, des regionalen Lymphabflussgebietes und die
Unterbindung der jeweiligen mesenterialen GeféaBe. Bei Beteiligung des Kolon
transversum erfolgt eine Kolon-Transversum-Resektion, je nach Lokalisation unter
weiterer Resektion der jeweilig betroffenen Flexur oder eine erweiterte Hemikolektomie.
Bei Karzinomen im mittleren und distalen Sigma erfolgt eine radikale erweiterte
Sigmaresektion. Das AusmaB der Darmresektion ist dabei von dem befallenen

Lymphabflussgebiet abhangig [Schlag et al., 2006].

Fir das UICC/AJCC Stadium | oder nach R0O-Resektion besteht keine Indikation fir eine
postoperative adjuvante Chemotherapie. Diese besteht hingegen fir das UICC/AJCC
Stadium Il und Ill nach RO-Resektion. Dabei ist das FOLFOX-Regime (5-FU, Folinsaure
und Oxaplatin) derzeit die effektivste, aber auch die nebenwirkungsreichste adjuvante
Therapie [Schlag et al., 2006].

1.1.7.2. Therapie des Rektumkarzinoms

Rektumkarzinome sind definiert als Tumore, deren aboraler Rand nach Messung mit
einem starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt sind.
Rektumkarzinome werden nach ihrem Abstand von der Anokutanlinie in Karzinome des
oberen Rektumdrittels 16-12 cm, des mittleren Rektumdrittels (6-12 cm) und des
unteren Rektumdrittels (0-6 cm) unterteilt.

Die kurative Therapie des Rektumkarzinoms erfordert neben einer vollstandigen
Resektion des tumortragenden Rektums eine En-bloc-Entfernung des Mesorektums
inklusive des regionalen Lymphabflussgebietes.
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Beim Rektumkarzinom existieren je nach Lokalisation und Grading unterschiedliche
Operationsmethoden. Die anteriore sphinkterkontinenzerhaltene Rektumresektion, die
abdomino-perineale Rektumexstirpation und die intersphinktdre Rektumresektion. Eine
partielle Entfernung des Mesorektums erfolgt bei Tumoren im oberen Drittel, eine
komplette, inklusive des regiondren Lymphabflussgebiets bei Karzinomen der mittleren
und unteren zwei Rektumdrittel unter Schonung der autonomen Nerven (Plexus
hypogastricus superior, Nn. hypogastrici und Plexus hypogastrici inferiores). Zusatzlich
kommen die Absetzung der A. mesenterica inferior und eine En-bloc-Resektion bei

tumoradhé&renten Organen hinzu.

Die Grenze des aboralen Sicherheitsabstandes liegt bei 5 cm, jenseits davon sind keine
Satellitenmetastasen zu erwarten. Die transanale Lokalexzision (Vollwandexzision)
kommt nur bei Low-Grade-T1-Karzinomen zum Tragen, bei denen keine
LymphgefaBinfasion vorliegt. Bei Karzinomen im unteren Drittel, die keinen distalen
freien Tumorrand haben, wird eine abdominoperineale Rektumexstirpation mit Anlage
eines endstandigen Anus praeter sigmoidalis (Kolostoma) durchgefiihrt [Schlag et al.,
2006; Schmiegel et al., 2004].

Im klinischen Stadium Il und Il und bei T4-Tumoren kann eine neoadjuvante Therapie
durch praoperative Radio-Chemotherapie eine vollstdndige Resektion erméglichen und
Lokalrezidive reduzieren [Sauer, 2003]. Dabei wird die Radiotherapie konventionell
fraktioniert 5x pro Woche bis zur Gesamtdosis von 50,4 Gy mit simultanen 5-FU
basierten Chemotherapiezyklen durchgefihrt. AnschlieBend erfolgt in UICC Stadium I
und lll postoperativ zuséatzlich eine Chemotherapie.

Bei primar operierten Patienten des UICC-Stadiums Il und 1ll oder nach R1- Resektion
wird postoperativ eine Radiochemotherapie begonnen. Diese setzt sich aus einer
Bestrahlung der betroffenen Regionen mit einer Einzeldosis von 1,8 Gy 5x pro Woche,
bis zu einer Gesamtdosis von 50,4 Gy und paralleler 5-FU-Dauerinfusion zusammen.
Nach Beendigung der Radiochemotherapie folgt 5x pro Woche eine 5-FU-Bolus
Infusion alle vier Wochen fir vier Zyklen als adjuvante Chemotherapie [Schlag et al.,
2006].
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1.1.7.3. Palliative Therapie

Fir die palliative Therapie stehen verschiedene Therapieverfahren zur Verfligung, die
individuell gewahlt und dem jeweiligen Gesundheitszustand des Patienten angepasst
werden. Indikation flr eine palliative Therapie sind Tumorprogression und
tumorbedingte Symptome. Allen gemeinsam ist, dass eine suffiziente Schmerztherapie
Bestandteil sein  sollte. Die  Wahl  besteht  zwischen  chirurgischen,
chemotherapeutischen, medikamentdsen, strahlentherapeutischen und endoskopischen

Interventionen.

Flr inoperable Kolonkarzinome stehen zur Wiederherstellung der Darmpassage
Umgehungsanastomosen und ein Anus praeter zur Verfligung. Beim Rektumkarzinom
kommen Kryo-, Laser- und Elekirotherapie, sowie transanale endoskopische
Operationen zum Einsatz. Bei fraglicher Inoperabilitat sollte jedoch die Resektion von
Primartumor und Metastasen angestrebt werden; zum einen, um Komplikationen wie
Stenosen, Blutungen oder Tumoreinbruch vorzubeugen, zum anderen, um durch
vollstdndige Resektion von Metastasen eine Heilung zu erzielen. Weiterhin kann nach
erfolgreicher systemischer Chemotherapie die Resektabilitdt von Metastasen verbessert
werden, so dass die Operationsindikation erneut zu tberprifen ist [Schlag et al., 2006].

Bei multiplen, diffusen sowie inoperablen Metastasen sollte aufgrund des besseren
Ansprechens eine Chemotherapie angesetzt werden. Grundsatzlich ist hier der
Kombinationstherapie mit 5-FU/Folinsdure + Oxaliplatin oder Irinotecan der Vorzug vor
der Monotherapie zu geben. Durch die Kombinationschemotherapie kann eine
Verldngerung der medianen Uberlebenszeit von >17 Monaten erreicht werden
[Douillard. et al., 2000].

Folgende first-line Therapieschemata stehen derzeit zur Verfligung:

Tabelle 6: Derzeitige first-line Therapieschemata bei multiplen, diffusen,
inoperablen Metastasen beim Rektumkarzinom [AWMF Leitlinien, 2004]

- 5-FU/Folinsdure nach Mayo-, Machover- oder AlO-Protokoll
- Capecitabine Monotherapie

- 5-FU/Folinsdure (De Gramont-Schema)

- Irinotecan + 5-FU/Folinsaure nach FOLFIRI-Protokoll

- Oxaliplatin+ 5-FU/Folinsaure nach FOLFOX-Protokoll

Allgemein sollte die palliative Chemotherapie bis zum Nachweis der Tumorprogression

fortgeflihrt werden. In klinischer Erprobung sind derzeit monoklonale Antikérper wie
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Bevacizumab, einem Antikérper gegen VEGF (vascular endothelial growth factor), der
in Studien begleitend zum FOLFIRI-Protokoll verabreicht wird und Cetuximab, ein
EGFR-Antikdrper (epidermal growth receptor), der die in erster Linie begleitend zu

Irinotecan eingesetzt wird [Schlag et al., 2006].

1.1.8. Nachsorge

In 10-30% der Falle treten trotz kurativer Resektion Lokalrezidive, am haufigsten
(>80%) in den ersten zwei postoperativen Jahren auf [Eckardt, Bernhard, 1997]. Die
genaue Anamneseerhebung und die kérperliche Untersuchung sind immer ein fester
Bestandteil der Nachsorge. Nachuntersuchungen wie Kontrolle des Serum-CEA,
Koloskopie, Sonographie des Abdomens, Réntgen-Thorax und Spiral-CT des Beckens
hangen vom Tumorstadium ab und erfolgen in regelmaBigen Abstanden [Schlag et al.,
2006].

Tabelle 7: Nachsorgeempfehlung bei Patienten mit Kolonkarzinom UICC-Stadium |l
und Il [modifiziert nach AWMF Leitlinien Kolorektales Karzinom, 2004].

Untersuchun Monate
9 3 [6 |9 [12 |15 |18 |21 |24 |36 | 48 | 60
Anamnese, kérperliche + + + + + + +
Untersuch., CEA
Koloskopie + +
Sigmoidoskopie + + + +
(Rektoskopie)
Abdomensonographie + + + + + + | +
Spiralcomputertomographie | +
Tabelle 8: Nachsorgeempfehlung bei Patienten mit Rektumkarzinom*
[Hermanek et al., 1999]
Monate

Untersuchung 12 | 18 | 24 | 36 | 48 | 60

Anamnese, korperliche + + + ++ + + | ++
Untersuchung, CEA

Abdomen-Sonographie | + + + + + + +
Rektoskopie o. + + + + +
Sigmoidoskopie,

evtl. Endosonographie

Koloskopie ++ ++
Computertomographie 3 Monate nach Abschluss der

(Becken) tumorspezifischen Therapie (Operation

bzw. adjuvanter Strahlen/
Chemotherapie)

* UICC-Stadium | (Rot), Il + Il (schwarz)
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1.1.9. Screening

Fir das Screening der asymptomatischen Bevodlkerung wird ein Beginn ab dem 50.
Lebensjahr empfohlen, soweit keine anderen Risikofaktoren vorliegen. Als
Goldstandard umfasst dies die Koloskopie und die digital-rektale Untersuchung.
Wiederholt wird die Koloskopie bei unauffalligem Befund alle 10 Jahre. Fir Patienten,
die eine Koloskopie ablehnen, steht die Sigmoidoskopie alle 5 Jahre, in Kombination mit
dem Guajak-Test nach Greegor (Haemoccult®) mit jahrlicher Kontrolle, zur Verfligung.
Falls jegliche endoskopische Diagnostik abgelehnt wird, sollte der Guajak-Test jahrlich
erfolgen.

Als Risikogruppe fur sporadische kolorektale Karzinome werden Personen definiert, die
Verwandte 1. Grades von Indexpatienten mit CRC, kolorektalen Adenomen unter dem
50. Lebensjahr oder multiplen (>3) bzw. groBen Adenomen (>1 cm) sind. Die erste
Koloskopie sollte bei Risikopersonen 10 Jahre vor dem Erkrankungszeitpunkt des

Indexpatienten erfolgen, bei dem das CRC bzw. die Adenome nachgewiesen wurden.

Risikopersonen fir hereditare kolorektale Karzinome, wie z.B. HNPCC-Patienten,
sollten ab dem 25. Lebensjahr jahrlich koloskopiert werden. Bei FAP erfolgt die erste
Koloskopie mit dem zehnten Lebensjahr jéahrlich, bis zur Proktokolektomie [AWMF

Leitlinien kolorektales Karzinom, 2004].
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1.2. Cytoskelett und Cytokeratine

1.2.1. Cytoskelett

Alle eukaryoten Zellen verflgen Uber ein gut strukturiertes und dynamisches
Cytoskelett. Dieses besteht aus einem Netzwerk von Protofilamenten und umfasst drei
Mikrotubuli, (Aktinfilamente) und 3.
Intermediarfilamente (Tabelle 9). Diese Strukturen sind mitverantwortlich fir die

Hauptbestandteilen: 1. 2. Mikrofilamente

Zellteilung, die Form der Zelle, die Zellmotilitdt und die Zellpolaritat. Zusatzlich gibt es
noch eine Reihe anderer Proteine, die mit den Proteinfilamenten assoziiert sind
[Welsch, 2006].

Tabelle 9: Bestandteile des Cytoskeletts der eukaryoten Zellen

Bestandteile
des Cytoskeletts

GroBe

Vorkommen

Funktion

Mikrotubuli

Durchmesser: 24 nm
Wanddicke: 5 nm

Alle kernhaltige Zellen
Zentriolen

Stitzfunktion
Gestaltgebung

Lange: mehrere pm

mechanischer

Lange: bis 25 um giﬁg;eln Intrazellulérer Transport
Mikrofilamente Dicke: 5-7 nm Mitose

Durchmesser: 36 nm Jede Zelle Zellkontraktion

Lange: 1 um Stabilisierung der Zellmembran
Intermediarfilamente Durchmesser:8-10 nm | Zellen mit

Siehe Tabelle 11

Beanspruchung

Mikrotubuli kommen in allen kernhaltigen Zellen vor und sind zylinderférmig aufgebaut.
Ihre Form erhalten sie durch die Zusammenlagerung von 13 Protofilamenten, die aus
alpha- und beta-Tubulin bestehen. Der Zusammenbau dieser Untereinheiten erfolgt
spontan, kann aber durch hohe Temperaturen beschleunigt werden. |hr Durchmesser
betragt 24 nm, mit einer Wanddicke von 5 nm. Die Lange der Mikrotubuli ist variabel, so

kann in Axonen bis zu 25 um betragen.

Da Mikrotubuli polare Strukturen sind, besitzen sie ein Plus- und ein Minusende.
Innerhalb der Zelle orientieren sie sich mit ihrem Plusende zur AuBenmembran, mit
ihrem Minusende zum Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC). Vom MTOC aus

kdnnen wieder neue Mikrotubuli entstehen.

lhre Funktion besteht in der

Mitosespindel. Weiterhin dienen sie der Bewegung und dem Transport von Organellen,

in eukaryoten Zellen vornehmlich Bildung der
da sie Leitstrukturen fir den Vesikeltransport darstellen. Zusatzlich sind Mikrotubuli an
der Bewegung von Zilien und Flagellen beteiligt. Um sie vor ihrem Zerfall zu schitzen
existieren Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs), die an Mikrotubuli binden und sie
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dadurch stabilisieren. Diese stabilisierten Mikrotubuli erhalten gemeinsam mit den
Mikro- und Intermediarfilamenten die Feinstruktur und Organisation der Zelle [Welsch,

20086].

MICROTUBULI

| I aus Tubulin
25 nm 25 pm Centrosom

Abbildung 6: Schematische Darstellung der molekularen

Struktur und der Anordnung der Mikrotubuli in der

eukaryoten Zelle [modifiziert aus Alberts et al., Molekular-

biologie der Zelle, De Gruyter, 2005]
Mikrofilamente (Aktinfilamente) bestehen aus zwei Aktinfaden, die jeweils 5-7 nm
dick und in einer Helix umeinander gewunden sind. Jede Windung hat einen
Durchmesser von 36 nm und ist ca. 1 um lang. Aufgebaut sind die Aktinfaden aus
monomerem, globularen G-Aktin (42 kDa). Damit ist es das kleinste der drei
Hauptbestandteile des Cytoskeletts. Die Lage der Mikrofilamente zueinander wird durch
aktinbindende Proteine bestimmt. Sie kénnen im Zytoplasma ringférmig angeordnet
sein oder in Netzwerken vorliegen. Insgesamt besteht jedoch ein hohe Anreicherung
der Mikrofilamente in der Peripherie, nahe der Plasmamembran. Durch die Bindung der
Mikrofilamente an der Plasmamembran Uber Aktin-bindende Proteine oder direkt an
integrale Membranproteine, stabilisieren diese die Zellmembran und kdénnen bei der
Mitose mitwirken [Welsch, 2006].

MICROFILAMENT
B30 80

aus Actin

|
25 nm

Abbildung 7: Schematische Darstellung der molekularen
Struktur und Anordnung der Mikrofilamente in der
eukaryoten Zelle [modifiziert aus Alberts et al., Molekular-
biologie der Zelle, De Gruyter, 2005]
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Intermediarfilamente wurden als letzte identifiziert. Ihr Durchmesser betragt 8-10 nm,
ihre L&nge mehrere um. Sie haben eine alpha-Helices Struktur, aus drei umeinander
gewundenen Polypeptidketten, die sich zu einem Faden zusammenlagern. Das
Intermediarfilament besteht aus drei bis vier dieser Faden. Dies macht sie besonders
stabil. Um den Zellkern herum besteht ein Netzwerk, das bis zu den Desmosomen und
der Zellmembran reicht. Sie bilden damit ein interzellulares Netzwerk, das zur
Stabilisierung der Zelle betragt. Im Nukleoplasma liegt dieses Geflecht der inneren

Membran der Kernhlle an.

25 nm

Abbildung 8: Schematische Darstellung der molekularen

Struktur und der Anordnung der Intermediarfilamente in

der eukaryoten Zelle [modifiziert aus Alberts et al.,

Molekularbiologie der Zelle, De Gruyter, 2005]
Die Aminosauresequenz der Intertermediarfilamente besteht aus ca. 310 Aminosauren,
mit ca. 40 Wiederholungen, von sieben hydrophilen Aminosauren. Laminin bildet eine
Ausnahme, da hierbei die Wiederholungen 13 Aminosauren umfassen. Charakteristisch
fir die einzelnen Proteine ist ihre Kopf- und Schwanzdomane, da sich diese Sequenzen
stark unterscheiden. Aufgrund dessen, lassen sich mindestens finf Klassen von

Intermediarfilamenten differenzieren [Welsch, 2006; Moll, 1998].

Tabelle 10: Intermediarfilamentklassen

Klasse I:  saure Cytokeratine: CK10-20 (Molekulargewicht: 40-68 kDa)

Klasse ll:  basische Cytokeratine: CK1-9 (Molekulargewicht: 40-68 kDa)

Klasse lll: Vimentin (Molekulargewicht: 57 kDa)
Desmin (Molekulargewicht: 53 kDa)
Glial fibrillary acidic protein (Molekulargewicht: 45 kDa)

Klasse IV: Neurofilamentares Tripletprotein (Molekulargewicht: 68; 160; 210 kDa)

Klasse V:  Nukledres Laminin (Molekulargewicht: 65-75 kDa)
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Jede dieser Intermediarfilamenttypen ist bestimmten Gewebestrukturen zugeordnet. So
kommen Cytokeratine hauptsachlich in Epithelien vor, Vimentin im Bindegewebe,
Neurofilamente in Nervenfasern, Gliafaserproteine in den Gliazellen und Desmin in der
Muskulatur [Moll et al., 1982].

Tabelle 11:  Proteine der Intermediarfilamente

Proteine der .. .
Intermediarfilamente GroBe Vorkommen Funktion
Mechanischer Schutz der
: ) ; Epithelien
Cytokeratine 40-68 kDa Epithelzellen Schutz vor Hitze &
Wasserverlust
Mesenchymale Zellen
. g Embryonale Zellen
Vimentinfilamente 57 kDa GefaRendothel Strukturerhalt
WeiBe Blutzellen
Z-Scheiben . .
Desmin 53 kDa Skelettmuskel Mecharische nterstiitzung
Herzmuskel
Glial fibrillary acidic Gliazellen . -
protein (GFAP) 45 kDa Astrozyten Bildung der Gliafilamente
. = 68 kDa Cytoskelett Vernetzung von
_II\_le.u:‘otf IIaTe_ntares 160 kDa Axon Zellbestandteilen
riplétprotein 210 kDa Dendrit Axonale Wachstum
" . R . Anpassung an
Nukledres Laminin 65-75 kDa Kernlamina Kernbewegungen

1.2.2. Cytokeratine

1.2.2.1.  Einteilung der Cytokeratine

Die Klassifikation und Einteilung der Cytokeratine geht auf Moll aus dem Jahre 1982
zurick. Insgesamt wurden 20 Cytokeratine differenziert, von denen Cytokeratin 20 das
letzte war, dass charakterisiert wurde [Chu, Weiss, 2002]. Die Aufgabe der Cytokeratine
besteht im mechanischen Schutz der Epithelien, Aufrechterhaltung der Zellstruktur
sowie dem Schutz vor Wasserverlust, Strahleneinwirkung und Hitze [Welsch, 2006]. Sie
kommen in Epithelzellen und deren Derivaten vor und werden von je einer Gengruppe
kodiert. Dabei liegt die Lokalisation fir Klasse | Cytokeratine (CK9-20) auf Chromosom
17q, fir Klasse Il Cytokeratine (CK1-8) auf Chromosom 12q. Weiterhin haben sie ein
spezifisches Expressionsmuster je nach Epithelart. Darlber hinaus kénnen sie nach
ihrem Molekullgewicht in Jow weight* und ,high weight* Cytokeratine eingeteilt werden
sowie in basische und saure, je nach ihrem isoelektrischen Punkt [Chu, Weiss, 2002].
DelLellis und Kwan haben 1988 die Cytokeratine zusatzlich nach ihrer Reaktion auf
verschiedene Antikdrperklassen eingeteilt (Abbildung 9). Klasse eins beinhaltete

Cytokeratine mit hohem und niedrigem Molekullgewicht, die in squamésem, duktalem
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und einfachem Epithel exprimiert sind. Klasse zwei zeigt Cytokeratine mit héherem
Molekilgewicht, die in squamdsem Epithel exprimiert sind, Klasse drei
niedermolekulare Cytokeratine die in einfachem und duktalem Epithel vorkommen. Die
vierte Klasse beinhaltete Cytokeratine mit hohem Molekillgewicht, exprimiert in
squamdsem und duktalem Epithel.

Maolecular weight (KD)

Class 70 60 50 40 Antibody
l ] ] J

=" AE1
*—0—o8—0—0—0 AE3
*———— 9 00 o — & KsB.13
s —

CAM 5.2
e @ ® CLONE 80
e e — ] MAK &
| —_ e 35[B4
' e o AE2
[ ] CK1-4
*—=e 35(H11
® RGE 53
1 L 2 & L Pkk1
[ ] 6.11
L 10.11
IV S —" 35RE12
1 2 3 45 &6 7 8 14 16 1718 19
9 10111213 15

Moll catalogue number

Abbildung 9: Einteilung der Cytokeratine [aus Rosai &
Ackermann’s, Surgical Pathology, Elsevier, 2004]

1.2.2.2. Molekularer Aufbau

Alle Cytokeratine besitzen einen einheitlichen Aufbau. Die Untereinheiten bestehen aus
fibrillaren Proteinen. Diese Proteine besitzen eine globuldare aminoterminale
Kopfdomé&ne sowie eine globuldare carboxyterminale Schwanzdomane. In der
Kopfdoméne befindet sich eine alpha Helix, die 310-360 Aminosduren umfasst. Sie
stellt die zentrale Struktur dar, an der sich zwei Proteinstrange zu Dimeren
zusammenlagern kdénnen und eine Superhelix umeinander bilden (coiled-coil-
formation). Eine stabilere Form entsteht durch Zusammenlagerung von zwei Dimeren
zu einem Tetramer Uber nichtkovalente Bindungen. Endgultig lagern sich Tetramere
hintereinander an und bilden damit eine seilartige Struktur (Abbildung 10) [Alberts et al.,
2005].

Innerhalb der Zelle ziehen die Cytokeratine von der Kernhlle zur Plasmamembran und
gewahrleisten somit eine hohe ReiBfestigkeit. Sie sind jedoch auch dynamische
Strukturen. So kénnen sie wahrend der Mitose und in der post-mitotischen Phase ihre
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Lange andern und sich so den verschiedenen Stadien des Zellzykluses anpassen
[Steinert, Liem, 1990]. Zusatzlich stehen die Cytokeratine lber ihre Enden mit den
Desmosomen in Kontakt, so dass Zell zu Zell Verbindung entsteht. Diese Verknipfung
erstreckt sich durch das ganze Epithel. Dadurch kann mittels eines Spannungsaufbaus
die Dehnung des Epithels begrenzt werden und somit das ReiBen der Membran
verhindert werden [Alberts et al., 2005].
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Abbildung 10: Molekularer Aufbau von Intermediér bzw. Cytokeratinfilamenten
[aus Alberts et al., Molekularbiologie der Zelle, De Gruyter, 2005]

1.2.2.3. Verteilungsmuster

Ein weiteres Verteilungsmuster besteht hinsichtlich der Epithelart: Cytokeratin 1-6 und
9-17 kommen vorwiegend in Plattenepithelien vor, Cytokeratin 7, 8, 18-20 hingegen in
Zylinderepithelien [Moll, 1982]. Hierbei sind in jeder Epithelzelle mindestens ein saures
und ein korrespondierendes basisches Cytokeratin einander zugeordnet. Dadurch
kommt es zu einer charakteristischen Koexpression, die in den einzelnen Epithelien
nachweisbar sind. So findet man das Cytokeratinpaar 8/18 bevorzugt in einfachen
Epithelien, wohingegen das Cytokeratinpaar 5/14 in Plattenepithelien zu finden ist.
Anhand dieses Verteilungsmusters lassen sich bestimmte Krankheiten nachvollziehen,
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bei denen eine Cytokeratin Genmutation vorliegt. Beispielsweise beruht die
Epidermolysis bullosa simplex auf einer Genmutation der Cytokeratine 5 und 14. Alle
Genmutationen der Cytokeratine werden autosomal dominant vererbt [Chu, Weiss,
2002].

1.2.2.4. Cytokeratinexpression in normalen Gewebe

Cytokeratin 1 und 2 befinden sich hauptsachlich in der Epidermis sowie im Epithel des
Analkanals und der Ektocervix. In der Epidermis kommen sie zusammen mit CK9-11
vor, wobei CK9 in der Epidermis der FuBsohle am deutlichsten ausgepragt ist. CK3 ist
zusammen mit CK12 nur in der Kornea exprimiert. In mehrschichtig unverhornten
Plattenepithel kommen CK4-6, CK13 und CK14-17 vor. Dabei spielen CK5 und 14 eine
entscheidende Rolle beim Zellzusammenhalt der Basalzellen. Zusétzlich machen sie
Uber 10% der zellularen Proteine in vivo aus. In einfachen Epithelien und
respiratorischem Epithel kommen gehauft CK7 und CK8 gepaart mit CK18 und CK19
vor. CK20 wird im einschichtig hochprismatischen Epithel des Magens, der Lamina
epithelialis des Diinn- und Dickdarms, in Merkelzellen sowie in Ubergangsepithel
exprimiert. Hingegen ist CK20 in der Haut, Brust, im respiratorischen Epithel, der
Speicheldriise und der Leber nicht nachweisbar [Chu, Weiss, 2002].

1.2.2.5. Cytokeratinexpression in Tumorgewebe

Anhand von Cytokeratine ist es mdglich, Tumore nach ihrer Herkunft zu differenzieren.
Grundsatzlich exprimieren Tumore, deren Ursprung einfaches Epithel ist, die
Cytokeratine CK20 und/oder CK7 und sind negativ flir die Cytokeratine 14, 5 und 6.
Hingegen zeigen Plattenepitheltumore ein CK 14, 5 und 6 positives bzw. CK20 und 7
negatives Expressionsmuster [Chu, Weiss, 2002].

In Bezug auf das kolorektale Karzinom zeigt sich eine konstante CK20 Expression bei
Adenokarzinomen, ungeachtet ihres Tumorstadiums [Moll, 1998]. Neunzig Prozent aller
Adenokarzinome des Kolons weisen ein CK7 negatives, CK20 positives
Expressionsmuster auf [Moll et al., 1992].

Bei Adenokarzinomen der Brust zeigt sich ein genau kontrares Bild, namlich eine CK7
positive, CK20 negative Expression. Anhand dieses Beispieles lasst sich die
Mdoglichkeit der Tumordifferenzierung anhand ihres Cytokeratinmusters, z.B. bei der
Primartumorsuche bei Metastasen unbekannter Herkunft, sehr gut demonstrieren.
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Jedoch gibt es auch Einschrankungen, da 10% der kolorektalen Karzinome ein CK7
positives Expressionsmuster aufweisen kénnen, was die eindeutige Lokalisation des

Primartumors erschwert.

1.2.2.6. Nachweis von Cytokeratinen

Zurzeit gibt es zwei Hauptnachweismdglichkeiten fir Cytokeratine. Die am haufigsten
angewendeten Methoden sind zum einen die Quantifizierung der Cytokeratine mittels
biochemischen Verfahren, indem sie extrahiert und isoliert werden. Dies ermdglicht die
Quantifizierung des Cytokeratins in der jeweiligen Zellpopulation. Zum anderen kann
man sie mittels eines immunhistochemischen Nachweises am histologischen
Feinschnittpraparat bestimmen. Dazu sind monoklonale Antikdrper notwendig, die
durch einen speziellen Farbstoffes zur Anfarbung des jeweiligen Cytokeratins in der
Zelle fuhren. Dieser Test erlaubt keine Mengenbestimmung, jedoch zeigt er die

Verteilung des Cytokeratins in der Zelle an.
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1.3. Herleitung der Aufgabenstellung und Ziele

In dieser Arbeit wurde an einem Kollektiv aus 475 Gewebeproben von 203 Patienten
die prognostische Aussagekraft von verschiedenen Cytokeratinen als molekulare
Marker untersucht. Die Auswertung dieser Gewebeproben zeigte charakteristische
Expressionsprofile von Cytokeratinen bei kolorektalen Karzinomen. Daraus ergaben
sich folgende Fragen:

1. Sind Cytokeratine bei kolorektalen Karzinomen auf Proteinebene unterschiedlich
exprimiert?

2. Gibt es eine Korrelation zwischen klinikopathologischen Parametern und
Cytokeratinexpression auf Proteinebene?

3. Gibt es spezifische Immunprofile, die mdglicherweise von diagnostischer oder
prognostischer Relevanz sind und die Tumore in einzelne Subgruppen einteilen

kdnnen?
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2. Material
2.1. Tumorkollektiv
2.1.1. Patientendaten

Die TMAs dieser Arbeit beinhalteten 475 Gewebeproben von 203 Patienten. Die Proben
entstammen dem Universitatsklinikum Charité Berlin, der Abteilung fir Chirurgie, und
beinhalten Tumorgewebe des Kolons und des Rektums, Metastasen sowie sechs
Proben normale Kolonmukosa. Von den 203 Patienten waren 120 (59,1%) Patienten
mannlich und 77 (37,9%) weiblich. Die Altersverteilung lag zwischen dem 28. und 93.
Lebensjahr, wobei das mittlere Lebensalter 69 Jahre betrug. Die prozentuale Verteilung
auf vier Altersgruppen betrug fir Gruppe 1 (0-30. Lebensjahr): 0,4%, Gruppe 2 (31.-50.
Lebensjahr): 3,8%, Gruppe 3 (51.-70. Lebensjahr): 52% und Gruppe 4 (>70 Jahre):
43,8%. FUOr jede Gewebeprobe, die zu unterschiedlichen Operationszeitpunkten
gewonnen wurde, war die Uberlebenszeit in Wochen vorhanden, so dass anhand dieser
Daten fiir jede Probe das individuelle Uberleben berechnet werden konnte. Im
Beobachtunszeitraum von 706 Wochen verstarben 81 von 203 Patienten. Die mittlere
Uberlebenszeit betrug 189 Wochen.

2.1.2. Tumordaten

Von 203 Patienten wurden zu unterschiedlichen Operationszeitpunkten 475
Gewebeproben entnommen, die sowohl Primartumore, als auch Metastasengewebe
beinhalteten. Darin enthalten waren 6 Proben der Normalmukosa des Kolons, die als

Kontrollen hinzugenommen wurden.
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2.2. Materialien fir die Gewebeaufbereitung und Datenauswertung
2.2.1. Antikorper
Tabelle 12: Eingesetzte Cytokeratinantikérper, Herstellernachweis und Verdlinnung

Antigen  Produkt-Nr.  Hersteller Verdiinnung Vorbehandlung
CK20 M 7019 DAKO 1:200 Microwave
CK19 MU 246 UC BioGenex 1:100 Microwave
CK18 MU 143 UC BioGenex 1:1000 Microwave
CK17 M 7046 DAKO 1:20 Microwave
CK16 NCL-CK16 Loxo/Novocastra  1:20 Microwave
CK14 MU 146 UC Biogenex 1:50 Microwave
CK13 M 7003 DAKO 1:50 Microwave
CKs8 MU 142 UC Biogenex 1:500 Microwave
CK7 M 7018 DAKO 1:500 Microwave
CK5 NCL-CK5 Loxo/Novocastra  1:50 Microwave

2.2.2. TMA-Herstellung

Tabelle 13: Materialien und Hersteller fir die TMA-Herstellung
Material Hersteller/Firma

e Gewebeproben e Klinikum Charité, Buch

e Paraffin e Medite

e Kapsel e Medite

e Rotationsmikrotom e Microm

[ ] [ ]

Gewebe-Array-Stanzgerat

Technology

Beecher Instruments; Micro-Array

Objekttrager

e Super Frost Plus; R. Langenbrinck
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2.2.3. Immunhistochemie
Tabelle 14: Materialien und Hersteller fir die immunhistochemische Farbung
Material Hersteller / Firma
e Antikérper e Siehe Tabelle 18
® Objekttrager e Super Frost Plus; R. Langenbrinck
e Xylol e J.T.Baker, Holland
e Alkohol 100%, 96%, 80%, 70% e Herbeta Arzneimittel, denaturiert mit
Ethylenmethylketon
e Kochplatte e Rommelsbacher, Deutschland
e  Schnellkochtopf e Tefal
e (Citratpuffer; pH 6,0: e Eigenherstellung
Citronensaure 3,78 g
Tri-natriumcitrat-Dihydrat 24,21 g
Aqua Bidest 100 ml
e TBS (Tris-buffered saline);pH 7,4: e Eigenherstellung
Tris-Base 9 g
Tris-HCL 68,5 g
NaCl 87,8 g
Aqua Bidest 1000 ml
e  Wachsstift e Pap Pen, The Binding site, Birmingham
e Cytomation Protein Block, Serum free, e DAKO (#X0909)
ready to use
e Antibody diluent solution e Zytomed (#1162756)
e Feuchte Kunststoffkammer e Eigenherstellung
e TBS/Tween 20 (0,1%) e Eigenherstellung s.o./Roth Karlsruhe
e Super Sensitive Ready to use Detection Kit e Bio Genex (#QA900-9L)
e Super Sensitive Alkaline Phosphatase e Bio Genex
e Super Sensitive Multi Link e Bio Genex
e Aquadest. e FEigenherstellung
e Fast Red e Sigma; Sigma Fast Fast red, Tr/Naphthol
As-Mx Tablet Sets, 1 ml/Tablette
e  Spritze 5ml e BD Discardit Il
e Kanlle e Sterican, Braun
e Filter 0,2 um e Bezug: Neo Lab; Hersteller: Schleicher &
Schnell Micro Science
e Farbekivette ° -
e Hamalaun e Dr. K. Hollbron und Séhne (#H02-1000)
e Aquatex e Merck (#1.08562)
2.2.4. Software und Datenbank
Tabelle 15: Software und Hersteller fiir die Datenauswertung

Geréat / Software

Hersteller / Firma

Clusteranalyse-Software

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm

o SPSS 14.0/15.0 e SPSS Inc., Chicago, lllinois
o Windows XP e Microsoft

o DC Pathos e DC Systeme, Heiligenhaus
° (]

Laptop

Fujitsu Siemens
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3. Methoden
3.1. Gewebe-Array-Verfahren

Die Entwicklung von Gewebe-Micro-Arrays (tissue-micro-array, TMA) stellt eine
Verbesserung und Erleichterung der Datengewinnung bei Gewebeschnitten dar. Es gibt
verschiedene Typen von TMAs, die in der Tumorforschung angewandt werden kénnen.
Multi Tumor Array, die verschiedene Tumortypen beinhalten, Tumor Progression Array,
die Tumore unterschiedlicher Stadien beinhalten und prognostische Arrays, die
Tumorgewebe mit klinischen Endpunkten beinhalten [Makretsov et al., 2004]. Die TMAs
in dieser Arbeit waren vom Typ des prognostischen Array, da sie Proben mit klinischen
Endpunkten beinhalteten.

Bei der Erstellung des TMA wurden Gewebeproben in Paraffinbldcke eingebettet und
aus diesen mittels eines Hohlzylinders, dessen innerer Durchmesser 0,6 mm betragt,
ein reprasentatives Tumorareal entnommen. Diese Gewebeprobe wurde anschlieBend
in vorgefertigte Stanzlécher eines Empfangerblocks eingebracht. Der Empfangerblock
misst 20 x 40 mm und besteht ebenfalls aus Paraffin. Ein verstellbarer Eindringstopper
gewabhrleistete die konstante Lange der Stanzzylinder und der Stanzlécher. Von dem
TMA-Paraffinblock konnten Serienschnitte angefertigt werden, die eine auf den Tumor
fokussierte und schnellere Auswertung ermdglichten.

Vorteil der TMA-Herstellung gegentiber GroBschnitten ist, dass bis zu tausend
Gewebszylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm in einen Paraffinblock eingebettet
werden kdnnen. Technisch wurde dies durch ein Gewebe-Array-Stanzgerat (Abbildung
11) gelést. Vom Paraffinblock konnte mittels eines Rotationsmikrotom ca. 3 um diinne
Serienschnitte angefertigt werden. Diese Gewebsschnitte wurden auf einen
Objekttrager aufgetragen, der anschlieBend gefarbt wurden (Abbildung 12). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Tumorstanze von 0,6 mm Durchmesser ausreicht, um einen
Zusammenhang zwischen Molekllexpression und klinischem Verlauf zu bestatigen, der

sich auch in der GroBschnittanalyse ergeben hatte [Torhorst et al., 2001].
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Abbildung 12: TMA-Objekttrager nach der Farbung mit dem CK8-Antikdrper

Die TMAs kdnnen fir alle in situ Methoden angewendet werden, dass heiBt bei der
Untersuchung auf Proteinebene (IHC), auf DNA-Ebene (FISH) sowie auch fir RNA-in-
situ-Hybridisierung [Makretsov, 2004; van de Rijn, 2004; Simon, 2005].
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Ein weiterer Vorteil ist, dass sie zusatzlich einen hohen Grad an Standardisierung
gewahrleisten, da alle Proben gleichzeitig bearbeitet werden und es somit, im
Gegensatz zu GroBschnitten, zu keinen Unterschieden in der Farbequalitat, den
Einwirkzeiten oder der Antikérperkonzentration kommen kann [Simon R., 2005].
Zusatzlich verkurzt sich damit die Bearbeitungszeit und erspart den Laboratorien
enorme Kosten [Simon, 2005; Nocito, 2001; van Rijn, 2004; Hsu, 2002].

Um diese Fllle an Daten auswerten zu kénnen, wurde eigens dafiir eine Software
entwickelt, die im Internet erhaltlich ist (http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). Die

Software nutzt das Prinzip des unabhangigen hierarchischen Clustern, wobei die
Tumore in Bezug auf ihre Ahnlichkeiten, wie beispielsweise in dieser Arbeit, der
Antikérperexpression gruppiert werden.

Eine Weiterentwicklung der TMAs wurde vollzogen, indem man die Auswertung
mehrdimensional gestaltete. Durch die Anwendung von Serienschnitten konnte die
Auswertung, nicht nur wie zuvor in einer Ebene (2-D), sondern auch in der Tiefe (3-D)
erfolgen [Kndsel et al., 2005]. Durch diese Technik konnten 2919 Gewebeproben von

kolorektalen Karzinomen einschlieBlich normaler Kolonmukosa ausgewertet werden.
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3.2. Immunhistochemie

Fir die Immunhistologie wurden kommerziell hergestellte Antikbrper gegen
Cytokeratinantigene verwendet. Die Immunhistologie bendtigte manuell jeweils zwei
Tage.

Der erste Tag beinhaltete die Vorbehandlung der Schnitte und das Einwirken des
Antikérpers. Am zweiten Tag erfolgten die Farbung und das Eindecken. Pro Kiivette
konnten maximal 20 Objekttrager verwendet werden. Der erste Schritt beinhaltete die
Entfettung der Schnitte dreimal in Xylol und anschlieBend in einer absteigenden
Alkoholreihe — zweimal 100%, zweimal 96%, 80%, 70% - fir jeweils drei Minuten. Die
Vorbehandlung erfolgte anschlieBend im Schnellkochtopf mit einem Liter Citratpuffer.
Das Erhitzen der Schnitte ist nétig, um Zielantigene zu demaskieren und die Bindung
mit dem spezifischen monoklonalen Antikérper zu ermdglichen. Die Schnitte wurden
finf Minuten gekocht und weitere 25 Minuten im Citratpuffer belassen. Der Waschpuffer
war DAKO TBS. Die Umrandung der Gewebsschnitte mit einem Wachsstift diente der
Eingrenzung auf dem Objekttrager. Geblockt wurden sie danach mit dem Cytomation
Protein Block (Serum free, ready to use). Die Blockung ist erforderlich, um endogene

Peroxidasen bzw. unspezifische Protein-Protein-Interaktionen zu verhindern.

Die jeweiligen Lésungen flr den primaren Antikdrper wurden pro Schnitt mit 200 pl des
Verdinnungspuffers (Antibody diluent solution) angesetzt. Die Verdlnnung, die
Produktnummer und der Hersteller lassen sich aus der Tabelle 20 entnehmen. Nach
Aufbringen des Antikdrpers wurden die Schnitte Uber Nacht in einer feuchten Kammer

im Kihlschrank belassen.

Am folgenden Tag mussten die Schnitte eine Stunde aufgetaut werden. AnschlieBend
erfolgte die Waschung einmal mit TBS/Tween 20 (0,1%) und zweimal mit TBS. Als
Nachweissystem wurde der Super sensitive Ready-to-use Detection-Kit verwendet. Mit
2-3 Tropfen pro Schnitt wurde der Multi Link® aufgetropft, der den zweiten biotinylierten
Antikérper beinhaltete. Dieser wirkte 20 Minuten ein, bevor man ihn wiederum 1x mit
TBS/Tween 20 (0,1%) und 2x mit TBS abwusch und mit einem Streptavidin-Enzym-
Komplex fir 20 Minuten inkubierte. Das Streptavidin weist eine hohe Affinitdt zu den
Biotin-Resten des Multi Link Antikérpers auf. Das Enzym alkalische Phosphatase dient
zur Vermittlung der Farbreaktion, die letztlich die erfolgreiche Bindung der Antikérper
sichtbar macht. Abgewaschen wurde dieser 1x mit TBS/Tween 20 (0,1%) und 2x mit
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TBS. Als Farbstoff fir den Antikdrper-Enzym-Komplex diente eine Lésung, die aus
Aqua Bidest, einem Puffer und Fast Red bestand Es wurde jeweils 200 pl dieser
Lésung pro Schnitt aufgebracht. Die Farblésung wurde mittels einer Spritze durch einen
Filter hindurch auf die Schnitte gegeben. Fast Red ist ein Substrat fir die Alkalische
Phosphatase und gewéhrleistet eine hohe Empfindlichkeit fir die mikroskopische
Auswertung histologischer Schnitte. Durch Aqua dest. konnte die Farbreaktion nach
finf Minuten abgestoppt werden. Die Kerngegenfarbung erfolgte flir zehn Sekunden mit
Hamalaun nach Mayer. Unter flieBendem Wasser wurden die Objekttrager gewaschen
und mit Aquatex eingedeckt. Als letztes wurden sie mit Datum, Verdinnung und
Antikdrper versehen.

Zur Beurteilung der Farbeergebnisse wurde ein Vierer-Score (0-3) entwickelt, der mit
der Starke der Anfarbung korreliert: O—negativ bzw. keine Anfarbung erfolgt, 1-
schwach, 2-maBig, 3-stark positiv. Score 9 bezeichnet Tumorproben, die kein
Tumorgewebe enthielten, die ungenligend angefarbt wurden oder es aufgrund des
Farbevorganges zu Gewebezerstérungen gekommen war. Durch diese ,fehlenden®
Daten der Tumorproben kommt es bei der Auswertung zu unterschiedlichen
Gesamtzahlen der angefarbten Cytokeratine. Bei Grenzfallen zwischen Score 0/1, 1/2,
2/3 wurde zusatzlich die quantitative Anfarbbarkeit bewertet. Score 1: bis 25%
angefarbt, Score 2: 25-75% und Score 3: >75%. Abbildungen 13-16 zeigen ein
Farbebeispiel durch den Cytokeratinantikbrper zur Darstellung von CK8. Die Ergebnisse

des Scores wurden fir die Cluster Analyse verwendet.
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Abbildung 13: CK8 Anfarbung negativ=0 Abbildung 14: CK8 Anfarbung schwach=1

. R -

Abbildung 15:  CK8 Anfarbung maBig=2 Abbildung 16:  CK8 Anfarbung stark=3
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3.3. Cluster Analyse

Die Cluster Analyse der TMAs wurde mittels der Cluster und der TreeView Software
durchgefiihrt, die urspriinglich fir die Analyse von cDNA Mikroarray Daten (Gene
Cluster 3.0 von Michel de Hoon) entwickelt wurde. Cluster und TreeView Software sind

kostenlose Programme, die unter http:/rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm zu beziehen

sind. Eine Excel Macro Tabelle wurde erstellt, um die TMA-Daten aus einer
Arbeitstabelle in eine Excel Tabelle mit tabellarischem Format zu Uberflhren, die
kompatibel mit Gen-Cluster Analysen ist. Das hierarchische Clustern beruht auf dem
Prinzip, Daten aufgrund ihrer Ahnlichkeiten zu Gruppen zusammenzufassen. Bei den
Variablen kann es sich um quantitative, binare oder Haufigkeitsdaten handeln. In dieser
Untersuchung handelte es sich um Farbungen von zehn verschiedenen

immunhistochemischen Markern, die semiquantitativ ausgewertet wurden.

Das Ziel dieses Verfahrens ist es, anhand von multivariaten Daten, heterogene Mengen
in mdglichst homogene Subgruppen zu klassifizieren. Dabei wird ein Algorithmus
eingesetzt, der fiir jeden Fall ein separates Cluster bildet. Als Filterkriterium wurde eine
Grenze festgelegt, die mindestens 80% interpretierbare Daten fiir jedes Probenkollektiv
(n=475) der zehn immunhistochemischen Evaluierungsmethoden (4750 Datensatze)

beinhaltet.

Die Probendaten wurden in zwei Kategorien, Proben und Cytokeratinprofil, geclustert.
Die Ergebnisse dieser Cluster-Analyse wurden mit Hilfe von der TreeView Software als
Dendogramme und Pfeile dargestellt. Dabei entsprechen die Spalten und Zeilen den
Ursprungsdaten, welche in ihrer Abfolge dem Clusterergebnis angepasst sind.

Auf der Oberseite des Dendogramms erscheint die Subgruppenbildung der
Cytokeratinantikdrper. Je enger die horizontalen Linien zueinander stehen, desto
ahnlicher sind sich die Cytokeratinantikorper in ihrem Farbeverhalten des
Tumorgewebes. Die linke Dendogrammseite zeigt die Subgruppenbildung des
Tumorgewebes basierend auf dem Grad der Ahnlichkeit ihrer immunhistochemischen
Anfarbung bzw. ihrer Genexpression. Fir jeden Antikdrper ist die farbliche Darstellung
des Scores identisch: stark positiv — 3 rot, maBig — 2 dunkelbraun, schwach — 1
helloraun, negativ bzw. keine Anfarbung — 0 schwarz und keine vorhandenen Daten

grau.
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3.4. Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte am PC mittels SPSS 14.0 fir Windows. Um die Starke
der Korrelation der Daten untereinander zu testen, wurde zur Darstellung von
Haufigkeiten und deren Zusammenhang die Auswertung anhand von Kreuztabellen und

dem Fisher’s Exact Test vorgenommen.

Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p<0,05 festgelegt. Der Vierer-Score wurde fir
die unabhangige statistische Analyse von einzelnen Antikérpern und ihrer Korrelation zu
den klinikopathologischen Parametern inklusive des Uberlebens auf einen Zweier-Score
reduziert (0/1 — negativ, 2/3 — positiv) Fur die Vereinfachung der Patientendaten
beziiglich des Alters wurden sie in vier Altersstufen eingeteilt: Gruppe 1: 0-30.
Lebensjahr, Gruppe 2: 31.-50. Lebensjahr, Gruppe 3: 51.-70. Lebensjahr; Gruppe 4:
71.-100. Lebensjahr. Die klinischen Daten und der Verlauf waren fur alle Falle mit
einem Zeitrahmen von 108 Wochen vorhanden. Von jeder Tumorprobe wurde das
Datum der Operation, der letzte Kontakt und der Zustand beim Kontakt (lebend/tot)
eingetragen sowie das krankheitsspezifische Uberleben berechnet.

Die Darstellung der Uberlebenskurven erfolgte nach dem Kaplan-Meier-Test. Dies hatte
den Vorteil, die Uberlebenszeitanalyse auch beim Vorliegen von zensierten Daten
durchzufiihren, wie es in dieser Studie der Fall war. Die Unterschiede zwischen den
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven wurden mit dem Log-Rang-Test ermittelt, da sich die
Kurven in ihren EinflussgréBen unterschieden haben. Zusatzlich wurde ein 95%
Konfidenz-Intervall berechnet. Durch den Einbau eines Filters konnte der Tatsache
Rechnung getragen werden, dass quantitativ mehr Gewebeschnitte mit spezifischem
Uberleben als Patienten vorhanden waren.

Multivariate bzw. multiple Analysen wurden mit dem Proportionalen Hazard Modell
(Cox-Regression) durchgeftihrt. Die Cox-Regresssion ermdglicht im Gegensatz zu der
Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse sowohl die Einbeziehung von Kovariablen, als auch
die Uberpriifung deren Einflusses. Die Zahl der Variablen im Cox-Modell wurde mittels
einer schrittweisen Modellselektion der SPSS Software reduziert. Um die Cox-Modelle
vergleichen zu kénnen wurde anschlieBend der Wald Test durchgefihrt, bei dem

ebenfalls ein Signifikanzniveau von p=<0,05 festgelegt wurde.
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4. Ergebnisse
4.1. Pathologisch-anatomische Befunde
4.1.1. Probenkollektiv

Das Probenkollektiv beinhaltete insgesamt 475 Gewebeproben. Davon stammten 154
von Primartumoren, 314 von Metastasen, sechs Proben von Normal- bzw.
Kontrollgewebe sowie eine Tumorprobe, fir die jedoch keinerlei Daten bezliglich der
Tumorlokalisation, TNM-Status, Grading oder Uberleben vorlagen.

4.1.2. Patientenkollektiv

Die Gewebeproben stammten von 203 Patienten, von denen 120 (59,1%) Patienten
mannlich und 77 (37,9%) weiblich waren. Sechs Proben beinhalteten normale
Kolonmukosa. Die Altersverteilung lag zwischen dem 28. und 93. Lebensjahr, wobei
das mittlere Lebensalter 69 Jahre betrug (Abbildung 17). Die prozentuale Verteilung auf
vier Altersgruppen betrug fir Gruppe eins (0-30. Lebensjahr): 0,4%, Gruppe zwei (31.-
50. Lebensjahr): 3,8%, Gruppe drei (51.-70. Lebensjahr): 52% und Gruppe vier (>70
Jahre): 43,8%. Im Beobachtunszeitraum von 706 Wochen verstarben 81 der 203

Patienten.

40

30

207

Haufigkeit

Mittelwert =68,9077
Std.-Abw. =10,4901
N =203

20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Alter

Abbildung 17: Altersverteilung der Patienten
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Bei Gruppe eins befand sich der Tumor zu 100% im Coecum, bei Gruppe zwei zu 75%
im Rectum und 25% im Sigma. Bei den Altersgruppen drei und vier Uberwog die
Lokalisation des Tumors im Rectum mit 52,5% und 46,5%.

Insgesamt war die Tumorlokalisation hauptsachlich auf Rectum und Sigma verteilt. Das
Kolon transversum war dabei am seltensten betroffen. Die prozentuale Verteilung ist
aus Abbildung 18 ersichtlich.
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Coecum  |Nicht bekannt Sigma

Fehlende  Agcendens Descendens Rectum  Transversum

Lokalisation

Abbildung 18: Verteilung der Tumorlokalisation und

Haufigkeit (n=203)
Auffallend bei der Verteilung der Lokalisation der Tumore und der Metastasen waren
die hohe Zahl von Lymphknoten- (37,4%) und Lebermetastasen (15,0%) beim
Rectumkarzinom. Die Rectumkarzinome hatten den gréBten Anteil an den
Primartumoren (46,1%) sowie das héchste lokale Rezidiv (54,5%). Bei Sigmatumoren
wurden gegenitber anderen Lokalisationen Uberdurchschnittlich haufig (30,5%)
abdominelle Metastasen gefunden.
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Die Abbildungen 19-22 zeigen das prozentuale Verhaltnis des Tumorstadiums,

Nodalstatus, Metastasen und Grading.
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Abbildung 20: Verteilung Nodalstatus (n=203)
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Abbildung 21:
(n=203)

Verteilung Metastasierung

Abbildung 22: Verteilung Grading (n=203)

Hinsichtlich der Verteilung des Tumorlokalisationen in Bezug auf ihnr TNM-Status und

Grading zeigen Abbildungen 23-26, dass Tumore des Sigma und des Rectum ein
héheres Tumorstadium hatten (Rectum pT3, N2, M0, G2; Sigma pT3, N1, M1, G2), was
dem klinischen Stadium IlIC bzw. IV entspricht.
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Abbildung 23: Tumorlokalisation und Abbildung 24: Tumorlokalisation und
Tumorausdehnung (n=203) Lymphknotenstatus (n=203)
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Abbildung 25:  Tumorlokalisation und Abbildung 26:  Tumorlokalisation und
hamatogene Metastasierung (n=203) Grading (n=203)

Tabelle 16 zeigt die Verteilung und Haufigkeit der Metastasen, Primartumore und

Normalmukosa, bezogen auf die Gesamtzahl aller untersuchten Gewebeproben.

Tabelle 16: Verteilung der Metastasenlokalisation und
deren Haufigkeit inklusive Normalmukosa

Lokalisation Haufigkeit Prozente

Normalmukosa 6 1,3
Knochen 1 0,2
Haut 1 0,2
Leber 74 15,6
Lymphknoten 150 31,6
Lunge 18 3,8
Abdomen 59 12,4
Primartumor 154 32,4
Rectum 11 2,3
Nicht bekannt 1 0,2

Gesamt 475 100,0
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4.2. Immunhistochemie (IHC)

Es wurden 475 Gewebestanzen von 203 Patienten des Klinikums Charité Campus Mitte
und Campus Berlin Buch untersucht. Insgesamt wurden 2919 kolorektale
Gewebeproben mit Hilfe von ,Micro-Arrays“ (TMA-Verfahren) immunhistochemisch
ausgewertet. Die Gewebeproben wurden mit 10 verschiedenen Cytokeratinantikdrpern
CK20-16, 14, 13, 8, 7 und 5 angefarbt, wobei ein Vierer-Score nach der Starke ihrer
Anfarbbarkeit festgelegt wurde (0-negativ, 1-schwach, 2-maBig, 3-stark positiv).
Aufgrund von Gewebezerstérung, Artefakten oder schlechter Anfarbung konnten
Gewebeproben nicht ausgewertet werden (Score 9), wodurch die Anzahl der Proben fr
die einzelnen Cytokeratine unterschiedlich waren. Insgesamt wurden 2919
Gewebeproben angefarbt, wovon 1681 gering, 1238 maBig bis stark angefarbt wurden.

CK20 wurde mit 91,7% angeféarbt (Score 1, 2, 3), davon 68,8% stark positiv (Score 3).
CK19 war zu 86,1% positiv (Score 2 und 3), 71,7% davon stark positiv (Score 3). CK18
bot mit 98,2% die héchste prozentuale Anfarbbarkeit, davon 87,9% Score 3. CK8 farbte
zu 87,5% an, davon mit 79,5% Score 3. Hingegen boten die Marker CK17, CK16,
CK13, CK7 und CKS5 ein kontrares Bild. Diese Marker waren jeweils bis zu 80% negativ
(Score 0). Ein gemischtes Ergebnis zeigte CK14. Dieser Marker war zu 18,6% negativ,
zu 11,8% schwach anfarbbar (Score 1), zu 16,7% maBig anfarbbar (Score2) und zu
52,9% stark positiv (Score 3). Abbildungen 27-29 zeigen die Anfarbbarkeit der Marker
CK20, CK14 und CK8 in verschiedenen Lokalisationen. In den Tabellen 17-19 werden
zu der prozentualen Angabe der Expressionsstarke auch die Anzahl der Proben in der
jeweiligen Tumorlokalisation genannt. Hinsichtlich der Cytokeratinexpression ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug zur Tumorlokalisation
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Abbildung 27: Starke der CK20 Anfarbung bei verschiedenen
Lokalisationen der Primartumore (n=154)

Tabelle 17: Verteilung und Starke der Anfarbung in
verschiedenen Lokalisationen der Primartumore bei CK20

CK20 2er Score
Expressionsstarke

D 0 1
Lokalisation niedrig hoch Gesamt

n % n % n %
Ascendens 0 0,0 12| 11,0 23| 11,0
Coecum 2 1,8 2 1,8 4 3,7
Transversum 1 0,9 3 2,8 4 3,7
Descendes 1 0,9 5 4.6 6 5,5
Sigma 5 4,6 28 | 25,7 33| 30,3
Rectum 9 8,3 33| 33,9 46 | 42,2
Nicht bekannt 2 1,8 2 1,8 4 3,7
Gesamt 20 | 18,3 89| 81,7 | 109 100
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Abbildung 28: Starke der CK14 Anfarbung bei verschiedenen
Lokalisationen der Primartumore (n=154)

Tabelle 18: Verteilung und Starke der Anfarbung in
verschiedenen Lokalisationen der Primartumore bei CK14

CK14 2er Score
Expressionsstarke

. 0 1
Lokalisation niedrig hoch Gesamt

n % n % n %
Ascendens 3 2,9 7 6,9 10 9,8
Coecum 3 2,9 1 1,0 4 3,9
Transversum 3 2,9 0 0 3 2,9
Descendes 2 2,0 4 3,9 6 5,9
Sigma 7 6,9 24 | 23,6 31| 30,4
Rectum 11| 10,8 32| 31,4 43 | 42,2
Nicht bekannt 2 2,0 3 2,9 5 4.9
Gesamt 31| 304 711 69,9 102 | 100
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Abbildung 29: Stérke der CK8 Anfarbung bei verschiedenen

Lokalisationen der Primartumore (n=154)

Tabelle 19: Verteilung und Starke der Anfarbung in
verschiedenen Lokalisationen der Primartumore bei CK8

CK8 2er Score
Expressionsstarke
Lokalisation nie?jrig ho10h Gesamt

n % n % n %
Ascendens 1 0,9 11 9,8 12 | 10,7
Coecum 0 0,0 4 3,6 4 3,6
Transversum 0 0,0 3 2,7 3 2,7
Descendes 2 1,8 4 3,6 6 5,4
Sigma 3 8,8 31| 91,2 34| 30,4
Rectum 7 6,3 41 | 36,6 48 | 42,2
Nicht bekannt 1 0,9 4 3,6 5 45
Gesamt 14| 12,5 98 | 87,5| 112 | 100
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Tabellen 20, 21 und 22 zeigen die Antikdrper 20, 19, 18, 17, 16, 14, 13,8, 7 und 5 in
ihrer Expressionsstarke in Korrelation zum pTNM-Status und Grading.

Bei der Analyse der Antikdrper im Vergleich zum pTNM-Status stellte sich heraus, dass

lediglich eine schwache oder fehlende Expression von CK16 mit hdéherem
Lymphknotenstatus korrelierte (p=0,037; Tabelle 21). Bezuglich der anderen Parameter

ergaben sich keine signifikanten Assoziationen.

Tabelle 20: CK20, 14, 8 Expressionsstarken in Korrelation zum pTNM-Status
und Grading
CK20 N=109 CK14 N=102 CK8 N=112
Score Score Score
0 1 0 1 0 1
Tumorinfiltration n=109 n=102 n=112
pT1/2 5 15 4 15 0 20
pT3/4 15 74 27 56 14 78
Tumordifferentierung n=104 n=97 n=107
G1/G2 13 71 21 56 13 74
G3 4 16 8 12 1 19
Lymphknotenstatus n=109 n=102 n=112
pNO/N1 8 56 20 39 10 57
pN2 12 33 11 32 4 51
Metastasen n=108 n=101 n=111
MO 11 58 22 39 5 63
M1 9 30 8 32 9 34

Tabelle 21: CK19, 18, 17, 16 Expressionsstérken in Korrelation zum pTNM-Status und

Grading
CK19 N=119 | CK18 N=107 | CK17 N=105 | CK16 N=108

Score Score Score Score
0 1 0 1 0 1 0 1

Tumorinfiltration n=113 n=107 n=105 n=108
pT1/2 5 15 1 18 18 0 17 0
pT3/4 10 83 1 87 86 1 85 6

Tumordifferentierung n=106 n=101 n=100 n=104
G1/G2 7 78 1 80 79 1 79 5
G3 4 17 1 19 20 0 19 1

Lymphknotenstatus n=113 n=107 n=105 n=108
p=0,037
PNO/N1 5 59 0 62 59 1 56 6
pN2 10 39 2 43 45 0 46 0

Metastasen n=112 n=106 n=104 n=107
MO 14 56 2 63 63 1 61 5
M1 1 41 0 41 40 0 40 1




Kapitel: 4 Ergebnisse

Seite 45

Tabelle 22: CK13, 7, 5 Expressionsstarken in Korrelation zum pTNM-Status
und Grading
CK13 N=110 CK7 N=112 CK5 N=112
Score Score Score
0 1 0 1 0 1
Tumorinfiltration n=110 n=112 n=112
pT1/2 19 1 21 0 21 0
pT3/4 82 8 86 5 90 1
Tumordifferentierung n=105 n=107 n=107
G1/G2 77 8 83 3 85 1
G3 19 1 19 2 21 0
Lymphknotenstatus n=110 n=112 n=112
pNO/N1 57 7 63 3 64 1
pN2 44 2 43 2 47 0
Metastasen n=109 n=111 n=111
MO 60 7 65 4 68 1
M1 40 2 41 1 42 0
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4.3. Hierarchische Clusteranalyse der IHC-Daten

Mit Hilfe der hierarchischen Clusteranalyse konnten die einzelnen Tumore aufgrund
ihres Farbeverhaltens in einzelne Subgruppen unterteilt werden. Verbundene vertikale
Linien kennzeichnen dabei verbundene Félle. Die farbliche Darstellung des Scores ist
fr jeden Antikérper identisch. Rot kennzeichnet eine starke Anfarbung (Score 3), eine
moderat positive Anfarbung (Score 2) wird durch eine dunkelbraune Farbe und eine
schwach positive Anfarbung (Score 1) durch eine hellbraune Farbe symbolisiert.
Schwarz kennzeichnet eine fehlende Anfarbbarkeit (Score 0), grau solche Félle, bei
denen keine Daten vorlagen bzw. Der Fall nicht auswertbar war (Score 9). Das
Dendogramm an der linken Seite fasst die Tumorproben in Gruppen zusammen, die ein
ahnliches Farbeverhalten in Bezug auf die Cytokeratine aufwies. An der Oberseite ist
das Dendogramm dargestellt, dass die Gruppen der Cytokeratine in dem untersuchten
Tumorkollektiv aufzeigt, die sich in ihrer Anfarbbarkeit in Bezug auf das Tumorkollektiv

ahneln.
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Abbildung 30: Die Dendogramme A-C zeigen die Ergebnisse der hierarchischen Clusteranalyse
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Zuerst wurde eine statistische Analyse flir alle zehn Antikdrper durchgefuhrt.
Einschlusskriterium fir die Auswertung war, dass mindestens 80% interpretierbare
Daten vorhanden sein mussten. Das Dendogramm A in Abbildung 30 zeigt, dass es zu
einer Anordnung der Cytokeratine entsprechend ihrer Expressionsstarke (links: maBig
bis stark positive Anfarbung in der Mehrzahl der Falle; rechts: schwache bzw. negative
Anfarbung) gekommen ist. Da es jedoch noch zu keiner eindeutigen Subgruppen- bzw.
Clusterbildung bei den Tumorproben kam, wurden als nachstes flinf Cytokeratine mit
schwacher Expression (CK5, CK7, CK13, CK16, CK17) sowie CK18, welches eine
starke ubiquitdre Expression in fast allen Proben zeigte, aus der Analyse
herausgenommen. Diese Cytokeratine differenzierten unter 5% der Tumoren und waren

deswegen flr die Subgruppenbildung ungeeignet.

Mit den verbliebenen vier Antikérpern CK20, CK19, CK14 und CK8 konnten unter einer
weiteren Clusteranalyse funf gréBere Tumorgruppen differenziert werden. Diese
verbliebenen Subgruppen zeichneten sich durch eine spezifische Antikérperexpression
aus (Abbildung 30, B). Clustergruppe eins (gelb) wies eine negative Expression von
CK20, CK19 und CK8 auf. Clustergruppe zwei (orange) hingegen hatte eine alleinige
negative Auspragung von CK8 (Abbildung 30, B). Clustergruppe drei (grin) fiel durch
eine alleinige starke Expression von CK8 auf. Gruppe vier (blau) hatte eine zusatzliche
Expression von CK20, Gruppe funf (schwarz) eine zuséatzliche Auspragung von CK19.
Das Dendogramm in Abbildung 30 C stellt einen vergréBerten Ausschnitt der gelben
und orangen Clustergruppe dar. Das gelbe Cluster war durch ein extrem kurzes
Uberleben gekennzeichnet. Hier sind CK8 und CK20 stark vermindert exprimiert.
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4.4. Uberlebensanalyse

Mit der Kaplan-Meier-Analyse wurde das kumulative Uberleben wéhrend der 706
Wochen bericksichtigt und mit den immunhistochemischen Ergebnissen verglichen.
Die mittlere  Uberlebenszeit der Patienten betrug 189 Wochen. Das
krankheitsspezifische Uberleben wurde zun&chst fiir alle Gewebeproben (Metastasen
und Primartumore) analysiert, da fir die einzelnen Tumorproben individuelle

Uberlebenszeiten existierten (siche Material, 2.1.1).

Die statistische Analyse, dargestellt in Abbildung 31 zeigte, dass Proben mit einer
Uberexpression von CK8 eine signifikant langere Uberlebenszeit der Patienten
aufwiesen, als Proben mit schwacher CK8 Expression (p=0,001). Zusatzlich wurde die
Uberlebensanalyse nur unter Berlicksichtigung der Primartumore durchgefihrt. Zu
dieser Auswertung wurde nur eine Tumorprobe pro Patient in die Berechnung
eingeschlossen. Auch dabei war eine hohe CK8-Expression signifikant (p=0,022) mit
einem langeren Uberleben assoziiert (Abbildung 32). Entsprechenende
Untersuchungen zeigten fir CK14 lediglich einen Trend zu einem kiirzeren Uberleben
bei starker Expression des Antigens (Abbildung 33 und 34).

Alle anderen Antikdrper zeigten keinerlei Signifikanz in Bezug auf das

krankheitsspezifische Uberleben.
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Abbildung 31: Langzeitiiberleben in Wochen bei Expression von CK8
bezogen auf alle Tumorproben (n=468)

1,0 CK8 2er Score
,00 CKS8 niedrig
—I1 1,00 CK8 hoch
0,8 ,00-censored
-+ 1,00-censored
c
§
@ 0,6 i
=
[
o]
D
: 0.4
£
=]
4
0,2
0,0

0,00 200|,00 400|,00 GOOI,OO SOOI,OO
Uberleben in Wochen

Abbildung 32: Langzeitiiberleben in Wochen bei Expression von CK8
bei Analyse der Primartumore (n=154)
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Beim Vergleich der Clustergruppen eins und zwei mit den Clustergruppen drei bis flnf
in Bezug auf das Uberleben stellte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,013) mit
kiirzerem Uberleben in Clustergruppe eins und zwei heraus (Abbildung 35). Abbildung
36 zeigt einen weiteren Vergleich von Clustergruppe eins mit Clustergruppe zwei bis
finf. Hierbei zeigte sich eine noch hdhere Signifikanz (p=0,004), so dass die Gruppe
eins als Cluster mit extrem kurzem Uberleben bezeichnet wurde. Charakterisiert wird
diese durch eine niedrige Expression von CK8, CK19 und CK20. Dieses Ergebnis
korreliert mit dem Ergebnis aus der Uberlebensanalyse fiir CK8 (Abbildung 31 und 32),
bei dem eine hohe Expression von CK8 mit einem langeren Uberleben korrelierte.
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Abbildung 35: Vergleich des Uberlebens in Wochen bei
Clustergruppe 1, 2 gegen Clustergruppe 3, 4 und 5
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Abbildung 36: Vergleich des Uberlebens in Wochen bei
Clustergruppe 1 gegen Clustergruppe 2, 3, 4 und 5
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Typische Bilder die die Expression der Cytokeratine in kolorektalen Karzinomen
darstellen, sind abrufbar auf der Berlin-TMA-Webseite.

23 Berlin Tissue Microarray - Microsoft Internet Explorer,

Datei  Bearbeiben  Ansicht  Favoricen  Extras 7 ;,"

Qzwik ~ ) - [ @ @b P suhen FrFavoriten 8 | (A & L §

Adresse |€| http:/fpathoweb.charite, deftmaportalf

Berlin Tissue Microarray
Web Portal

f@esadnvqone® 2

B scant e (C:I-IAR\TE@AMPUS MITTE
LI LR Y T T YY 1 7

f8eciovceseses Institute of Pathology
*i00denvaese

BRESstci toses W - Rudolf-Virchow-Haus

Welcome to the Berlin Tissue Microarray Web Portal. Visit the web supplement for interactive access to raw
data, figures and tables.

designed by Thomas Knésel, M.0.

"T""_"'"_’f . Immunoprofiles of 11 Biomarkers Using Tissue Microarrays Identify Prognostic Subgroups in
" Colorectal Cancer. Meoplasia 2005, Vol 8, August 2005 pp. 741-747
e >
Cytokeratin Profiles Identify Diagnostic Signatures in Colorectal Cancer Using 3D-Tissue
‘ Microarrays. Cellular Oncology, in press.
@  Internet

Abbildung 37: Screenshot des TMA-Webportal http:/pathoweb.charite.de/tmaportal
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5. Diskussion

Diese Studie ist die erste zusammenfassende und gréBte Analyse verschiedener
Cytokeratine in einem gut charakterisierten Tumorkollektiv kolorektaler Karzinome. Die
immunhistochemischen Daten von insgesamt 2919 Gewebeproben wurden mit den
klinikopathologischen Parametern verglichen. Ziel dieser Arbeit war 1) die Expression
verschiedener Cytokeratine auf Proteinebene zu evaluieren 2) eine Korrelation
zwischen klinikopathologischen Parametern und der Cytokeratinexpression zu erstellen
und 3) die immunhistochemischen Daten anhand des hierarchischen Clusterings in
maégliche Subgruppen mit spezifischen Signaturen zu unterteilen, die eine diagnostische

oder prognostische Relevanz haben.

Methodisch wurden Tumor-Micro-Arrays (TMA) erstellt, die immunhistochemisch
angefarbt wurden. Anhand eines Vierer-Scores (Score 0-keine Anfarbung, Score-1
schwache Anfarbbarkeit, Score 3-maBige Anfarbbarkeit, Score 4-starke Anfarbbarkeit)
wurden sie lichtmikroskopisch nach der Starke ihrer Anfarbbarkeit beurteilt.
AnschlieBend wurden die Daten statistisch ausgewertet und mittels der Cluster Analyse

Subgruppen gebildet.

Es konnten Signaturen von Cytokeratinen gefunden werden, die als Biomarker
maoglicherweise diagnostische und prognostische Relevanz erlangen. Der Verlust von
spezifischen Cytokeratinen ist dabei ein Hinweis auf eine epithelial-mesenchymale

Transformation (EMT) in der Tumorprogression kolorektaler Karzinome.
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5.1. Methodik der Untersuchung

In dieser Studie wurden verschiedene Cytokeratine in einer Vielzahl kolorektaler
Karzinomproben mittels der TMA-Technik und der IHC getestet. TMAs sind eine sehr
gute und effektive Methode, um eine Vielzahl von Tumorproben aus einem gut
charakterisierten Kollektiv zu untersuchen [Knésel et al., 2005]. Das Verfahren bietet die
Méglichkeit alle Proben in gleicher Weise zu behandeln und damit eine bessere

Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Eine Studie von Hsu et al. aus dem Jahre 2002 zeigte, dass sowohl fir die fur die
Beurteilung der Sensitivitat, als auch fur die Spezifitdt der Anfarbung von diagnostisch
eingesetzten Antikérpern, der TMA eine sehr effektive Methode ist. Dies konnte an
einem gut charakterisiertes Tumorkollektiv gezeigt werden, welches anhand der TMA-
Technik mit 22 verschiedenen Antikérpern ausgewertet wurde und die entsprechenden

immunhistochemischen Ergebnisse mit schon publizierten Daten verglichen wurden.

Ein zusatzlicher Vorteil, der heutzutage eine zunehmende Bedeutung erlangt, ist die
Tatsache, dass die Technik Zeit und Kosten spart [Simon et al., 2005]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Gewebeheterogenitat keinen fundamentalen Einfluss auf die
TMA-Ergebnisse hat, wenn eine geniigend hohe Probenzahl analysiert wird [Nocito et
al., 2001; Torhorst et al., 2001]. Die Verwendung von Serienschnitte reduziert vielmehr
den Einfluss der Gewebeheterogenitat bei dem Vergleich unterschiedlicher Marker im
gleichen Tumor, da davon ausgegangen werden kann, dass unmittelbar benachbarte
Tumorabschnitte analysiert werden. Somit I&sst sich ein Qualitatsstandard erreichen,
der der konventionellen Immunhistologie am groBflachigen Tumoreinzelschnitt

zumindest gleichwertig, wenn nicht sogar Uberlegen ist.

Unsupervisiertes  hierarchisches Clustern ermdglichte es, die kolorektalen
Karzinomgewebeproben in verschiedene Subgruppen zu unterteilen. Dies erfolgte auf
der Basis ihrer Ahnlichkeit in der Genexpression. Die Studie von Makretsov et al., 2004
bestatigt die Wahl dieser Methode zur Detektion prognostischer Signaturen und zur
Einteilung der Tumore in klinische relevante Subgruppen beim Mammakarzinom.
Hinsichtlich der Kombination von TMA, Immunhistochemie und hierarchischen Clustern

gibt es erst wenige Studien.

Die Auswertung der Daten erfolgte in verschiedenen Studien entweder anhand eines
Dreier- oder Viererschemas, wobei es zur Zeit weder Fir- noch Gegenargumente fir
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die jeweilige Einteilung gibt. In dieser Studie wurden die Proben in ein Viererschema
eingeteilt. Die Daten wurden mittels der Cluster Analyse auswertet, wobei es zu einem
signifikanten Ergebnis hinsichtlich eines kiirzeren Uberlebens bei CK8 Abnahme kam.
Fir die Einzelanalyse der vier Biomarker wurden die Daten von einem Viererscore in
einen Zweierscore Uberfuhrt: 0 beschreibt Proben mit fehlender bzw. sehr geringer
Expression (,low expression® Gruppe), 1 Proben mit maBiger bzw. starker Expression
(,high expression“ Gruppe). Hierbei wies CK8 ebenfalls ein signifikant kirzeres
Uberleben (p=0,022) bei verminderter Expression auf.
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5.2. Cytokeratinstruktur und epithelial-mesenchymale Transformation

Die Mechanismen, die zur Entstehung eines Karzinoms fiihren, sind derzeit
Gegenstand vieler Forschungsgruppen. Bei der Karzinogenese ist die Veranderung der
histologischen Struktur die Folge von molekularpathologischen Ereignissen. Diese
bedingen bei der Tumorprogression einen kompletten Gewebsumbau, der in der
Literatur mit der Morphogenese in der embryonalen Entwicklung verglichen wird
[Brabletz et al., 2005]. Ein Kennzeichen der embryonalen Entwicklung ist, dass
Zellpopulationen aktiv Cytoskelettproteine herauf- bzw. herunterregulieren kénnen, so
dass in verschiedenen Phasen dieser Entwicklung ein verdndertes Cytokertainmuster
gefunden werden kann [Fouquet et al., 1988]. Weiterhin sind sie in der Lage ihre
normale Umgebung zu verlassen und sich in verschiedene Zelltypen zu differenzieren

Diese Vorgange der Embryogenese sollen bei der Tumorprogression auch wieder
vollzogen werden [Savagner, 2001]. Brabletz et al. zeigten in ihrer Studie 2002, dass
auch Signalwege, wie zum Beispiel der Wnt-Signalweg, der an der friihen embryonalen
Entwicklung beteiligt ist, bei der Karzinomentstehung mit betroffen bzw. pathologisch
verandert sind [Brabletz et al., 2002].

Diese molekularpathologischen Ereignisse bedingen einen Gewebsumbau, der zu
einem Verlust des epithelialen Pha&notyps hin zu einem mesenchymalen fihrt und als
epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) bezeichnet wird. Dabei werden B-
Catenin [Brabletz et al., 2005] und E-Cadherin [Bates, Mercurio, 2005] eine
entscheidende Funktion in der Initialisierung zugesprochen. Brabletz et al. zeigten 2005
in ihrer Studie, dass die Dedifferenzierung zu einem mesenchymalen Phéanotyp
besonders an der Invasionsfront der Prim&rtumoren und auch der Metastase zu
beobachten ist. Diese Dedifferenzierung steht dabei in Zusammenhang mit einer
héheren Aggressivitat des Tumors.

In dieser Studie zeigte sich bei Abnahme von Cytokeratin 8 ein signifikant kirzeres
Uberleben aufgrund einer Tumorprogression. Diese Herunterregulierung von CK8 und
das damit verbundene verkiirzte Uberleben ist méglicherweise Ausdruck einer EMT

beim kolorektalen Karzinom.

Chu und Weiss hingegen gehen in ihrer Studie von 2002 davon aus, dass verschiedene
Epithelien bestimmte Cytokeratinmuster aufweisen und diese charakteristischen
Merkmale meist auch bei einer malignen Transformation beibehalten. Dabei
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beschreiben sie bei kolorektalen Karzinomen ein CK7 negatives, CK20 positives Muster
sowie eine Auspragung des Cytokeratinpaares CK8/18. Die These wird durch die
Ergebnisse der Studie von Fujisaki und Shimoda von 1993 inhaltlich gestiitzt, die das
Vorkommen gleicher Cytokeratine jeweils in normaler Mukosa, in Adenomen und
Karzinomen nachweisen konnte. Diese beiden Studien zeigen damit eine Konstanz der

Cytokeratinexpression in normaler Mukosa bis hin zur malignen Transformation.

Insofern ware es sehr interessant zu klaren, ob der CK8 Verlust ab initio vorlag oder
erst im Rahmen der Tumorprogression entstanden ist. Nur wenn letzteres der Fall ware,

kénnte der CK8 Verlust als Marker fir eine EMT gewertet werden.

Als vorlaufiges Fazit kann festgehalten werden, dass zwar eine véllige Umstrukturierung
des Gewebes bei der Karzinogenese erfolgt, jedoch die Veranderung des spezifischen
Cytokeratinmusters in den einzelnen Phasen der Dedifferenzierung und dessen Rolle
hinsichtlich der Tumoraggressivitdt noch nicht eindeutig geklart ist und somit weitere

Studien erfordern.
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5.3. Cytokeratine als Markerproteine
5.3.1. CK20

CK20 ist ein wichtiges Markerprotein der Kolonkarzinome, dass bei der Identifizierung
von Metastasen unbekannter Primartumore eingesetzt wird [Ye X et al., 2002]. Bei der
Auswertung der immunhistochemischen Daten erwies sich CK20 in 90,3% der
Kolonkarzinomproben als positiv (66,3% stark positiv Score 3, 13% positiv Score 2 und
11% schwach positiv Score 1). Nur die CK20 negative Subgruppe war assoziiert mit
einem extrem kurzen Uberleben. Diese Subgruppe reprasentiert einen Zellklon mit
einem sehr hohen aggressiven Potential. Diese Beobachtung einer CK20 negativen
Subgruppe entspricht einer Minderheit.

Bestatigt werden diese Ergebnisse durch die Arbeit von Park et al. 2002 und Moll et al.
1992. In der Studie von Moll et al. waren die groBe Mehrheit der Adenokarzinome des
Kolons CK20 positiv, hingegen Adenokarzinome aus Brust, Lunge, Endometrium und
nichtmuzinése Tumore des Ovar hingegen fast oder komplett negativ. Als Fazit dieser
Studie propagiert er den Einsatz von CK20 als Markerprotein flr Metastasen

unbekannter Primartumore, wie es derzeit in der Primartumorsuche angewandt wird.

Kummar et al. beschrieben 2002 in ihrer Studie die Cytokeratinauspragung bei
Adenokarzinomen der Lunge im Vergleich zu denen des Kolons. Das Ergebnis dieser
Studie war ein CK20 negativ/CK7 positiv Muster bei Metastasen und Primartumoren
von Adenokarzinomen der Lunge im Gegensatz zu dem CK20 positiv/CK7 negativ

Muster von Adenokarzinomen des Kolons.

In Hinsicht auf CK20 als Identifikations-Markerprotein flir Metastasen unbekannter
Primartumore ist es sehr wichtig zu wissen, dass aggressive Tumorzellklone vom Kolon
ihre CK20 Expression verlieren kdnnen und damit mit diesem Marker der Erkennung
nicht mehr zugénglich sind.

5.3.2. CK8/CK18

Dies ist die erste Studie die zeigt, dass eine verminderte Expression von CK8 signifikant
(p=0,022) mit einem kiirzeren Uberleben bei kolorektalen Karzinomen assoziiert ist.
Interessanterweise stehen diese Ergebnisse im Einklang mit der Studie von Takei et al.
von 1995. Dieser zeigte anhand von invasiven Brustkrebstumoren, dass CK8 negative
Tumore ein schlechteres Ergebnis im rickfallfreien Intervall haben. Hierbei wurde CK8
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die Bedeutung eines prognostischen Markers bei invasiven Brustkarzinomen
zugeschrieben, was anhand der in dieser Doktorarbeit erhobenen Ergebnisse auch fir

Kolonkarzinome gelten kann.

Buhler et al. zeigte 2005, dass ein erhdéhtes CK18 mit einem besseren
Langzeitiberleben bei Brustkrebs korreliert sowie bei dessen Abnahme die
Aggressivitat des Tumors zunimmt. CK18 forciert in menschlichen Brustkrebszellen
eine Induktion von Adhasionsproteinen, eine Dimerisation mit CK8 und eine Abnahme

der Malignitat in vitro und in vivo.

Auch Schaller et al. zeigten in ihrer Studie 1996, anhand von Brustkrebszellinien und
Patientinnen mit Brustkrebs, dass eine Abnahme von Cytokeratin 18 mit einem
signifikant kiirzerem Uberleben assoziiert ist. Dabei war CK18 ein unabhangiger und
signifikanter Marker fir das Gesamtlberleben. Wichtig ist dabei zu erwahnen, dass
CK18 héaufig mit CK8 koexprimiert wird. Dies belegt auch die Studie von Woelfle et al.
(2004) bei der eine Korrelation zwischen Verminderung von CK18, hdherem

Tumorstadium und Tumorprogression gezeigt werden konnte.

Es ist anzunehmen, dass die Anwesenheit bestimmter Cytokeratine, speziell von CK8
bei CRC, in der Lage ist das Cytoskelett zu stabilisieren und dadurch der Progression
und der Metastasierung entgegenwirken.

5.3.3. CK14

CK14 wird gewdhnlich im Basalzellepithel und squamdsem Epithel exprimiert. Hingegen
ist er in Adenokarzinomen generell negativ [Chu, Weiss, 2002] Harnden postulierte
1997 in seiner Studie CK14 als Marker fir einen Phanotypwechsel beim
Transitionalzellkarzinom einzusetzen, da er sensitiver als eine alleinige morphologische
Auswertung ist. Interessanterweise zeigte CK14 in dieser Studie einen Trend zum
kiirzeren Uberleben (p=0,056), was durch weitere Studien an einem noch grdBeren
Kollektiv abgesichert werden sollte.

Zusammenfassend zeigte die Arbeit, dass Cytokeratine in kolorektalen Karzinomen
differentiell exprimiert werden und potentiell in der eine Rolle spielen. Die Progenitor-
und Stammzellmarker sind derzeit Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Weitere
Studien werden zeigen, inwieweit Cytokeratine als Prognosemarker des kolorektalen

Karzinoms geeignet sind.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war 1) Kolonkarzinomgewebe auf die Expression verschiedener
Cytokeratinstrukturen auf Proteinebene zu untersuchen, 2) eine Korrelation zwischen
klinikopathologischen Parametern und der Cytokeratinexpression zu erstellen und 3)
das unsupervisierte hierarchische Clustering in Kombination mit dem TMA-Verfahren
als neue Methode zur Bestimmung von Immunprofilen zu testen. Hierbei diente das
hierarchische  Clustering dazu, Subgruppen mit spezifischen  Signaturen
herauszuarbeiten, die mdglicherweise eine diagnostische und prognostische Relevanz
fir das Langzeitiberleben haben.

Das Kollektiv umfasste 203 Patienten, von denen 475 Gewebeproben analysiert
wurden, die Primartumore, Metastasen und Normalgewebe reprasentierten. Die
Gewebeproben wurden immunhistochemisch mit 10 Antikérpern gegen die Cytokeratine
20, 19, 18,17, 16, 14, 13, 8, 7 und 5 gefarbt und mittels eines Vierer-Scores (0, 1, 2, 3)
anhand ihrer Expressionsstarke von negativ (Score 0) bis stark positiv (Score 3)
ausgewertet. Die statistische Analyse erfolgte mit Kreuztabellen, dem Fisher’s Exact
Test und dem Kaplan-Meyer-Test. Eine unsuperversierte hierarchische Clusteranalyse
wurde zur Auswertung von 2919 immunhistochemischen Daten herangezogen. Sie
diente der Unterteilung der Daten in Subgruppen mit spezifischen Signaturen.

Beim unsupervisierten hierarchischen Clustering kristallisierten sich finf Subgruppen
mit charakteristischer Expression von vier Biomarken (CK20, CK19, CK14 und CK8)
heraus. Clustergruppe eins und zwei waren hierbei durch eine negative Expression von
CK8 reprasentiert, wobei Clustergruppe eins eine zusatzlich negative Expression von
CK20 aufwies. Beide Clustergruppen zeigten eine signifikante Korrelation zu einem
kiirzeren Uberleben. Clustergruppe eins wies sogar einen noch héheren Signifikanzwert
(p=0,004) auf und war mit einem besonders schlechten Uberleben assoziiert.

In der Einzelanalyse der vier Biomarker zeigte sich ein signifikant kiirzeres Uberleben
bei Patienten mit einem Verlust der CK8 Expression (p=0,001). Bei multivariater
Analyse, nach Herausnahme von Tumorstadium und Grading, zeigte CK8 eine héhere
Signifikanz (p=0,004) als der Lymphknotenstatus. In der Gesamtauswertung hingegen
war er kein unabhangiger Marker. CK14 hingegen zeigte einen Trend (p=0,056) zum
kiirzeren Uberleben bei Uberexpression.
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Der Verlust der Expression bestimmter Cytokeratine, insbesondere CK8, ist Hinweis auf
eine  mogliche epithelial-mesenchymale  Transformation im  Rahmen der

Tumorprogression von kolorektalen Karzinomen.

Insgesamt erwies sich das TMA-Verfahren als geeignete Methode zur Untersuchung
von immunhistochemischen Daten sowie die Clusteranalyse als geeignetes Verfahren

zur Erstellung von prognostischen und diagnostischen Signaturen.
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