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1 EINLEITUNG

1.1 EPIDEMIOLOGIE UND HISTOGENETISCHE KLASSIFIKATION

Mit einer geschitzten Zahl von 73.250 Neuerkrankungen alleine im Jahr 2004 stellt das
kolorektale Karzinom mittlerweile die héufigste Krebserkrankung in Deutschland dar.
Sowohl bei Frauen als auch bei Minnern rangiert es jeweils auf Platz zwei hinter den
geschlechtsspezifisch auftretenden bosartigen Brust- bzw. Prostatatumoren. Betrachtet
man die tumorassoziierten Sterbefille, so forderten die Malignome des Darms mit
27.782 Todesopfern im Jahre 2004 die zweitmeisten Menschenleben in Deutschland,

iibertroffen nur von den malignen Neubildungen der Lunge !,

Manner Frauen

Prostata |
Darm (] Darm
Lunge [N | Lunge
Harnblase [ | Gebarmutterkdrper
Magen [l | Eierstdcke
Ni = M malignes Melanom
1eren der Haut
Mundhohle u. Rachen [l | Magen
Non-Hodgkin
Lymphome ) | Harnblase

mallggsrs%iltanom B | Bauchspeicheldrise

Bauchspeicheldriise [l | Niere

Leukamie [l | Gebarmutterhals
Non-Hodgkin

Hoten - Lymphome

Speiserohre B | Leukamie

| Brustdrise

Diagramm 1: Proze[r11]tualer Anteil an der geschétzten Zahl der Krebsneuerkrankungen in Deutschland
2004

Bei relativ ausgeglichener Inzidenz zwischen Mannern und Frauen von 92,3 : 85,4 Neu-
erkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr, erkranken Méanner mit 69 Jahren im

Mittel aber deutlich frither als Frauen mit 75 Jahren. Verglichen mit den Neuerkran-
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kungsraten anderer EU-Lander belegt die ménnliche Bevolkerung Deutschlands Platz

zwei, die weibliche sogar den ersten Platz in Europa !,

Bei der weitaus iiberwiegenden Zahl der Darmtumoren handelt es sich um Adenokarzi-
nome des Dick- und Mastdarms (97%), wobei hiervon etwa 66% das Kolon und 34%
das Rektum betreffen. Die seltenen Plattenepithelkarzinome (1%) und Karzinoide (1%)
sowie Raritdten wie Lymphome (0,3%) oder Sarkome (0,1%) des Dickdarms spielen
statistisch gesehen nur eine untergeordnete Rolle ). Gelegentlich auftretende Tumoren
des Diinndarmkonvoluts werden in der deutschen epidemiologischen Literatur auf
Grund ihrer abweichenden klinischen und pathologischen Charakteristika aus der Grup-
pe ,,Darmkrebserkrankungen® ausdriicklich ausgeklammert und sind damit auch nicht

Bestandteil der im Vorangegangenen genannten Zahlen /.

1.2 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE

1.2.1 Adenom-Karzinom-Sequenz und Genetik

Schon 1926 formulierte Dukes in London die Hypothese, Karzinome des Dick- und
Enddarms entstiinden auf dem Boden benigner Schleimhautadenome . Fiir diese The-
orie pragten Jackman und Mayo 1951 den bis heute gebrduchlichen Begriff der Ade-
nom-Karzinom-Sequenz ! Nachdem diese Theorie lange Jahre mit der Vermutung der
»De-Novo-Entstehung® kolorektaler Karzinome ohne benigne Adenomvorstufen kon-
kurrieren musste, kann sie heute als weitgehend akzeptiert angesehen werden. Selbst
das oft als Gegenbeispiel angefithrte HNPCC-Syndrom kann nicht ldnger zur Unter-
mauerung der De-Novo-Hypothese dienen. Auch hierbei muss entgegen haufiger Fehl-
interpretationen der Krankheitsbezeichnung von einer Zahl an Adenomvorstufen im
Kolon ausgegangen werden, welche der von Patienten mit sporadisch aufgetretenem
Kolonkarzinom entspricht, wenngleich auch nicht der von Patienten mit FAP °!. Die
von Vogelstein et al. erstmals beschriebenen grundlegenden molekulargenetischen Me-
chanismen bei der Entstehung von Polypen der Kolonschleimhaut und deren méglicher

Entartung zu Karzinomen sind in Abbildung 1 dargestellt.

11



Karzinom

(invasives Wachstum)
Adenom

(hochgradige Dysplasie)

Adenom
(mittelgradige Dysplasie)
Adenrom AN 8

(geringgradige Dysplasie)

Inaktivierung des Aktivierung des
Chromosom 5-APC Chromosom 12 + K-ras  Chromosom 18 - DDC Chromosom 17 — p53 weitere Verdanderungen
Tumor-Supressor-Gens Proto-Onkogens

Abbildung 1: Genetisches Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz (7. 8]

1.2.2 Positive Familienanamnese

Neben anderen konnten Fuchs et al. in einer groBangelegten Studie zeigen, dass das re-
lative Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken bei Personen mit einem an
Darmkrebs erkrankten Verwandten ersten Grades 1,72 betrdgt, bei zwei oder mehr er-

krankten Verwandten ersten Grades sogar 2,75 1,

1.2.3 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Bei den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn stellt das kolorektale Karzinom eine gefiirchtete Komplikation dar. Sowohl bei
der Colitis ulcerosa ') als auch beim Morbus Crohn "' muss mit einem etwa fiinffach
erhohten relativen Darmkrebsrisiko gerechnet werden. Hierbei wirken sich bei der Coli-
tis ulcerosa vor allem ein Krankheitsverlauf {iber mehr als 10 Jahre sowie ein Krank-
heitsbeginn schon in der Kindheit weiter zunehmend auf das Risiko aus. Als protektiver
Faktor hingegen wird schon seit ldngerem eine Langzeittherapie der Grunderkrankung
mit 5-ASA vermutet '*. Beim Morbus Crohn ist hinsichtlich des Darmkrebsrisikos v.a.
ein Krankheitsbeginn vor dem 30. Lebensjahr als prognostisch ungiinstig beschrieben

[11]
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1.2.4 Westliche Erndhrungsgewohnheiten

Aufgrund der Angleichung des Darmkrebsrisikos der afroamerikanischen Bevolkerung

13]

bei Adaptation westlicher Ernihrungsgewohnheiten wurde von Burkitt 1971 ") eine

ballaststoffarme Erndhrung mit einem hohen Anteil an tierischen Fetten als Risikofak-

tor ins Gespréich gebracht.

Die Hypothese des negativen Effekts tierischer Fette konnte in der Folgezeit durch meh-

reren Studien ['* ¥

[14]

untermauert werden, was jedoch nicht fiir Fette aus Milchprodukten

sowie die meisten pflanzlichen Fette wie z.B. Oliven- oder Kokosnusssl M®! gilt. Ge-

[17-19]

nerell scheint gerade der Langzeitkonsum roten Fleisches zu einem erhohten Risi-

ko der Karzinomentstehung vornehmlich im distalen Kolon (201 zu fiihren, wohingegen

18, 19]

fiir den Verzehr von Gefliigel und Fisch ! in einigen Arbeiten sogar ein gegenldufi-

ger Zusammenhang beobachtet wurde. Als Ursache des Risikocharakters zumindest

mancher tierischer Nahrungsmittel stehen indirekte Faktoren wie erhohte Gallensdure-

[21]

und Cholesterinspiegel im distalen Darm "' sowie toxische Metaboliten des Proteinab-

[22

baus *? im Verdacht.

Kontrovers wird nach wie vor der protektive Effekt einer ballaststoffreichen Erndhrung

diskutiert. Obwohl selbst einige gro3 angelegte Studien hierzu keinen signifikanten Zu-

23-25]

sammenhang finden konnten , so beschreibt zumindest die groBte je zu diesem

Thema verdffentlichte Arbeit eine signifikante Risikoreduktion *°!. Als weitere protek-

tiv wirkende Nahrungsbestandteile wurden Calcium 7, Magnesium **, das Spuren-

[29]

element Selen sowie einige weitere Bestandteile pflanzlicher Nahrungsmittel wie

z.B. Vitamine oder die in Knoblauch und Zwiebeln vorkommenden Thioether angefiihrt
[30,31]

Keinen Nahrungsbestandteil im engeren Sinne, jedoch auch hdufiger oral aufgenom-

men, stellt die Acetylsalicylsdure dar, welcher auch protektive Eigenschaften zuge-
schrieben werden %),

Fiir langjahriges Zigarettenrauchen
[34]

sowie den iiberméBigen Konsum von Alkohol
muss neben den diversen anderen bekannten negativen Effekten auch ein negativer

FEinfluss auf das Darmkrebsrisiko konstatiert werden.
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1.2.5 Weitere Risikofaktoren

Ein bekanntermaflen vielfach erhohtes Darmkrebsrisiko tragen Patienten nach Implanta-

) [35, 36]

tion der Ureteren in das Sigma (sog. Ureterosigmoidostomie , meist im Rahmen

einer onkologischen Blasenresektion.

Auch die strahlentherapeutische Behandlung maligner Erkrankungen der Beckenorgane
muss als Risikofaktor fiir die Entstehung kolorektaler Tumoren in Betracht gezogen
werden. Baxter et al. konnten zumindest fiir die direkt im Strahlengang befindlichen

Darmanteile ein relatives Karzinomrisiko von 1,7 ermitteln 371,

Die Auswirkungen einer Cholezystektomie auf das Darmkrebsrisiko sind bis heute noch
nicht abschlieend geklirt. Zwar konnten diverse Studien einen statistischen Zusam-
menhang zwischen Gallensteinleiden und dem Auftreten kolorektaler Karzinome zei-
gen, ob hierbei jedoch der therapeutischen Cholezystektomie eine &tiologische Rolle
zukommt oder aber iibergeordnete Risikofaktoren wie z.B. Erndhrungsgewohnheiten
das verbindende Element zwischen dem Auftreten beider Erkrankungen darstellen,

bleibt bis dato offen [*%,

Ebenso wurde die zweifelsohne auftretende Koexistenz von Divertikulose und kolorek-
talen Adenomen wie auch Karzinomen schon des Ofteren untersucht !, Ein signifi-
kant erhohtes Tumorrisiko fiir an Divertikulose erkrankte Patienten konnte hierbei je-

doch bislang nicht nachgewiesen werden ©*.
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1.3 FRUHERKENNUNG UND DIAGNOSTIK

1.3.1 Fruherkennungsuntersuchungen

Als derzeit etablierte Untersuchungstechniken zur Fritherkennung kolorektaler Karzi-
nome konnen der fikale okkulte Bluttest nach der Guaiak-Methode sowie die endosko-
pischen Verfahren Koloskopie und Sigmoidoskopie angesehen werden. Immunologi-
sche oder molekulare Stuhltestverfahren wie auch die CT- oder MRT-Kolonografie fin-
den auf Grund mangelnder Sensitivitdt oder Spezifitit, unzureichender Datenlage und

teilweise sehr hoher Kosten bislang auBerhalb von Studien keine Anwendung ',

Fiir die Durchfithrung des fikalen okkulten Bluttests wird empfohlen, aus drei konseku-
tiven Stithlen je zwei Proben zu entnehmen und diese jeweils auf ein mit Guaiak-Harz
beschichtetes Testfeld (drei Testbriefe a zwei Auftragsfelder) zu iibertragen . Bei
Anwesenheit von Himoglobin im Stuhl kommt es nach Zugabe von Wasserstoffperoxid
zu einer Blaufiarbung. Jeglichem positiven Testergebnis sollte die komplette endoskopi-
sche Untersuchung des Dickdarms angeschlossen werden. Die Durchfithrung der Kolo-

skopie sollte grundsitzlich den Krebsfritherkennungsrichtlinien entsprechen [*.

Bei der Empfehlung von Fritherkennungsuntersuchungen unterscheidet die Arbeitsge-
meinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. zwischen
der Bevolkerungsgruppe mit durchschnittlichem Risiko und Personen, fiir die ein erhoh-
tes Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken angenommen wird. Hierzu
werden zum einen alle Verwandte ersten Grades von Patienten mit kolorektalem Karzi-
nom oder vor dem 50. Lebensjahr diagnostizierten Kolonadenomen gerechnet. Weitere
Risikogruppen bilden die Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie
Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn. Als Hochrisikogruppen miissen Patienten mit den
erblichen Erkrankungen FAP, AAPC, HNPCC sowie den hamartomatdsen Polyposis-

41]

Syndromen angesehen werden *!!. Das jeweilige, in den aktuellen Leitlinien der

AWMEF empfohlene Fritherkennungsschema, ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Empfohlene Friherkennungsuntersuchungen in Abhangigkeit von der Risikogruppe

[41]

Risikogruppe

empfohlene Untersuchungen

durchschnittliches Risiko

positive Familienanamnese

kolorektales Karzinom
bei Verwandtem 1.Grades

kolorektales Adenom vor 50.LJ
bei Verwandtem 1.Grades

entziindliche Risikoerkrankung
Colitis ulcerosa

Morbus Crohn

hereditare Risikoerkrankung
FAP

bei nachgewiesener Mutation oder
trotz positiver Familienanamnese
nicht ausgeschlossener Mutation

AAPC
da oft kein Mutationsnachweis mdéglich,
immer bei positiver Familienanamnese

HNPCC

bei nachgewiesener Mutation oder
trotz Einstufung als Risikoperson
nicht ausgeschlossener Mutation
hamartomatése
Polyposis-Syndrome

ab 50. LJ:
= alle 10 Jahre Koloskopie
bei Ablehnung der Koloskopie:

= jahrlich Guaiak-Test + alle 5 Jahre Sigmoidoskopie
bei Ablehnung der Sigmoidoskopie:

= jahrlich Guaiak-Test

ab 10 Jahre vor Erkrankungsalter des Verwandten,
spatestens aber ab 50. LJ:

= mindestens alle 10 Jahre Koloskopie

ab 10 Jahre vor Diagnosealter des erkrankten Verwandten:
= mindestens alle 10 Jahre Koloskopie

bei Pancolitis seit > 8 Jahren oder
linksseitiger Kolitis seit > 15 Jahren:

= jahrliche Koloskopie mit Stufenbiopsien

keine generelle Empfehlung

spatestens ab 10. LJ:
= jahrlich Rekto-Sigmoidoskopie
bei Nachweis von Adenomen:
=jahrlich Koloskopie bis zur Proktokolektomie

im 15. LJ:

= Koloskopie
bei Nachweis von Adenomen:

= jahrlich Koloskopie bis zur Kolektomie
ohne Nachweis von Adenomen:
= ab 20. LJ jahrlich Koloskopie bis zur Kolektomie

5 Jahre vor niedrigstem Erkrankungsalter in der Familie,
spatestens aber ab 25. LJ:

= jahrlich Koloskopie

keine generelle Empfehlung
Uberwachung in ausgewiesenen Zentren
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1.3.2 Endoskopie und Biopsie

Die endoskopische Untersuchung des Dickdarms dient zunichst der Erkennung und
Lokalisation von Polypen und Karzinomen. Gleichzeitig ermdglicht sie aber auch die
therapeutische Abtragung von Polypen sowie die Gewinnung histologisch untersuchba-
ren Materials. Es konnte gezeigt werden, dass die Polypektomie im Rahmen der diag-
nostischen Koloskopie die Inzidenz von Darmkrebserkrankungen um 66-90% senkt **
*1 Hierzu wird empfohlen, Polypen kleiner als 5mm, abgesehen von typischen hyper-
plastischen Polypen im Rektum, generell per Zangenbiopsie komplett zu entfernen. Bei
grofBeren Polypen ist nach Risikoabwéigung moglichst die vollstdndige Abtragung mit-
tels einer endoskopisch eingebrachten Drahtschlinge anzustreben, bei zu hohem Risiko
oder eindeutigen makroskopischen Malignitdtskriterien erfolgt die bioptische Materia-
lentnahme. Eine Notierung der jeweiligen Lokalisation sowie die Bergung und histolo-
gische Aufarbeitung des entfernten Materials ist obligat *'!. Die Nachsorge in Form von
Kontrollkoloskopien richtet sich nach Histologie, Anzahl und Grof3e der abgetragenen
Polypen und sollte je nach Befund nach Zeitintervallen von zwei Monaten bis hin zu

41, 45 . .
> 41 Beim Nachweis ei-

den generell giiltigen Screeningintervallen (s. 1.3.1) erfolgen !
nes die Submukosa oder tiefere Darmwandanteile infiltrierenden Karzinoms ist bis auf
den endoskopisch RO-entfernten T1-LO-G1/2-Tumor (s. 1.3.3.) “® die onkologisch-

chirurgische Therapie angezeigt.

1.3.3 Praoperatives Staging und Grading

Ergebnisse der Ausbreitungsdiagnostik (engl. Staging) werden wie bei vielen soliden
Tumoren so auch bei Kolon- und Rektumkarzinomen anhand des TNM-Systems be-
schrieben . Grundsitzlich stehen hierfiir die in Tabelle 2 aufgelisteten Kriterien zur
Verfligung. Zusétzlich wird der histologische Differenzierungsgrad (engl. Grading) des

Tumors nach den Tabelle 3 zu entnehmenden Entartungsabstufungen eingeteilt.

17



Tabelle 2: Erweiterte TNM-Kriterien 47 48

Abkurzung

Beschreibung

Infiltrationstiefe
Tis

T1
T2
T3

T4

Lymphknotenbefall

NO
N1
N2

Fernmetastasierung

MO
M1

Lymphgefalbefall
LO

L1

Venenbefall

VO
V1
V2

Residualgrenzen

RO
R1
R2

intraepiteliale Neoplasie, welche die Lamina muscularis mucosae res-
pektiert

Tumor, der dieTela submucosa infiltriert

Tumor, der die Tunica muscularis infiltriert

Tumor, der die Tela subserosa oder perikolisches Gewebe ohne Peri-
toneallberzug infiltriert

Tumor, der andere Organe oder Strukturen infiltriert und / oder das Peri-
toneum viszerale perforiert

Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
Metastasen in 1 bis 3 regiondren Lymphknoten
Metastasen in 4 oder mehr regiondre Lymphknoten

Keine Fernmetastasierung
Fernmetastasierung

Kein LymphgeféaRbefall
Lymphgefalbefall

Kein Venenbefall
mikroskopisch erkennbarer Venenbefall
makroskopisch erkennbarer Venenbefall

histologisch tumorfreie Resektionsrander
Resektionsrénder histologisch nicht tumorfrei
Resektionsrdnder makroskopisch nicht tumorfrei

Tabelle 3: Einteilung des histologischen Differenzierungsgrads

[47]

Abkirzung Beschreibung

G1 gut differenziertes bdsartiges Gewebe

G2 mafig differenziertes bdsartiges Gewebe
G3 schlecht differenziertes bdsartiges Gewebe
G4 nicht differenziertes bdsartiges Gewebe

Fiir das prdoperative Staging sollten nach den aktuellen Leitlinien neben der diagnose-

stellenden Koloskopie einschlieBlich Biopsie und histopathologischer Beurteilung (Be-

stimmung von T, L, G und evtl. R) eine Sonographie des Abdomens sowie eine Ront-

genuntersuchung des Thorax in zwei Ebenen zur Detektion von Fernmetastasen (Be-

stimmung von M) herangezogen werden. Zusédtzlich werden préoperativ eine digital-
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rektale Untersuchung zur orientierenden Beurteilung der Sphinkterfunktion sowie die
serologische Bestimmung des prognostisch interessanten CEA-Wertes empfohlen *'1.
Speziell bei Rektumkarzinomen sollte aulerdem eine starre Rektoskopie zur exakten
Messung des das Operationsverfahren bestimmenden Abstands des distalen Tumorrands
von der Linea dentata sowie eine Endosonographie (sehr genaue Bestimmung von T
und N) durchgefiihrt werden . Auch die abdominelle Ausbreitungsdiagnostik mittels
CT sowie die labordiagnostische Bestimmung der LDH- und AP-Spiegel sowie der ab-
soluten Leukozytenzahl kénnen im Einzelfall niitzlich sein *'. Vor allem bei histolo-
gisch und endosonographisch als ausgedehnter beschriebenen Tumoren (T > 2, N > 0)
kommt der magnetresonanztomographischen Ausbreitungsdiagnostik eine immer grofe-

re Bedeutung zu %",

1.4 THERAPIE

1.4.1 Chirurgische Resektion

Therapie der Wahl ist bei histologisch gesicherten Karzinomen des Kolons wie auch des
Rektums die radikalchirurgische Resektion des befallenen Darmabschnitts. Das Aus-
maf} der Darmresektion wird beim Kolontumor priméir durch die Mitresektion der ver-
sorgenden Gefidlle, welche auch das zugehorige Lymphabflussgebiet definieren, be-
stimmt, sollte jedoch 10cm beidseits der Entartung nicht unterschreiten “!!. Bei Rek-
tummalignomen werden als Sicherheitsabstand nach aboral in der Regel 5Scm, fiir gut
oder méBig differenzierte Tumoren des unteren Rektumdrittels auch 2cm als ausrei-

[41.52. 331 Djeser geringere Sicherheitsabstand kommt kontinenzerhalten-

chend erachtet
den Operationstechniken zu Gute. Zusitzlich zur Entfernung des Darmteilstiicks ist bei
Karzinomen des Enddarms im oberen Rektumdrittel die partielle, bei tieferer Lokalisa-
tion die totale Entfernung des mesorektalen Fettkorpers angezeigt, welcher hier das re-

gionire Lymphabflussgebiet beinhaltet 0% >,

Obwohl Adhérenzen des Tumors an Nachbarorganen neben einem infiltrativen Tumor-
wachstum prinzipiell auch eine peritumordse Entziindungsreaktion zu Grunde liegen
kann, ist nach Moglichkeit eine En-Bloc-Resektion der betroffenen Organe durchzufiih-
ren, um eine eventuelle Tumorzelldissemination durch weiterfithrende diagnostische

MaBnahmen wie eine Biopsie zu vermeiden P%.

19



Eine intraoperative Inspektion und Palpation der Leber als dem héufigsten Lokalisation-
sort von Fernmetastasen wird generell empfohlen. Die intraoperative Lebersonographie

sollte bei unklarem prioperativem Leberbefund in Betracht gezogen werden P/,

1.4.2 Postoperatives Staging

Auch bei der postoperativen histopathologischen Beurteilung des chirurgisch entfernten
Gewebes finden zundchst die unter 1.1.3. erlduterten Kriterien des TNM-Systems An-
wendung. Anhand dieser kann dann die Zuordnung zu einem der vier von der UICC de-
finierten Tumorstadien nach dem in Tabelle 4 dargestellt System erfolgen 47 Je nach
Stadium unterscheiden sich Therapie und Prognose des kolorektalen Karzinoms.

Tabelle 4: Postoperatives Staging (7

UICC-Stadium TNM-Klassifikation
| T1 NO MO
T2 NO MO
I T3 NO MO
T4 NO MO
1 T1-4 N1 MO
N2 MO
v T1-4 NO-2 M1

1.4.3 Adjuvante Therapie des nicht-fernmetastasierten Kolonkarzinoms

Nach der generell anzustrebenden chirurgischen R0O-Resektion eines Kolonkarzinoms
dient als Grundlage fiir die Wahl des adjuvanten therapeutischen Vorgehens primér das
postoperativ bestimmte UICC-Stadium. Kontraindikationen fiir eine, je nach Stadium
eventuell indizierte adjuvante Chemotherapie, miissen hierbei selbstverstindlich be-
riicksichtigt werden. Das Patientenalter per se sollte hingegen kein Ausschlusskriterium
fiir eine tumorspezifische Nachbehandlung darstellen °*!. Eine neoadjuvante Therapie

ist beim Kolonkarzinom ohne Nachweis von Fernmetastasen nicht angezeigt.

1.4.3.1 UICC-Stadium |

Fiir radikal resezierte Kolontumoren des UICC-Stadiums I wird eine adjuvante Nachbe-

handlung nicht empfohlen ",
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1.4.3.2 UICC-Stadium Il

Im Stadium UICC II sollte nur beim Vorliegen von mindestens einem der Risikofakto-
ren T4-Klassifikation, Tumorperforation, Notfalloperation oder einer zu geringen An-
zahl an histologisch untersuchten Lymphknoten (mindestens 12) eine adjuvante Chemo-
therapie in Erwégung gezogen und mit dem Patienten erortert werden. Andere Parame-
ter wie CEA-Spiegel, G-, V- und L-Befund, Mikrosatelliten-Status, TS/p53-Expression
u.a. werden von der AWMF fiir die Indikationsstellung bis dato nicht befiirwortet. Im
Fall der Entscheidung fiir eine adjuvante Chemotherapie im UICC-Stadium II erscheint

eine Monotherapie mit Fluoropyrimidinen nach aktuellem Wissensstand adiquat [*'.

1.4.3.3 UICC-Stadium Il

Fiir Kolonkarzinompatienten mit regiondren Lymphknotenmetastasen (UICC III) ist
eine signifikante Prognoseverbesserung durch eine adjuvante Chemotherapie belegt -
%2 Hierbei werden unter Beriicksichtigung der verschiedenen Nebenwirkungsprofile bis
jetzt die besten Ergebnisse fiir das FOLFOX-Schema, eine Kombinationstherapie mit
Oxaliplatin, 5-FU und Folinsiure, beschrieben > *. Nach Moglichkeit sollte Oxali-
platin deshalb nur noch bei Unvertriaglichkeit durch Irinotecan ersetzt werden
(FOLFIRI). Eine orale Monotherapie mit Fluoropyrimidinen stellt nur beim Vorliegen
von Kontraindikationen gegen eine Kombinationstherapie eine Option dar. Grundsitz-
lich sollte die adjuvante Chemotherapie nach Mdoglichkeit innerhalb acht Wochen nach
erfolgter Tumorresektion begonnen werden. Die Nachbehandlungsdauer betrdgt in etwa

sechs Monate .

1.4.4 Neoadjuvante Therapie des nicht-fernmetastasierten Rektumkarzinoms

Wie beim Kolonkarzinom, so wird auch beim nicht-fernmetastasierten Rektumkarzi-
nom fiir die Festlegung der die chirurgische Resektion ergidnzenden Therapie das
UICC-Stadium herangezogen. Da jedoch bei Rektumtumoren der neoadjuvanten Thera-
pie ein immer hoherer Stellenwert zukommt, muss hier zunichst auf die Befunde des
prdoperativen Stagings zuriickgegriffen werden. Die Behandlung des Rektumkarzinoms
im oberen Drittel des Enddarms wird weiterhin kontrovers diskutiert. Sowohl ein ad-

juvantes Vorgehen wie beim Kolonkarzinom als auch ein neoadjuvantes Therapiere-
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gime wie bei weiter aboral gelegenen Rektumkarzinomen kommen hierfiir bis dato qua-

si gleichberechtigt zum Einsatz.

1.4.4.1 UICC-Stadium |

Bei Rektumkarzinomen im UICC-Stadium I ist vor der chirurgischen Resektion der
bosartigen Geschwulst keine neoadjuvante Therapie vorgesehen, da zumindest seit Ein-
filhrung der TME kein wesentlicher Benefit fiir ein solches perioperatives Vorgehen in

diesem Stadium mehr gezeigt werden konnte [,

1.4.4.2 UICC-Stadium Il und Il

In den hoheren UICC-Stadien II und III ist eine neoadjuvante Radio- oder Radiochemo-
therapie indiziert. Es konnte gezeigt werden, dass sich durch das neoadjuvante Vorge-
hen im Vergleich zur postoperativen Bestrahlung sowohl die Zahl der Lokalrezidive
senken als auch eine hohere Rate an sphinktererhaltenden Operationen erreichen lésst
(66691 Des Weiteren werden bei der prioperativ applizierten Radiochemotherapie selte-
ner schwere Nebenwirkungen beobachtet als bei einem adjuvanten Vorgehen. Prinzipi-
ell stehen fiir die pridoperative Strahlentherapie sowohl die Kurzzeitbestrahlung iiber
fiinf Tage als auch die neoadjuvante Radiochemotherapie mit hdufigerer, niedriger do-
sierter Bestrahlung und paralleler 5-FU-Gabe iiber etwa einen Monat zur Verfligung.
Jedoch sollte die Kurzzeitbestrahlung hochstens bei Patienten Anwendung finden, bei
denen keine Grofenreduktion des Tumors (engl. Downsizing) angestrebt werden muss,
da ein ausreichender Sicherheitsabstand zur Sphinktermuskulatur sowie der mesorekta-
len Faszie gewihrleistet ist und kein T4-klassifiziertes Karzinom vorliegt. Eine Ergén-

zung der 5-FU-Gabe durch Folinsdure bei der neoadjuvanten Therapie ist moglich. Der

Einsatz neuerer Substanzen und Kombinationen befindet sich noch in der Erprobung
[70]

1.4.5 Adjuvante Therapie des nicht-fernmetastasierten Rektumkarzinoms

Das adjuvante Vorgehen bei Rektummalignomen bildet im Regelfall die Fortsetzung
der neoadjuvanten Behandlung, kann jedoch bei Korrektur des praoperativ bestimmten
UICC-Stadiums im Rahmen der histopathologischen Beurteilung des OP-Resektats zum

Negativen auch postoperativ noch einmal komplett neu ausgerichtet werden miissen.
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1.4.5.1 Nicht neoadjuvant vorbehandeltes Rektumkarzinom

Bei nicht neoadjuvant vorbehandelten Rektumtumoren besteht im Regelfall keine Indi-
kation fiir ein adjuvantes Vorgehen. Ausnahmen bilden hierbei intraoperativ eingerisse-
ne bzw. versehentlich erdffnete Tumoren sowie makroskopisch oder mikroskopisch
nicht im Gesunden entfernte Resektate (R1- oder R2-Klassifikation). Aber auch alle
postoperativ mit einem schlechteren UICC-Stadium als I bewerteten Karzinome ohne
Vorbehandlung, sei es auf Grund eines préoperativ zu niedrig bestimmten UICC-
Stadiums (engl. Understaging), einer Notfalloperation, oder anderer Kontraindikation
gegen eine neoadjuvante Therapie, bediirfen einer addquaten Nachbehandlung. In den
genannten Fillen sollte der Operation moglichst nach vier bis sechs Wochen eine kom-
binierte Radiochemotherapie mit 5-FU z.B. nach dem NCI-Schema angeschlossen wer-

den "1,

1.4.5.2 Neoadjuvant vorbehandeltes Rektumkarzinom

Im Anschluss an die radikalchirurgische Tumorresektion sollte unabhédngig vom posto-
perativ bestimmten Tumorstadium bei neoadjuvant vorbehandelten Rektumkarzinomen
moglichst immer eine ergéinzende Chemotherapie mit 5-FU oder einer Kombination aus

5-FU und Folinséure erfolgen ',

1.4.6 Weiterflihrende Therapie fernmetastasierter Kolon- und Rektumkarzinome

Die Entscheidungsgrundlage fiir das tumortherapeutische Vorgehen bei einem fernme-
tastasierten kolorektalen Karzinom stellt die Resektabilitdt der Fernmetastasen dar.
Prinzipiell sollte eine Resektion von Leber- und Lungenmetastasen sowie seltener auf-
tretenden Hirnmetastasen angestrebt werden. Auch bei primir irresektablen Metastasen
kann eine Remissionsinduktion durch eine intensivierte systemische Chemotherapie im
neoadjuvanten Sinn unter Umstédnden die sekundédre Metastasenresektion ermoglichen.
Bei Patienten mit multiplen Metastasen, welche auch nach einer moglichen Remissions-
induktion als nicht resektabel angenommen werden miissen, sollte sich die Intensitdt der
palliativen Chemotherapie nach dem Auftreten tumorbedingter Symptome, Organkom-

plikationen oder eines schnellen Progresses richten !,
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1.4.6.1 Primar resektable Metastasen

Wihrend die aktuellen Leitlinien fiir primér RO-resektable Lungen- und Hirnmetastasen
nur eine generelle Empfehlung zur Resektion enthalten, kann fiir den haufigsten Fall der
Lebermetastasierung auf differenziertere Erkenntnisse zuriickgegriffen werden. So ldsst
sich die Prognose nach Resektion kolorektaler Lebermetastasen schon praoperativ z.B.
anhand des in Tabelle 5 dargestellten Fong-Scores abschitzen ">, Da die chirurgische
Entfernung von Metastasen nur nach Ausschluss weiterer, nicht resektabler Tumorma-
nifestationen in anderen Organen erfolgversprechend ist, wird zumindest fiir Patienten
mit einem prognostisch ungiinstigen Fong-Score > 2 zusétzlich zu den generell empfoh-
lenen Staging-Untersuchungen der préoperative Ausschluss eventuell noch unentdeck-
ter Metastasen mittels PET-CT gefordert. Neuere Risikoscores, wie z.B. von Lee et al.
vorgeschlagen, weisen im Gegensatz zum Fong-Score hiufig die Breite des tumorfreien
Resektionsrandes in der Leber als wichtigen prognostischen Faktor aus, wohingegen
den Parametern ,,Metastasengrofe und ,.krankheitsfreies Intervall” keine zentrale Be-

deutung zugemessen wird ",

Tabelle 5: Fong-Score mit Uberlebensraten 172l

prognostisch ungtinstige Kriterien 5-Jahres-Uberlebensrate
nodal positiver Prim&rtumor Score 0: 57%
krankheitsfreies Intervall < 12 Monate Score 1: 57%
Metastasengréfie > 5cm Score 2: 47%
Metastasenanzahl > 1 Score 3: 16%
CEA préaoperativ > 200ng/dl Score 4: 8%
Score 5: 0%

Postoperativ sollte trotz limitierter Datenlage zur adjuvanten Chemotherapie in dieser
Patientensubgruppe eine solche Nachbehandlung mittels Ubertragung der Erkenntnisse
fur Patienten im UICC-Stadium III in Erwdgung gezogen werden. Eine neoadjuvante

Therapie scheint nur in begriindeten Ausnahmefillen angebracht .

1.4.6.2 Potentiell resektable Metastasen

Bei primér irresektablen Leber- und / oder Lungenmetastasen ist zunédchst die Frage der
potentiellen Resektabilitdt nach Remissionsinduktion durch eine neoadjuvate Therapie

zu kléren. Ist diese gegeben, sollte eine systemische Chemotherapie mit der jeweils ef-
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fektivsten verfiigbaren Kombinationstherapie begonnen werden. Erwdhnung finden
hierzu in den aktuellen Leitlinien Publikationen zum FOLFOXIRI-Schema " sowie
der Kombination des FOLFIRI-Schemas mit dem EGFR-Antikérper Cetuximab . Die
regelméBige Evaluation einer moglichen Remissionsinduktion mit resultierender sekun-
darer Resektabilitét ergidnzt das neoadjuvate Prozedere. Die Hepatotoxizitét der genann-
ten Protokolle sollte bei der Therapieplanung besondere Beachtung finden. Lokoregio-
ndre Verfahren wie die Lasertherapie, die Radiofrequenzablation, die SIRT oder HAI
sollten bis dato nicht oder nur im Rahmen kontrollierter Studien zur Anwendung kom-

men.

1.4.6.3 Palliative Therapie

Indikationen fiir eine Intensivierung der palliativen Therapie im Sinne einer moglichst
effektiven Kombinationschemotherapie konnen tumorbedingte Symptome, Organkom-
plikationen oder ein schnelles Fortschreiten der Erkrankung sein. In diesen Fillen kann
auch in der Palliativsituation ein interventionelles Vorgehen angezeigt sein. Ansonsten
wird als priméres Therapieziel bei Patienten mit nicht mehr resektablen Metastasen eine
Verldngerung des progressionsfreien Uberlebens sowie des Gesamtiiberlebens bei guter
Lebensqualitit angestrebt. Auch hierbei werden jedoch inzwischen weniger intensive
Kombinationstherapien den sequentiellen Monotherapien meist vorgezogen. Ein wech-
selnder Einsatz moglichst aller zur Verfiigung stehenden aktiven Substanzen im Lauf

einer solchen Therapie wird empfohlen 7.

1.5 NACHSORGE

Nach der kurativen Therapie eines kolorektalen Karzinoms wird fiir die folgenden 5
Jahre das Risiko an einem Lokalrezidiv, Fernmetastasen oder einem metachronen
Zweittumor zu erkranken mit 3 - 24%, 25% und 1,5 - 10% angegeben. Zentrales Ziel
regelmafiger Nachsorgeuntersuchungen sollte es sein, Rezidive so frithzeitig zu entde-
cken, dass eine operative Reintervention mit kurativem Ansatz moglich ist. Es sei je-
doch erwidhnt, dass nach aktueller Datenlage zumindest die Verbesserung des Langzeit-

iiberlebens durch die heute verfiigbaren Nachsorgeverfahren als gering einzustufen ist
[78]
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Fiir Patienten mit einem RO-resezierten kolorektalen Karzinom im Stadium UICC I
wird von der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften e.V. keine regelmdfige Nachsorge fiir notwendig erachtet. Abweichungen
hiervon konnen bei individuellen Risikofaktoren wie intraoperativer Tumorerdffnung
oder histologischer Beurteilung mit V1/2, L1, G3/4 oder T2 angebracht sein. Die emp-
fohlene programmierte Untersuchungsabfolge fiir Patienten mit kurativ behandelten
Darmkrebserkrankungen im Stadium UICC II und III ist in Tabelle 6 dargestellt. Zu-
sdtzlich wird fiir Patienten mit einem Rektumkarzinom drei Monate nach Abschluss der
tumorspezifischen Therapie eine CT-Untersuchung als Ausgangsbefund angeregt. Ein
Konsens tiber die Integrierung von Rontgenaufnahmen des Thorax in die Nachsorge-

empfehlungen konnte von der Expertenkommission bis dato nicht erzielt werden.

Tabelle 6: Programmierte Untersuchungen im Rahmen der Nachsorge ]

Untersuchung Jahre

iz 1 1% 2 3 4 5

Anamnese,
kérperliche Untersuchung,

CEA-Bestimmung, X X X X X X X
Abdomensonographie

Koloskopie (x)* X

Sigmoidoskopie (x X X X)**

* nur wenn praoperativ keine vollstédndige Koloskopie erfolgt ist
** nur bei Rektumkarzinom ohne (neo)adjuvante RCT
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2 AUFGABENSTELLUNG

2.1 STAND DER FORSCHUNG

2.1.1 Das Problem der Fernmetastasierung beim kolorektalen Karzinom

Unter der Annahme, dass bei der weitaus iiberwiegenden Zahl von Darmkrebserkran-
kungen nicht der Primértumor, sondern vielmehr die Fernmetastasierung den die Thera-
pie verkomplizierenden und letztendlich die Uberlebenszeit limitierenden Faktor dar-
stellt, fallen bei Betrachtung der nach UICC-Stadien aufgetrennten Uberlebensraten die
unbefriedigenden Werte fiir Patienten in Stadium II und III ins Auge. Obwohl in dieser
Patientensubgruppe bei den Staginguntersuchungen vor radikaler chirurgischer Entfer-
nung des Primértumors per definitionem keine Fernmetastasen dargestellt werden konn-
ten, muss auf Grund der deutlich reduzierten Uberlebenszeit eine schon prioperativ

vorgelegene Mikrometastasierung bei einem Teil der Patienten vermutet werden.

Tabelle 7: 5-Jahres-Uberlebensraten nach UICC-Stadium "% 8%

Stadium Definition 5-Jahres-Uberlebensrate
uiCC | keine Metastasen 86 — 96%
uicC Il keine Metastasen 70 - 87%
UICC Il regiondre Lymphknotenmetastasen 41 - 52%
uiCC IV Fernmetastasen 3 -40%

Dies ist insofern von grofler Bedeutung, als die Entscheidung fiir oder gegen eine gera-
de diese Metastasierung bekdmpfende adjuvante Chemotherapie bis dato nahezu aus-
schlieBlich nach UICC-Stadium getroffen wird (s. 1.4.3. und 1.4.4.). Da wiederum eine
generelle Applikation einer adjuvanten Therapie beim kolorektalen Karzinom aufgrund
der nur geringen Verbesserung des Langzeitiiberlebens (etwa 2-6% im UICC-Stadium
1T B 82)) pej gleichzeitig massiven Nebenwirkungen wie z.B. der peripheren Neuropa-
thie in etwa 12% der Fille [*Y nicht adéiquat erscheint, wiire eine noch exaktere Identifi-
kation der Patienten mit hohem Metastasierungsrisiko unabhiangig von der Gréfle des

Primértumors als Entscheidungsgrundlage fiir eine zytostatische Nachbehandlung wiin-

schenswert.
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2.1.2 Das Antigen Sialyl LeX

Auf den Zelloberflichen maligner Tumoren ldsst sich nicht selten eine Uberexprimie-
rung verdnderter Blutgruppenantigene beobachten, welche schon verschiedentlich mit
einer ungiinstigen Prognose der Erkrankungen in Verbindung gebracht wurden ** **,
Im Zusammenhang mit dem kolorektalen Karzinom stellt insbesondere die Struktur Sia-
lyl LeX ein interessantes Untersuchungsobjekt dar, da neben klinisch-pathologischer
Korrelationsstudien (s. 2.1.2.2.) auch die inzwischen beschriebene physiologische Be-

deutung des Epitops (s. 2.1.2.1.) eine prognostische Bedeutung vermuten lisst.

2.1.2.1 Aufbau und physiologische Funktion

Bei dem Antigen Sialyl LeX handelt es sich um ein terminales Tetrasaccharid ver-
schiedener Membranglykoproteine und -lipide, welches im gesunden Gewebe vor allem
auf epithelialen und lymphatischen Zellen exprimiert wird. In Tabelle 8 ist Sialyl LeX
strukturell dhnlichen terminalen Kohlenhydratresten hohen Bekanntheitsgrades gegen-
tibergestellt.

Tabelle 8: Beispiele fiir terminale Kohlenhydratreste bei Membranglykoproteinen und —lipiden [85]

Bezeichnung Strukturformel

Blutgruppenantigen A - Galaktose -«2- Fucose -a3- N-Acetylgalaktosamin
Blutgruppenantigen Lewis" - Galaktose -w- Fucose -gs- Galaktose

Lewis™ - Galaktose -a3- Fucose -p4- Galaktose

Sialyl Lewis® - Galaktose -a3- Fucose -ps- Galaktose -a3- N-Acetylneuraminsdure

Sialylierte (d.h. mit dem Sialinsdurederivat N-Acetylneuraminsidure konjugierte) Oli-
gosaccharide wie Sialyl LeX oder Sialyl LeA stellen physiologische Liganden fiir die
Zelladhdsionsmolekiile P-, E- und L-Selektin dar. Wéhrend L-Selektin auf Leukozyten
exprimiert wird und dort eine Verstarkerfunktion bei Immunreaktionen einnimmt, spie-
len P- und E-Selektin eine wichtige Rolle bei der Extravasion von Leukozyten aus dem
Blutkreislauf in geschéddigtes Gewebe. P- und E-Selektine werden hierbei erst nach Ak-
tivierung der Endothelzellen durch Zytokine auf der Endotheloberfliche exprimiert
(sog. chemoattraction), woraufhin die im Blutstrom zirkulierenden Leukozyten durch
voriibergehende, schwache Bindungen zwischen ihren sialylierten Glykoproteinen und
den endothelialen Selektinen entlang der GefiBwand abgebremst und schlieBlich zum

Stehen gebracht werden (sog. rolling adhesion). Wihrend dieses Rollings erfolgt aul3er-
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dem eine Aktivierung der Leukozyten iiber Zytokine, was zu einer Festigung der Leu-

kozyten-Endothel-Bindung iiber Integrine (sog. tight adhesion) und letztendlich zu einer
Auswanderung der Leukozyten aus dem Gefi3 (sog. transmigration) fiihrt *°!.
Nachgewiesen werden konnte das Epitop Sialyl LeX in der beschrieben Funktion so-

woh!l auf Granulozyten und Monozyten **" als auch auf aktivierten B- und Thl-

Lymphozyten, nicht aber auf Th2-Zellen ! oder ruhenden B- und Th1-Zellen ©'-*2.

chemoattraction rolling adhesion

‘O

- Zytokine

Endothel

GefaBlumen

Endothel

° Makrophag

o0
Zytokine °

Abbildung 2: Adhésion und Extravasion von Leukozyten

Da die Extravasion von Tumorzellen aus dem Blutkreislauf in parenchymattses Gewe-
be fiir den hdmatogenen Metastasierungsweg einen entscheidenden Schritt darstellt,
liegt die Vermutung einer prognostischen Bedeutung der Sialyl LeX-Expression bei

hidmatogen metastasierenden Karzinomen nahe.

2.1.2.2 Bedeutung fiir das kolorektale Karzinom

Fukushi et al. beschrieben 1984 erstmals das Vorkommen von Sialyl LeX auf Zellen
kolorektaler Adenokarzinome, wohingegen das Antigen auf gesunder Dickdarm-
schleimhaut nicht nachzuweisen war . Die Hypothese einer erhohten Metastasie-
rungstendenz Sialyl LeX-exprimierender Darmtumoren verdffentlichten Hoff et al. be-

[94]

reits 1989 auf der Grundlage klinisch-pathologischer Korrelationen ", wihrend zu die-
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sem Zeitpunkt die physiologische Funktion des Tetrasaccharids noch gar nicht als ge-
klart betrachtet werden konnte. In der Zwischenzeit wurden von verschiedenen For-
schungsgruppen Arbeiten zur prognostischen Bedeutung von Sialyl LeX fiir das kolo-

#2971 wobei in den friihen Studien, wohl auf Grund ei-

rektale Karzinom veréffentlicht |
ner geringeren Sensitivitdt der dabei verwendeten Antikoérper FH6 bzw. CSLEX, deut-
lich kleinere Anteile Sialyl LeX exprimierender Tumoren beschrieben wurden als mit
dem Antikorper AM-3. Mit Letzterem konnten mittels ELISA sogar geringste Mengen
an Sialyl LeX auch auf gesunder Darmschleimhaut nachgewiesen werden, zu wenig je-
doch fiir eine immunhistochemische Darstellung **!. In einer weiterfiihrenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass auf der physiologischen Kolonmukosa fast ausschlieBlich
eine O-acetylierte, nicht durch die bekannten Antikorper detektierbare, Variante von
Sialyl LeX anzutreffen ist. Erst wihrend der epithelialen Entartung im Sinne der Ade-
nom-Karzinom-Sequenz findet eine Verschiebung hin zur biologisch aktiven N-

acetylierten Form statt ).

2.2 FRAGESTELLUNG

Ziel der hier vorliegenden Studie war es, eine Korrelation zwischen der Sialyl LeX-
Expression kolorektaler Karzinome und dem Langzeitiiberleben sowie dem rezidiv-
freien Uberleben der Patienten mittels immunhistochemischer Verfahren an einem gut
nachgesorgten Patientengut zu iiberpriifen. Dabei musste fiir die Auswertung der im-
munhistochemisch dargestellten Sialyl LeX-Expression ein moglichst zuverldssiger
Score im Sinne einer Rationalskala entwickelt werden. Die statistische Verkniipfung der
ermittelten Expressionswerte mit den recherchierten Uberlebenszeiten sowie die kriti-

sche Interpretation dieser Ergebnisse stellen die Antwort auf die Fragestellung dar.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PATIENTENGUT UND HISTOPATHOLOGISCHES MATERIAL

Von den 516 Patienten, welche sich im Zeitraum zwischen dem 01. Januar 2000 und
dem 31. Dezember 2004 in der Chirurgischen Klinik der Universitdt Rostock der pri-
miren chirurgischen Resektion eines kolorektalen Karzinoms unterzogen, wurde je-
weils eine umfassende Erhebung pri-, intra- und postoperativer Daten sowie eine Nach-
sorgeerfassung durchgefiihrt. Hierbei wurden sowohl die primér kurativ behandelten,
als auch die im Rahmen eines palliativen Therapieansatzes lokal radikal operierten Pati-

enten mit einbezogen.

Fiir die immunhistochemische Darstellung der Sialyl LeX-Exprimierung wurde auf die
in Paraffin eingebetteten und archivierten OP-Prdparate im Institut fiir Pathologie der
Universitdt Rostock zuriickgegriffen. Auf Grund von Knappheit an Tumormaterial bei
den kleineren Karzinomen mit UICC-Stadium I oder II wurde die Untersuchungsgruppe
auf die 278 Patienten mit Tumoren im Stadium III und IV reduziert, wobei letztendlich
wegen verschiedener Ursachen nur fiir 215 Patienten ein geeigneter Block identifiziert

werden konnte.

Die Anfertigung mikroskopierbarer Schnitte von den Paraffinblocken erfolgte im histo-
logischen Labor des Instituts fiir Experimentelle Chirurgie. Die eigentliche immunhis-
tochemische Farbung wiederum wurde am Neurodegeneration Research Laboratory der

Klinik fiir Neurologie durchgefiihrt.

3.2 DATENERFASSUNG

Fiir die Erfassung der perioperativen Daten wurde sowohl auf die archivierten klassi-
schen Patientenakten als auch auf das digitale Krankenhausinformationssystem der
Universitétsklinik zuriickgegriffen. Die hierbei ermittelten Daten wurden zundchst in
einem speziell entwickelten Fragebogen festgehalten und spiter in eine SPSS®-
Datenbank zur weiteren Auswertung {libertragen. Die erfassten Datensédtze konnen grob
in die sechs Teilbereiche allgemeine Patientendaten, praoperative Befunde, Angaben
zur Operation, postoperativer Verlauf, histopathologischer Befund sowie Angaben zur
geplanten Nachsorge gegliedert werden (s. Abbildung 3).

31



Erhebungsbogen fiir Kolon-Rektum-Chirurgie
P O Tumermasker Marker priogerativ postoperatiy Einheit
Vi Lmjml CEA
Name teLupnel sppsg o
Vomame C 1Tl md g a1) P
. © Tumerstaging vor acoadjuvanter Behanduny
Geschlecht m{ w@ Lo g e § e .
L 1ol 0T« ©OTI OT2 OT3 OT4 ONx ON- ON+ OCT OFadosona OMRT
Geburisdatum |1 ! EED| © neasdjuvanie Behandiong (O Chemotherapic O Bestrahlung)
Anschrit © durch die Diagnostik als lokal inapera bl cingestull: O vor Behandlung
‘ I O nach ncoadj Behandlung
|
o jverikulitis _Stadinm nach Hansen'Stock: 00 01 Olla__Olb_Ollc O
Telefon / Gewicht: kg Operation [ 1] Lol o o10]
Grdfe: cm
Hausarzt — Operateur ] O Zufallshefund
Name ASA: Operationsart O keine Resektion 0 Stoma Onein  Ofa
T O protektives Neostoma
Vomame e zechis (0w} O iges St .
O Transversumrescicion O Fouch —
3 m w( links (O erw.) O Anastomos Onein Oja
O Sigmaresektion O Hand
Anschrift O Hastmann O Smpler (GrdBe )
TR © sublotale Kolekiomic O Ethicon
 Kolckzomic O Autosuture
©abd. per. Rektumexstirpation 0 anderc -
Telefon / O tiefe ant. Rektumreschtion
© ant. Rektumsescktion
Diagnase - lokale Exzision
0c o OCED OD tis 0 Segmentrescktion )
O andere: [ —
S — Komplette Lymphadenckiomie Oja Onein
T™E Oja  Omein
T OTx OT0 OTI OT2 OTF OT4 Ousbekannt Laparoskogische Operation Oja  Onein  Konversion 0ja Onein
N ONx OND ONI ON2 Ounbekannt; | | | LK untersucht, | | | mit Metastasen Lokal radikal Ojs  Onem  Ounsicher
M OMs OMD OMI OLeber OLlunge O andere Lokalisation -~ Kurative Opestion Oja  Oncin O ussicher
L OLx olo oLl Perioperative Tumorinzision Oja  Onein
V. OVx OV 0Vl ov: O klcinsier Abstand zur zifkumferentiellen Abiragungs- Rekiale Perforation Oje  Onein
Radikalitis OR0 ORI OR2 chene: ___mm Rescktion weiteree Organe Oja  Onein weanjawelche
Differenzicrung Oger.  Omitiel Ohoch Intraopesative Cystostomic Oja  Onein
Adenokarzinom  Oja Onein Oandere _ _ Intraopesatives Ultraschall Oje  Oncin (Befund? )
UICCSmdim 01 O O OV Ounbeksnt Rekialer Washout (Braunobspillung)— Oja Onein
vei L OHNPCC O APC-Mustion O Drainagen Oja  Onein
Anamnese Litie
Swblverinderungen Oja Tlews O Blutverlust Gabe von Bluprodukten O ja Onein
Diarrhoe 0ja Gewichisabnghme oa ) Sl | - Swp | | :
Obstipation 0ja inkg_ oder___ % Operationszeit Lisi . sepli:1]
Sehicim 0la Symplomdauer in Movaien ___ Sigmadivertikulitis
Blut 0la Hinchey 010U om0
Schmerzea Oja
Faniliére Haufung Oja  Onein K (i von 30 Tagen)
O Eliern O Kinder O Gieselrwister 0 Grofichern Komglkationen © acin O
5 . Kardiovaskulic O acin O Infarkt OTVT OLAE  Danderc_ _
;r:‘", w""m‘ D":_,E:"““ff“ﬁ Infekiion O ncin O Sepsis OFneumonic  OHWI O andere_ -
sistenz eritoniis ! ! ‘ - —
O Colonoskopic:  Tumorhihe in _cm sb ano; Ausdchoung_cm; % der Zirkumferenz Chirurgisch O'eain g““"‘“m'" O Nachblunng g“hmﬁ .
0O Zwcibefund O ncin O ja 0 Palyp, O Karzinom, O Divertikel); 0 nicht passicrbar Anestar .
ORektskopie:  Tumorhdbein _om ab ano; Ausdehmung _ cm; % der Zirkumferenz gi‘:ﬂ‘”"“““km“ gm‘:ﬂ_"mr Dermparalysc
OKM-Einlauf.  Tumorhohein _cm sb ano; Ausdchnung _em; _ % der Zirkumferenz Revision 0 acin . .
O Zweibefund O nein © ja (0 Polyp, O Karzinom, O Divertikel); €} nicht passicrbar Ug-nm'“‘"-l | TiM]| ML I3 a1 3]
Tt TO TI T2 T3 OTA Nz NO NI N2 Me MO Ml Andere K. 0 acin 0
0 Endosonographic (i) 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0
ocrt 0 0 0 0 00O 0 0 0 0 0 0 O
OMERT O 06 0 0 00 0 0 0 0 0 06 o Naehsorge geplant durch
© Ronigen Taorax o o o Geotantes Vorgehen  Obcine Ther
as . o o o eplantes Vorgehen cine Therapic
OOREELR — O palliativ (0 Chemo 0 Radiatio}
Osdjuvant (O Chemo O Radictin)
Erfasst van

Abbildung 3: Erfassungsbogen zur Dokumentation der perioperativen Daten

Die Nachsorgedaten konnten bei den im Raum Rostock die adjuvante Weiterbehand-
lung tibernehmenden Onkologen mittels direkter Einblicknahme in deren Praxis- bzw.
Klinikunterlagen erhoben werden. Sobald bei einem Patient nach Leitlinienempfehlung
keine Notwendigkeit zu einer adjuvanten Nachbehandlung bestand oder der weiterbe-
handelnde Onkologe zunichst unbekannt war, wurde der jeweilige Hausarzt zur Erfas-
sung der Nachsorgedaten schriftlich kontaktiert. In einem weiteren Schritt wurden nach-
traglich ermittelte sowie einige, nicht in der ndheren Umgebung praktizierende Onkolo-
gen angeschrieben. Wenn in Einzelféllen auch auf diesem Wege keine vollstindige Da-
tenerhebung moglich war, konnten die Datensédtze durch Abfrage des Tumorregisters
sowie der Totenscheinstelle, in Sonderfillen auch durch telefonische Kontaktaufnahme
mit dem Patienten oder dessen Angehorigen komplettiert werden. Die protokollierten
Daten umfassen detaillierte Angaben zu adjuvantem Therapieschema und -zeitraum, zu
eventuell im Rahmen der Therapie aufgetretenen Komplikationen, zu Therapieerfolgen
oder aber einem Krankheitsprogress (Lokal- oder Fernrezidiv), zu Komplettierung bzw.

Abbruch der Therapie sowie zum Ergebnis der letzten bekannten Nachsorgeuntersu-
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chung oder aber einem eventuell eingetretenen Todesfall. Bei Letzterem wurde neben
der Erfassung des Todesdatums eine Differenzierung zwischen tumorbedingten Sterbe-
fillen bei Rezidiv bzw. Progress und nicht mit der Tumorerkrankung in Verbindung zu
bringenden Féllen vorgenommen. Sémtliche hierbei ermittelten Daten wurden im An-

schluss den Datensitzen der SPSS®-Datenbank angefiigt.

3.3 MATERIALBESCHAFFUNG UND -AUFBEREITUNG

Anhand des jeweiligen histopathologischen Befundes wurde zu jedem Patienten die ent-
sprechende histologische Fallnummer ermittelt. Da jedoch zu vielen der Darmkrebsfille
auf Grund umfangreicher intraoperativer Materialentnahme mehrere Paraffinblocke
existieren, musste mittels der zu jedem Block verfligbaren H.-E.-Schnitte zunéchst eine
Identifizierung des am besten fiir die Farbung geeigneten Priparates am Lichtmikroskop
durchgefiihrt werden. Daraufhin konnte der entsprechende Block dem Archiv entnom-

men werden.

Fiir die Schnittanfertigung stand ein halbautomatisches Rotationsmikrotom der Firma
Leica®” mit Wasserbad zur Verfiigung. Zu jedem Fall wurden 3 Schnitte 4 4um von dem
zuvor identifizierten Block angefertigt und jeweils auf einen Polysine® beschichteten
Objekttrager tibertragen. Nach kurzer Gliattung und Zentrierung der Schnitte auf dem
Objekttrager mittels Warmwasserbad wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei 60°C im

Wirmeschrank erhitzt und somit in ihrer Position auf dem Objekttréger fixiert.

3.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG

3.4.1 Grundlegende Methodik

Die immunhistochemische Farbung erfolgte nach der so genannten ,,indirekten Metho-
de* mit einem modernen Polymer-System. Hierbei bindet zundchst ein spezifischer
Primérantikorper an das darzustellende Epitop, worauthin in einem zweiten Schritt ein
mit dem Enzym Peroxidase beladener Sekundirantikérper an den ersten gekoppelt wird.
Um eine moglichst groBe Menge an Enzym auf dem Sekundirantikérper unterbringen
zu konnen, ist dieser mit einem Polymer wie z.B. Dextrane bestiickt. Der im letzten

Schritt zusammen mit Wasserstoffperoxid hinzugefiigte, zunédchst farblose Farbstoff
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DAB fiihrt schlussendlich nur dort zu einer spezifischen Anfirbung des Priparats, wo er
durch Protonen, welche durch Peroxidase aus dem Wasserstoffperoxid freigesetzt wer-
den, oxidiert wird. Damit es hierbei nicht zu einer unspezifischen Hintergrundfarbung
durch im zu untersuchenden Gewebe vorhandene endogene Peroxidase kommt, sollte
diese zu Beginn des Firbeprozesses mittels einer Peroxidase-blockierenden Substanz

moglichst vollstandig deaktiviert werden.

braunes Endprodukt

T

Sekundarantikorper

mit Polymer
und Peroxidase *

*

Priméarantikorper

Abbildung 4: Schematische Darstellung der indirekten immunhistochemischen Farbung

Vor der eigentlichen Farbung stehen die Entparaffinierung der Préparate mittels organi-
schen Losungsmitteln wie Xylol und anschlieBender absteigender Alkoholreihe sowie
die sogenannte Antigendemaskierung, mit der verlorengegangene Immunreaktivitit von
formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe teilweise wiederhergestellt
werden kann. Durch die Fixierung entstandene Quervernetzungen zwischen Proteinen
werden hierbei durch enzymatische Prozesse in begrenztem Umfang wieder geldst, so

dass urspriingliche Bindungsstellen wieder zur Verfiigung stehen.

3.4.2 Verwendete Substanzen und Gerate

Als Primérantikorper gegen Sialyl LeX wurde ein monoklonales Maus-IgM der Firma

Kamiya Biomedical Company” eingesetzt. Da die endgiiltige Firbung von jeweils ei-
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nem Schnitt pro Patient automatisiert mit dem Leica Bond Max® fully integrated IHC
System erfolgte, wurde sowohl fiir die Entparaffinierung und Antigendemaskierung als
auch fiir das Féarbesystem bestehend aus Peroxidaseblock, Sekundirantikorper, Farbsub-
strat und Hamatoxylin fiir die Gegenfirbung auf die entsprechenden Bond®-Kits der
Firma Leica® / A. Menarini® zuriickgegriffen. Nach abschlieBender Dehydrierung der
Priiparate mittels aufsteigender Alkoholreihe iibernahm der Leica® Robotic Coverslip-

per die Eindeckung mit Deckgléschen.

Tabelle 9: Fiir die immunhistochemische Farbung verwendete Substanzen

Funktion Substanz

Entparaffinierung Bond® Dewax Solution Best.-Nr. AR9222
Alkohol 96% (Laborbestand)

Antigendemaskierung Bond® Antigen Retrieval Solution Best.-Nr. AR9640

Prim&rantikorper Kamiya® Anti-Sialy LeX mAb KM93 Best.-Nr. MC-014

Sekundarantikdérper, Polymer, Bond® Polymer Refine Kit Best.-Nr. DS9800

DAB Refine und Hamatoxylin

Dehydrierung Alkohol 70%, Alkohol 96%, Xylol (Laborbestand)

Eindeckung Medite® Pertex® Best.-Nr. PER 30000
Medite® Deckglaser Best.-Nr. 46-7160-00

Waschschritte Bond® Wash Solution Best.-Nr. AR9590
destilliertes Wasser (Laborbestand)

3.4.3 Positivkontrolle des Priméarantikorpers

Die Positivkontrolle des Primérantikorpers erfolgte mittels fluoreszenzbasierter Durch-
flusszytometrie an der Sialyl LeX-positiven HROC24-Zelllinie der Forschungsgruppe
,Molekulare Onkologie und Immuntherapie* am biomedizinischen Forschungszentrum
der Universitdt Rostock. Zur Markierung der an Sialyl LeX gebundenen Priméarantikor-
per wurde das Goat-anti-mouse Ig-FITC der Firma Dako® (Best.-Nr. F0479) eingesetzt,
welches bei einer Anregungswellenldnge von 488nm durch den Argonlaser des
FACSCalibur® der Firma BD Biosciences® Licht mit einer Wellenlinge von 519nm
emittiert. In Abbildung 4 ist in der ersten Grafikzeile das Messergebnis einer Negativ-
kontrolle mit HROC24-Zellen sowie Fluoreszenz-markiertem Sekundérantikorper, je-
doch ohne den Primérantikorper gegen Sialyl LeX dargestellt. In den Diagrammen der

zweiten Zeile ldsst sich die Emissionszunahme nach Zugabe des zu testenden Priméran-
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tikorpers unschwer erkennen, was fiir eine erfolgte Bindung des spezifischen Antikor-

pers spricht.
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Abbildung 5: Ergebnis der Positivkontrolle des Primarantikérpers mittels fluoreszenzbasierter Durch-

flusszytometrie

3.4.4 Protokoll der immunhistochemischen Farbung

In Tabelle 10 und 11 ist der programmierte Ablauf der immunhistochemischen Féarbung

einschlieBlich der initialen Entparaffinierung und Antigendemaskierung sowie der ab-

schlieBenden Dehydrierung in tabellarischer Form dargestellt.
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Tabelle 10: Protokoll der initialen Entparaffinierung und Antigendemaskierung

Substanz

Reaktionszeit (wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur)

Entparaffinierung
Dewax Solution
Dewax Solution

Alkohol 96%
Wash Solution

Antigendemaskierung
Antigen Retrieval Solution

Antigen Retrieval Solution
Wash Solution

30s bei 72°C
2x 1min

3x 1min
3x waschen (zuletzt fir 5min)

20min bei 100°C

1x 12min
3x waschen (zuletzt fur 3min)

Tabelle 11: Protokoll der immunhistochemischen Farbung einschlieRlich abschlieRender Dehydrierung

Substanz

Reaktionszeit (bei Raumtemperatur)

Farbung

Peroxidase Block
Wash Solution

Primé&rantikorper
1:120 mit PBS verdlnnt

Wash Solution

Sekundarantikérper
Wash Solution

Polymer
Wash Solution
destilliertes Wasser

Mixed DAB Refine
destilliertes Wasser

Hamatoxylin
destilliertes Wasser

Dehydrierung
Alkohol 70%
Alkohol 96%
Xylol

5min
3x waschen

30min

3x waschen

8min
3x 2min waschen

8min
2x 2min waschen
1x waschen

20min
3x waschen

5min
3x waschen

1x 1min
2x 1min
2x 1min

37



3.5 HISTOLOGISCHES SCORING

Fiir die Gradeinteilung der Sialyl LeX-Expression jedes einzelnen Préparates wurden
zundchst 100 beliebig entnommene Préparate lichtmikroskopisch jeweils mit aufstei-
gender VergroBerung gesichtet, um typische Farbemuster zu charakterisieren und kate-
gorisieren, mittels derer im Folgenden ein mehrstufiger Score entwickelt werden konn-
te. Anhand dieses Férbescores wurden die 215 Prdparate von zwei unabhidngigen Be-
trachtern beurteilt. Bei abweichender Beurteilung wurde das jeweilige Préparat im Dia-
log neu beurteilt. Das endgiiltige Scoring der immunhistochemisch dargestellten Sialyl

LeX-Expression wurde in die SPSS®-Datenbank iibernommen.

3.6 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die erhobenen Datensédtze wurden unter Zuhilfenahme der statistischen Routinen des
Programms SPSS® 15.0 analysiert. Fiir die Darstellung grundlegender Zusammenhinge
wurden die Werte in Kreuztabellen abgebildet und anhand des Pearson Chi-Quadrat
Tests bzw. des Fisher Exakt Tests auf ihre Signifikanz getestet '°". Fiir die Korrelie-
rung der Sialyl LeX-Expression mit den Nachsorgedaten fanden zundchst Kaplan-
Meier-Kurven, aufgetrennt nach den Stufen des Férbescores, Verwendung. Um die
Score-Grenze (engl. Cutoff) zu ermitteln, welche am besten zwischen einer Gruppe mit
einem hoheren und einer mit niedrigerem Risiko an einem tumorbedingten Tod zu ster-
ben differenziert, wurde zunéchst fiir jeden Patienten das martingale Residuum be-
stimmt, welches der Differenz aus dem erfassten Status (am Leben bzw. am Tumor ver-
storben) und dem mittels des Cox-Regressionsmodells berechneten kumulativen Risiko
des Patienten zum Ende des Beobachtungszeitraums entspricht. Die ermittelten Werte
wurden tiber den Farbescore aufgetragen und mittels der LOESS-Methode als Funktion
des Scores dargestellt. Am Schnittpunkt der Funktion mit der Nulllinie konnte daraufhin

[101-105] * 11y Weiteren wurden 5-Jahres-

der optimale Cutoff abgelesen werden
Uberlebensraten und rezidivfreie Zeiten fiir die so entstandenen zwei Gruppen an Hand
von Kaplan-Meier-Kurven verglichen. Fiir die Uberpriifung signifikanter Zusammen-
hinge zwischen den Kaplan-Meier-Kurven stand der log-rank Test zur Verfiigung. Ge-

nerell wurden Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant betrachtet [,
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4 ERGEBNISSE

4.1 PATIENTENGUT

4.1.1 Patienten- und Tumorcharakteristika

Von den 516 primir erfassten Patienten konnten hauptsédchlich auf Grund von Knapp-
heit an Tumormaterial letzten Endes 215 Patienten in die Auswertungen mit einbezogen
werden. Bei diesen handelt es sich, wie unter 3.1. erldutert, ausschlielich um Patienten
mit Tumoren der UICC-Stadien III und IV. In den Tabellen 12 und 13 sind die Patien-
ten- und Tumorcharakteristika der untersuchten Gruppe denen der Gesamtpatientenzahl
gegeniibergestellt. Parameter, bei denen signifikante Abweichungen der Untersu-
chungsgruppe vom Gesamtpatientengut auftraten, sind neben der bereits erwidhnten Sta-
dienverteilung ein grofBerer Anteil an Notfalleingriffen (12,1% vs. 8,7%, p = 0,026) so-
wie an Patienten mit einem ASA-Score tiber 11 (52,1% vs. 45,5%, p = 0,012) im einbe-
zogenen Patientengut. Weiterhin zeigte sich bei den untersuchten Patienten ein etwas
hoherer Prozentsatz an Vorerkrankten (84,1% vs. 79,8%, p = 0,045). Jedoch lassen sich
hierbei keine signifikanten Héaufigkeitsunterschiede fiir eine bestimmte Erkrankung

ausmachen.

4.1.2 Operationsarten und postoperative Komplikationen

Bei Betrachtung der durchgefiihrten Operationsarten zeigt sich, dass bei den untersuch-
ten Patienten die Zahl der Linkshemikolektomien (12,0% vs. 19,0%, p = 0,005) und der
Rektumexstirpationen (15,1% vs. 23,2%, p = 0,049) weniger stark dominiert als im Ge-
samtpatientengut (s. Tabelle 14). In Bezug auf die postoperativen Komplikationen so-
wie die postoperative Mortalitédt lassen sich keine signifikanten Abweichungen fiir die

Untersuchungsgruppe ermitteln (s. Tabelle 15).

39



Tabelle 12: Patientencharakteristika

untersuchte

Patienten n (%)

alle erfassten

Patienten n (%)

Patienten insgesamt 215 (100) 516 (100)
Alter (Jahre) 67,39 67,66
Geschlecht (f: m) 1:1,26 1:1,18
weiblich 95 (44,2) 237 (45,9)
mannlich 120 (55,8) 279 (54,1)
Dringlichkeit der Operation
Notfalleingriff * 26 (12,1) 45 (8,7)
elektiver Eingriff 189 (87,9) 471 (91,3)
Risikoabschéatzung
ASA I-II * 103 (47,9) 281 (54,5)
ASA llI-IV * 112 (52,1) 235 (45,5)
BMI < 25 71 (46,1) 164 (43,9)
BMI = 25 83 (53,9) 210 (56,1)
Vorerkrankungen * 181 (84,1) 412 (79,8)
pulmonal 26 (12,1) 65 (12,6)
kardiovaskular 63 (29,3) 159 (30,8)
renal 12 (5,6) 35 (6,8)
Diabetes mellitus 49 (22,8) 109 (21,1)
arterielle Hypertonie 114 (53,0) 247 (47,9)
andere 123 (57,2) 272 (52,7)
*p<0,05

Tabelle 13: Tumorcharakteristika

untersuchte alle erfassten

Patienten n (%)

Patienten n (%)

Patienten insgesamt
Tumorstaging
UiCC | *
uiCC Il *
uicc i =
UICC IV *
Tumorlokalisation im Colon
rechtes Hemikolon
Colon transversum
linkes Hemikolon
Colon sigmoideum
Tumorlokalisation im Rektum

215

113
102
142
62
18

56
73

(100)

(0,0)
(0,0)

516

129
109
148
130
331
130

41

25
135
185

(100)

(25,0)
(21,1)
(28,7)
(25,2)
(64,1)
(39,3)
(12,4)
(7,6)

(40,8)
(35,9)

*p <0,05
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Tabelle 14: Operationsarten

untersuchte alle erfassten
Patienten n (%) Patienten n (%)
Patienten insgesamt 215 (100) 516 (100)
Kolonkarzinom 142 (66,0) 331 (64,1)
(erweiterte) Rechtshemikolektomie 60 (42,3) 130 (39,3)
Transversumresektion 7 (4,9) 16 (4,8)
(erweiterte) Linkshemikolektomie * 17 (12,0) 63 (19,0)
(Rekto-) Sigmoidresektion 34 (23,9) 78 (23,6)
Hartmann 9 (6,3) 15 (4,5)
andere Operationsarten 15 (10,6) 29 (8,8)
Rektumkarzinom 73 (34,0) 185 (35,9)
Rektosigmoidresektion 9 (12,3) 15 (8,1)
(tiefe) anteriore Resektion 46 (63,0) 114 (61,6)
Hartmann 5 (6,8) 11 (5,9)
Rektumexstirpation * 11 (15,1) 43 (23,2)
intersphinktare Resektion 0 (0,0 2 (2,7)
*p <0,05
Tabelle 15: postoperative Komplikationen und Mortalitat
untersuchte alle erfassten
Patienten n (%) Patienten n (%)
Patienten insgesamt 215 (100) 516 (100)
30-Tage-Komplikationen 90 (41,9) 211 (40,9)
chirurgische Komplikationen 59 (27.,4) 147 (28,5)
Anastomoseninsuffizienz 16 (7,4) 38 (7,4)
postoperative Blutung 5 (2,3) 9 (1,7)
intraabdomineller Abszess 10 (4,7) 15 (2,9)
Wundinfekt 17 (7,9) 39 (7,6)
lleus 6 (2,8) 11 (2,1)
andere 15 (7,0) 47 (9,1)
nicht-chirurgische Komplikationen 42 (19,5) 101 (19,6)
Pneumonie 18 (8,4) 33 (6,4)
kardiale Komplikationen 9 (4,2) 20 (3,9)
Thrombose incl. Lungenembolie 2 (0,9) 5 (1,0)
andere 21 (9,8) 65 (12,6)
30-Tage-Mortalitat 6 (2,8) 13 (2,5)
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4.1.3 Adjuvante und palliative Therapie

Unter den Patienten mit einer Tumorlokalisation im Rektum liegt der Anteil der neoad-
juvant vorbehandelten deutlich unter dem im Gesamtpatientengut (9,6% vs. 30,3%, p <
0,001). Hingegen besteht fiir die Raten der adjuvant nachbehandelten Patienten im
UICC-Stadium III bzw. palliativ nachbehandelten im Stadium IV kein wesentlicher

Unterschied zwischen erfassten und untersuchten Patienten (s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Adjuvante und palliative (Radio-) Chemotherapie

untersuchte alle erfassten
Patienten n (%) Patienten n (%)
Patienten insgesamt 215 (100) 516 (100)
Rektumkarzinom 73 (34,0) 185 (35,9)
neoadj. Radiochemotherapie * 7 (9,6) 56 (30,3)
Kolon- und Rektumkarzinom UICC Il 113 (52,6) 148 (28,7)
adjuvante (R)CT 89 (78,8) 116 (78,4)
Kolon- und Rektumkarzinom UICC IV 102 (47,4) 130 (25,2)
palliative (R)CT 62 (60,8) 83 (63,8)
*p<0,05
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4.2 FARBEMUSTER UND FARBESCORE

Der fiir die lichtmikroskopische Auswertung der immunhistochemisch sichtbar gemach-
ten Sialyl LeX-Expression in diese Arbeit vollkommen neu entwickelte Féarbescore dif-
ferenziert zwischen den fiinf auf den folgenden Seiten genauer charakterisierten Férbe-

mustern. Tabelle 17 gibt einen Uberblick.

Tabelle 17: Ubersicht ber den 5-stufigen Farbescore

Score | Kurzbeschreibung des Farbemusters Beschreigfggilﬂﬁ::;
0 keine positiv gefarbten Zellen 4.21.
1 vereinzelte positiv gefarbte Zellen 4.2.2.
2 einzelne positiv gefarbte Zellen + kraftig angefarbter Schleim 4.2.3.
3 »schrotschussartig” verteilte positiv gefarbte Zellen 4.2.4.
4 komplette Anfarbung nahezu aller Tumorzellen 424,

4.2.1 Keine positiv gefarbten Zellen (Score 0)

Bei einem Teil der Préparate kam es auf Grund fehlender Sialyl LeX-Expression des
Tumors zu keiner Bindung des Primédrantikopers und damit letztendlich zu keiner Mar-
kierung von Zellen. Eine diskrete Anférbung von extrazelluldarem Schleim in den Kryp-
ten, welche auch in tumorfreien Abschnitten der Darmschleimhaut immer wieder beo-
bachtet werden konnte, wurde hierbei neben der im Vorangegangenen beschriebenen

Positivkontrolle des Primérantikorpers als weitere Bestitigung fiir einen dennoch kor-

rekt abgelaufenen Féarbeprozess genutzt.
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Abbildung 6: Exemplarischer Ausschnitt aus einem Score-0-Praparat (100-fache VergréRerung)
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4.2.2 Vereinzelte positiv gefarbte Zellen (Score 1)

Proben, bei denen einzelne Zellen sowie kleinere Zellverbande durch die Farbung als

Sialyl LeX-positiv demaskiert wurden, lieen sich als charakteristisches Bild von den

anderen Farbemustern abgrenzen.

-, N Tk .‘ Sl 5 o S SRS
Abbildung 7: Exemplarischer Ausschnitt aus einem Score-1-Préparat (100-fache Vergréfierung)

4.2.3 Einzelne positiv gefarbte Zellen + kréftig angefarbter Schleim (Score 2)

Tumoren mit Anfiarbung einzelner Zellen, jedoch zusitzlich deutlich ausgepréagter Mar-
kierung des extrazelluliren Schleims in Krypten und Einschmelzungen des Tumors,

wurden Score 2 zugeordnet.

e = ORI GIAE

R, a = L%

Abbildung 8: Exemplarischer Ausschnitt aus einem Score-2-Praparat (100-fache Vergréerung)
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4.2.4 ,Schrotschussartig” verteilte positiv geférbte Zellen (Score 3)

Im Gegensatz zu Score 1 und 2 wies ein nicht unerheblicher Teil der Tumoren ein typi-
sches Muster mit Anfiarbung vieler einzelner, jedoch relativ homogen iiber den Gewe-

beschnitt verteilter, positiver Zellen auf.

Abbildung 9: Exemplarischer Ausschnitt aus einem Score-3-Praparat (100-fache VergréRerung)

4.2.5 Komplette Anfarbung nahezu aller Tumorzellen (Score 4)

Die ausgedehnteste Sialyl LeX-Expression wurde in Priparaten angenommen, in denen

ein weitaus liberwiegender Teil der Tumorzellen immunhistochemisch markiert wurde.

e bt sas o > r\ L

Abbildung 10: Exemplarischer Ausschnitt aus einem Score-4-Praparat (100-fache VergréRerung)
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4.2.6 Haufigkeitsverteilung der Farbemuster

Die im Vorangegangenen vorgestellten Farbemuster konnten im untersuchten Patien-
tengut mit unterschiedlicher Haufigkeit beobachtet werden (s. Diagramm 2). Eine nega-
tive sowie sehr schwache Sialyl LeX-Expression trat dabei insgesamt deutlich seltener
auf als eine méBige bis starke. Bei {iber einem Drittel der Tumoren demaskierte sich ne-

ben einzelnen positiven Zellen viel positiver extrazelluldrer Schleim.

40

Hiufigkeit (%)

Sialyl LeX-Farbescore

Diagramm 2: Haufigkeitsverteilung der Farbemuster
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4.3 ETABLIERTE PROGNOSTISCHE FAKTOREN
4.3.1 UICC-Stadium

Das fiir die Planung einer adjuvanten Therapie und die prognostische Einschitzung der
Tumorerkrankung etablierte UICC-Stadium zeigt auch in dem hier untersuchten Patien-

tengut einen signifikanten Einfluss auf das tumorbezogene 5-Jahres-Uberleben (s. Dia-

gramm 3).

pad | = ~uiccm
Y b= = —uIcC IV

S -3

60 Y

Uberlebende (%)
=

40 "

201 s

p < 0,001

Zeit nach Operation (Jahre)

Diagramm 3: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten aufgeteilt nach dem UICC-Stadium

4.3.2 Tumorinfiltrationstiefe , T“

Ebenso ergeben sich bei getrennter Betrachtung der in das UICC-Stadium mit einflie-
Benden Tumorinfiltrationstiefe ,,T* signifikant voneinander abweichende Uberlebens-

kurven (s. Diagramm 4).
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Diagramm 4: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten aufgeteilt nach der Tumorinvasionstiefe "T"

(Fur eine bessere Ubersichtlichkeit ist die im vorliegenden Patientengut selten aufgetretene
Invasionstiefe T2 hellgrau dargestellt.)

4.3.3 Lymphknotenbefall ,N*

Auch der maligne Befall regiondrer Lymphknoten, welcher mittels des ,,N“-Kriteriums
beschrieben wird, zeigt einen signifikanten Zusammenhang mit dem tumorbezogenen 5-

Jahres-Uberleben der in dieser Arbeit analysierten Patienten (s. Diagramm 5).
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Diagramm 5: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten aufgeteilt nach dem Lymphknotenbefall "N"
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4.3.4 Histologischer Differenzierungsgrad ,,G*

Ferner ist auch fiir den histologischen Differenzierungsgrad ,,G* ein signifikanter Ein-

fluss auf das tumorbezogene Uberleben zu konstatieren (s. Diagramm 6).

100, P
A iz
L X
s | ke
!
| LLLL\
g j-‘—\ b ¥
g 60 \\ o
c ﬂ\_,_\
o 1 S
) 1 S|
g Ay B
S 40 | =
20
p=0,014
0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Zeit nach Operation (Jahre)

Diagramm 6: Tumorbezogene 5-Jahres-UberIepensraten aufgeteilt nach dem histologischen Differenzie-
rungsgrad "G" (Fur eine bessere Ubersichtlichkeit ist der im vorliegenden Patientengut sel-
ten aufgetretene Differenzierungsgrad G3 hellgrau dargestellt.)
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4.4 SIALYL LEX-EXPRESSION ALS PROGNOSTISCHER FAKTOR

4.4.1 Uberlebensraten aufgeteilt nach dem fiinfstufigen Farbescore

Schon bei Betrachtung der generellen Uberlebensraten in Abhéngigkeit von der fiinfstu-
fig differenzierten Sialyl LeX-Expression deutet sich eine Divergenz zwischen den
Kurven fiir einen Score zwischen 0 und 2 und denen fiir die hoheren Scores an (s. Dia-

gramm 7).

100
1\_,4‘ Score 0
1 Score 1
1 A RTh —I1Score 2
[-LlL I—. I~1Score 3
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] H &
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S 1 —
£ o |
2 407 L | ; L
——— L ()
i
20
0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Zeit nach Operation (Jahre)
Diagramm 7: 5-Jahres-Uberlebensraten aufgeteilt nach dem 5-stufigen Farbescore

(Fur eine bessere Ubersichtlichkeit sind die im vorliegenden Patientengut selten zugeteilten
Scores 0 und 1 hellgrau dargestellt.)

Etwas deutlicher wird diese Aufteilung bei der Abbildung der tumorabhingigen Uber-
lebensraten in Abhéngigkeit vom Férbescore (s. Diagramm 8). Auch hier zeigen Scores

zwischen 0 und 2 tendentiell eine bessere Uberlebensrate als die héheren Score-Werte.
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Diagramm 8: Tumorbezogene 5-.:Jahres-UberIebensraten aufgeteilt nach dem 5-stufigen Farbescore
(Fur eine bessere Ubersichtlichkeit sind die im vorliegenden Patientengut selten zugeteilten
Scores 0 und 1 hellgrau dargestellt.)

4.4.2 Berechnung des Cutoff-Wertes

Anhand der in Diagramm 9 iiber den 5-stufigen Féarbescore aufgetragenen martingalen
Residuen ldsst sich deutlich erkennen, dass Patienten mit einem Firbescore zwischen 0
und 2 ein im Durchschnitt besseres Outcome aufwiesen als nach Berechnung des kumu-
lativen Risikos zu erwarten wire, wohingegen es sich fiir Patienten mit einem Score
zwischen 3 und 4 umgekehrt verhilt. Der optimale Cutoff liegt somit im Bereich des

Schnittpunktes des Graphen mit der Nulllinie zwischen Score 2 und 3.
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martingale Residuen
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Sialyl LeX-Farbescore

Diagramm 9: Martingale Residuen als Funktion des 5-stufigen Farbescores

4.4.3 Uberlebensraten aufgeteilt nach starker und schwacher Expression

Nach Teilung des gesamten Patientenguts bei dem berechneten Cutoff zwischen 2 und 3
erhilt man eine Gruppe mit schwacher (n = 113) sowie eine mit starker Sialyl LeX-
Expression (n = 102). Die Darstellung der tumorbezogenen 5-Jahres-Uberlebensraten

fiir beide Gruppen zeigt einen Unterschied mit deutlicher Signifikanz (s. Diagramm 10).

10010
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Zeit nach Operation (Jahre)

Diagramm 10: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten aufgeteilt nach starker und schwacher Sialyl
LeX-Expression
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Bei getrennter Betrachtung der Patienten mit einem primédr nicht-fernmetastasierten
(UICC III) oder aber bei Erstdiagnose schon fernmetastasierten (UICC IV) Tumor lésst
sich sowohl fiir das UICC-Stadium III (s. Diagramm 11) als auch fiir Stadium IV (s. Di-
agramm 12) eine signifikante Abweichung der Uberlebensraten von Patienten mit stark

bzw. schwach Sialyl LeX exprimierenden Tumoren feststellen.
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20+

p=0,033
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0 1 2 3 4 5

Zeit nach Operation (Jahre)

Diagramm 11: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten im UICC-Stadium Ill aufgeteilt nach starker
und schwacher Sialyl LeX-Expression
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Diagramm 12: Tumorbezogene 5-Jahres-Uberlebensraten im UICC-Stadium IV aufgeteilt nach starker
und schwacher Sialyl LeX-Expression
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4.4.4 Rezidivfreiheit

Fiir die rezidivfreie Zeit lieBen sich im Gegensatz zu den zuvor dargestellten Uberle-
benszeiten weder bei nach dem Score aufgetrennter Betrachtung (s. Diagramm 13) noch

nach der Zusammenfassung zu zwei Gruppen (s. Diagramm 14) signifikante Unter-

schiede ermitteln.
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Diagramm 13: Rezidivfreie Zeit aufgeteilt nach dem 5-stufigen Farbescore
(nur RO-resezierte Patienten)
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Diagramm 14: Rezidivfreie Zeit aufgeteilt nach starker und schwacher Sialyl LeX-Expression
(nur RO-resezierte Patienten)
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4.4.5 Abhangigkeiten der Sialyl LeX-Expression

Um eventuelle Abhingigkeiten der Sialyl LeX-Expression von bekannten klinischen

oder histopathologischen Parametern zu untersuchen wurden diese in Kreuztabellen mit

den Férberesultaten korreliert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 aufgetragen. Hierbei

konnte fiir keines der betrachteten Kriterien ein signifikanter Zusammenhang mit der

Sialyl LeX-Expression ermittelt werden. Bei der in Diagramm 15 veranschaulichten

Haufigkeitsverteilung starker und schwacher Farbungen in Abhingigkeit vom UICC-

Stadium kann zwar eine diskrete Verhéltnisumkehr bei steigendem UICC-Stadium er-

kannt werden, jedoch ohne statistische Signifikanz.

Tabelle 18: Klinische und histopathologische Kriterien in Abh&ngigkeit von der Sialyl LeX-Expression

Patienten mit schwach
Sialyl LeX exprimieren-
den Tumoren n (%)

Patienten mit stark
Sialyl LeX exprimieren-
den Tumoren n (%)

Patienten

Alter (Jahre)
Geschlecht (f: m)
weiblich

mannlich
Invasionstiefe

T

T2

T3

T4
Lymphknotenmetastasen
NO

N1

N2
Fernmetastasen
MO

M1
Differenzierungsgrad
G1

G2

G3
Darmabschnitt
Kolon

Rektum

113 (52,6)
67,24
1:1,57
44 (38,9)
69 (61,1)

2 (1,8)
13 (11,5)
54 (47,8)
44 (38,9)

10 (8,8)
61 (54,0)
42 (37,2)

64 (56,6)
49 (43,4)

18 (15,9)
79 (69,9)
16 (14,2)

70 (61,9)
43 (38,1)

102 (47,4)
67,64
1:1
51 (50,0)
51 (50,0)

0 (0,0)
6 (5,9)
42 (41,2)
54 (52,9)

9 (8,8)
39 (38,2)
54 (52,9)

49 (48,0)
53 (52,0)

26 (25,5)
70 (68,6)
6 (5,9)

72 (70,6)
30 (29,4)
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Diagramm 15: Haufigkeit starker und schwacher Farberesultate in Abhangigkeit vom UICC-Stadium
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5 DISKUSSION

Beim kolorektalen Karzinom handelt es sich um den hiufigsten malignen Tumor sowie
die zweithiufigste Ursache fiir den Krebstod in Deutschland '), In den allermeisten Fil-
len stellt aber nicht der Primartumor, sondern vielmehr die Fernmetastasierung den das
Langzeitiiberleben limitierenden Faktor bei dieser Erkrankung dar. Nach obligater radi-
kal-chirurgischer Entfernung des Primirtumors wird deshalb versucht, mit Hilfe der von
der UICC definierten Kriterien die Notwendigkeit einer adjuvanten Chemo- bzw. Radi-
ochemotherapie einzuschétzen. Auf Grund der bis heute jedoch nicht zufriedenstellen-
den Behandlungsergebnisse stellt die Untersuchung neuer Marker fiir eine optimierte
Therapieplanung neben der Suche nach génzlich neuen Therapieoptionen einen wichti-
gen Forschungsbereich dar. Das erst bei zunehmender Entartung auf den Zellwinden
kolorektaler Tumoren auftretende Glykoproteinepitop Sialyl LeX ist hierbei sowohl
wegen seiner physiologischen Funktion als auch wegen der schon in anderen Arbeiten
vorbeschriebenen klinisch-pathologischen Korrelationen ein vielversprechender Indika-

tor flr die Aggressivitit der Erkrankung.

Bei der hier vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Teilanalyse von 215 Patienten,
welchen am Universitédtsklinikum Rostock zwischen 2000 und 2004 ein kolorektales
Karzinom radikal-chirurgisch entfernt wurde. Fiir die retrospektiv erhobenen Datensétze
zum perioperativen Verlauf sowie der Nachsorge wurde eine umfangreiche Datenbank
angelegt. Als histologisches Material dienten die in Paraffin eingebetteten Resektatblo-
cke aus dem pathologischen Institut der Universitdt Rostock. Die Materialaufbereitung
sowie die immunhistochemische Darstellung des Glykoproteinepitops Sialyl LeX er-
folgten in Kooperation mit dem Neurodegeneration Research Laboratory sowie dem
Institut fiir Experimentelle Chirurgie des Universititsklinikums. Fiir eine weitere Aus-
wertbarkeit der sich unterschiedlich ausgepragt demarkierenden Sialyl LeX-Expression
wurde zunidchst ein lichtmikroskopisch bestimmbarer Score entwickelt, anhand dessen
die Beurteilung der einzelnen Priparate erfolgen konnte. Die hiermit gewonnene nume-
rische Beschreibung des Expressionsgrads konnte im Anschluss mit den recherchierten
generellen Uberlebenszeiten, tumorbezogenen Uberlebenszeiten sowie rezidivfreien

Zeiten statistisch korreliert werden.
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Die Rekrutierung einer moglichst grolen Patientenzahl {iber einen begrenzten Zeitraum
stellt haufig die Grundvoraussetzung fiir die Ermittlung aussagekréftiger Ergebnisse
dar. Gerade bei einer retrospektiven Untersuchung, welche auf archiviertes Material zu
jedem einzelnen Patienten angewiesen ist, sind die Moglichkeiten in diesem Punkt je-
doch oft unbeeinflussbar limitiert. Mit 215 Patienten diirfte es sich bei der hier vorlie-
genden Arbeit um die bis dato umfangreichste zur prognostischen Bedeutung von Sialyl
LeX beim kolorektalen Karzinom handeln. Moglich wurde dies vor allem durch das
sorgfiltig gepflegte Archiv des pathologischen Instituts der Universitdt Rostock. Eine
Kehrseite der Attraktivitdt dieser wertvollen wissenschaftlichen Préparate folgt aus de-
ren intensiver Nutzung im Rahmen verschiedener Forschungsprojekte. Hierdurch stand
von den Tumoren der UICC-Stadien I und II nicht mehr durchgéngig ausreichend Mate-
rial zur Verfiigung, weshalb die Arbeit von vornherein auf die Patienten in den UICC-

Stadien III und IV beschrinkt wurde.

Ein weiteres wichtiges Qualititskriterium stellt ein moglichst liickenloser Nachsorgeda-
tensatz dar. Da das Universitédtsklinikum Rostock zwar {iber hochspezialisierte Fachab-
teilungen verfiigt, gleichzeitig aber auch die hospitale Grundversorgung der Region
mafgeblich bestimmt, verblieb ein Grofiteil der Patienten auch fiir die komplette weite-
re Nachsorge hier in Betreuung, wodurch ein direkter Zugrift auf die follow-up-Daten
moglich war. Bei der Ergidnzung der Angaben zu den verbleibenden Patienten konnte
von einer auBBerordentlich guten Kooperation mit den niedergelassenen Onkologen und
Hausirzten profitiert werden. Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit von etwa 34
Monaten in der vorliegenden Untersuchung ist unter Beriicksichtigung der teilweise
deutlich kiirzeren Uberlebenszeiten von Patienten mit fortgeschrittenen Tumorleiden
gut fiir die iibliche Betrachtung von 5-Jahres-Uberlebensraten bzw. der 5-Jahres-

Rezidivfreiheit geeignet.

Ein generelles Problem birgt jedoch der im Rahmen der Nachsorge nur ungenau evalu-
ierbare Zeitpunkt des Auftretens von Rezidiven. Im Gegensatz zum exakt bekannten
Zeitpunkt des Todes bzw. Tumortodes kann fiir das Rezidiv verstdndlicherweise nur
noch das Datum der Diagnose, nicht aber das des Auftretens festgestellt werden. Da
dieser Zeitangabe jedoch vom frithen Befund bei einer Kontrolluntersuchung bis hin zur

Diagnose im Rahmen spéit auftretender Komplikationen unterschiedlichste Stadien der
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Rezidiventwicklung zu Grunde liegen konnen, muss eine grofle Ungenauigkeit von ei-

nigen Monaten durchaus angenommen werden.

Die immunhistochemische Darstellung mit nachfolgender lichtmikroskopischer Aus-
wertung stellte unter verschiedenen Gesichtspunkten die hier favorisierte Methodik fiir
die Quantifizierung der Sialyl LeX-Expression an dem in Paraffin archivierten Tumor-
material dar. Ein entscheidender Vorteil gegeniiber Verfahren wie dem Western blot
liegt in der durch die morphologische Zuordenbarkeit der angeférbten Strukturen mog-
lichen sicheren Differenzierung zwischen einer membranstéindigen sowie einer extrazel-
luldren Expression des Glykoproteinepitops. Des Weiteren wird Sialyl LeX bei der im-
munhistochemischen Anfirbung direkt als im Verdacht fiir die Metastasierung verant-
wortlich zu sein stehende Struktur detektiert, wohingegen bei Verfahren wie der PCR
auf mRNA von an der Synthese des Kohlenhydratepitops beteiligter Enzyme zuriickge-
griffen werden miisste. Da aber gerade bei Zuckermolekiilen diese der Synthese zu
Grunde liegenden Beziehungen ein hohe Komplexitit und Variabilitdt aufweisen, muss
eine Bestimmung der Sialyl LeX-Expression mittels PCR als zu inkonsistent angesehen
werden. Nicht zuletzt handelt es sich bei der immunhistochemischen Anfirbung aber
auch um ein relativ kostenglinstiges und bis auf die lichtmikroskopische Auswertung
vollstdndig automatisierbares Verfahren, wodurch auch die Untersuchung groéBerer Pa-
tientenkollektive mit vertretbarem Aufwand moglich ist. Eine serologische Messung

106, 107]

zirkulierender Sialyl LeX-positiver Zellen mittels Immunoassay | oder Diinn-

[108

schichtchromatographie "' schied schon alleine auf Grund des nicht zur Verfiigung

stehenden Untersuchungsmaterials als Option aus.

Um den Férbeprozess als Grundlage fiir die lichtmikroskopische Quantifizierung der
immunhistochemisch dargestellten Sialyl LeX-Expression bei allen Praparaten so iden-
tisch wie moglich durchzufiihren, wurde auf ein vollautomatisiertes Farbesystem zu-
riickgegriffen. Hierdurch sind zumindest inkonstistente Farberesultate durch technische
Féarbefehler wie schwankende Einwirkzeiten, Temperaturen oder Pipettierfehler prak-

tisch ausgeschlossen.

Das wahrscheinlich grofte Problem bei der Bewertung der Sialyl LeX-Expression mit-
tels immunhistochemischer Verfahren stellt die Mitanfirbung von extrazelluldrem

Schleim in den Préparaten dar. Zwar wird die Glykoproteingruppe der Muzine, bei wel-
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cher das Epitop Sialyl LeX anzutreffen ist, grundsitzlich noch einmal in transmemb-
randse, also zellwandstdandige und verschleimende, vorwiegend extrazelluldr vorliegen-
de Muzine unterteilt, jedoch scheint die zunehmende Expression von Sialyl LeX bei der
Entartung kolorektaler Karzinome nicht auf eine dieser Untergruppen beschrinkt ™.
Da aber die extrazelluldr verschleimenden Muzine nicht wie die transmembrandsen im
Verdacht stehen, malignen Tumorzellen zur Extravasion aus dem Blutkreislauf und da-
mit zur Metastasierung zu verhelfen, ist eine Unterscheidung zwischen positiv gefiarbten
Zellen und extrazelluldirem Schleim notwendig. Dies kann sich gerade bei stark ver-
schleimenden Tumoren durchaus kompliziert gestalten, was jedoch in keiner der bisher
verdffentlichten Arbeiten ausdriicklich Erwdhnung findet > '%! Weiterhin erschien
eine mehrstufige Bewertung der Féarbeintensitét einzelner Zellen, wie von Grabowski et
al. vorgeschlagen ), trotz automatisierter Durchfiihrung der Firbung bei fortbestehen-
der Abhingigkeit der Resultate von verschiedenen Prdparateigenschaften mehr als
schwierig. Aus diesem Grund erfolgte die Auswertung bei der vorliegenden Arbeit mit-
tels eines neu entwickelten und vereinfachten Scores, welcher zwischen fiinf gut nach-
vollziehbaren, wiederkehrenden Férbemustern unterscheidet. Um Fehlzuordnungen
durch groBere Mengen angefirbten Schleims gerade in Pridparaten mit geringerer
membranstindiger Sialyl LeX-Expression noch effektiver zu verhindern, wurden zu-
ndchst die zwei Score-Stufen ,,Vereinzelte positiv gefarbte Zellen mit -*“ bzw. ,,- ohne
kréftig angeférbten Schleim™ (Score 2 und 3) definiert. Eine weitere Reduzierung des
Scores auf vier Stufen durch Zusammenlegung von Score 2 und 3 scheint auch bei Be-
trachtung der Uberlebenszeiten grundsitzlich moglich. Die niedrige Zuordnungsrate
von Score 2 im zur Verfiigung stehenden Material macht jedoch eine vorherige Uber-
priifung an einem homogeneren Patientengut mit mutmaflich resultierender homogene-

rer Score-Verteilung wiinschenswert.

Die Gegeniiberstellung der Patienten- und Tumorcharakteristika von untersuchtem und
gesamtem Patientengut zeigt signifikante Abweichungen bei den Vorerkrankungen so-
wie dem Anteil an Notfalloperationen. Letzteres ldsst sich leicht durch die ausschlie3-
lich weiter fortgeschrittenen Tumoren in der Untersuchungsgruppe erkldren, wodurch
eine gewisse Kumulation von Patienten, welche aufgrund von Tumorkomplikationen
unter Notfallbedingungen operiert werden mussten, in dieser Gruppe nicht verwunder-

lich ist. Der etwas hohere Prozentsatz an vorerkrankten Patienten unter den in die Arbeit
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mit einbezogenen ist bei differenzierter Betrachtung keiner speziellen Krankheitsgruppe
zuzuschreiben. Auch ein erhohtes durchschnittliches Lebensalter der untersuchten Pati-

enten als potentielle Ursache hierfiir bestétigte sich nicht.

Bei der Betrachtung der durchgefiihrten Operationsarten féllt ein geringerer Anteil an
Linkshemikolektomien und Rektumexstirpationen bei den untersuchten Patienten auf.
Die niedrigere Zahl an Linkshemikolektomien kann zum Teil auf die etwas geringere
Rate an Tumoren des Colon descendens in der Untersuchungsgruppe zuriickgefiihrt
werden, welche isoliert betrachtet jedoch keine Signifikanz gezeigt hatte. Ansonsten
lasst sich keine Verschiebung zu Gunsten einer speziellen Operationsart ausmachen.
Die Darstellung der postoperativen Komplikationen ergab keine signifikanten Abwei-

chungen der Untersuchungsgruppe.

Ergidnzende adjuvante und palliative Therapien wurden bei den in die Arbeit miteinbe-
zogenen Patienten ebenso hdufig durchgefithrt wie im Gesamtpatientengut. Neoad-
juvant behandelte Patienten finden sich hingegen in der Untersuchungsgruppe deutlich

seltener, da hier oft kein archiviertes Tumormaterial mehr zur Verfiigung stand.

Fiir die etablierten histologischen Prognosefaktoren der UICC-Klassifikation ,,T* und
,»N“ sowie den histologischen Differenzierungsgrad ,,G* zeigten sich im untersuchten
Patientengut weitestgehend hochsignifikante Zusammenhédnge mit dem Langzeitiiberle-
ben. Nur fiir die bei den durchweg hoheren Tumorstadien selten auftretenden Klassifi-
kationen ,,T1, ,, T2, ,NO*“ sowie ,,G3* lieBen sich auf Grund der kleinen Fallzahlen

keine aussagekriftigen Zusammenhénge darstellen.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Kaplan-Meier-Kurven fiir die nur selten
zugeteilten Scores 0 und 1 auf Grund der hieraus resultierenden groben Spriinge nur
eingeschréinkt beurteilbar sind, 14sst sich schon bei der scoreabhidngigen Darstellung des
generellen sowie des tumorabhingigen Uberlebens eine gewisse Divergenz zwischen
den Uberlebensraten fiir einen Score zwischen 0 und 2 sowie den héheren Scores 3 und
4 erkennen. Die mittels Bestimmung martingaler Residuen durchgefiihrte Berechnung
der Scoregrenze, welche optimal zwischen einer Gruppe mit hoherem und einer mit
niedrigerem Risiko an einem tumorbedingten Tod zu sterben differenziert, bestétigt den

101-103

Cutoff zwischen 2 und 3 | ] Hierdurch werden eine Gruppe mit schwacher (Score 0

- 2) und eine mit starker (Score 3 - 4) Sialyl LeX-Expression definiert, welche sich auf
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Grund ihrer anndhernd gleichen Fallzahl (113 vs. 102) sehr gut fiir weitere vergleichen-

de Analysen eignen.

Bei der Gegeniiberstellung der tumorbezogenen 5-Jahres-Uberlebensraten beider Grup-
pen (44,2% vs. 31,7%) zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,004). Somit konn-
te der von Grabowski et al. ””) bzw. auch in den ilteren Arbeiten von Nakamori ! und
Nakagoe ' vorbeschriebene Zusammenhang zwischen dem Grad der Sialyl LeX-
Expression und der Langzeitprognose beim kolorektalen Kazinom anhand des neuen,
leicht nachvollziehbaren histologischen Firbescores und mittels eines kommerziell er-
héltlichen Primédrantikorpers belegt werden. Auch die getrennte Betrachtung der Sialyl
LeX-abhingigen Uberlebensraten fiir die einzelnen UICC-Stadien ergibt sowohl fiir das
Stadium III als auch fiir das Stadium IV eine signifikante Abhéngigkeit des Langzeit-
tiberlebens von der Expressionsintensitét (p = 0,033 bzw. p = 0,044). Die in der Verof-

fentlichung von Grabowski et al. 7!

mittels einer relativ geringen Patientenzahl (die
kleinste Subgruppe zéhlte hier 18 Patienten) aufgestellte Hypothese, die Sialyl LeX-
Expression habe im UICC-Stadium IV auf Grund der bereits erfolgten Fernmetastasie-
rung keine Auswirkung mehr auf den Verlauf der Krankheit, muss hiermit in Frage ge-
stellt werden. Dass das Metastasierungspotential eines Tumors schon ab dem Vorliegen
einer solitdren Metastase, welche fiir die Klassifikation UICC IV vollkommen ausrei-
chend ist, keinen Einfluss mehr auf das Langzeitiiberleben haben soll, ist auch unter
dem Gesichtspunkt fraglich, dass hdufig erst multiple Metastasierungen beim weiteren

Fortschreiten der Krankheit zum medizinisch nicht mehr beherrschbaren Problem wer-

den.

Fiir das rezidivfreie Uberleben der Patienten konnte hingegen, mutmaBlich wegen der
im Vorangegangenen erlduterten Einschrankungen bei einer retrospektiven Datenerhe-
bung, kein statistisch relevanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen gefunden
werden. Hierbei sei erwihnt, dass in den methodisch dhnlichen Arbeiten von Grabowski

7 oder Nakamori !

, moglicherweise auf Grund der gleichen Problematik, ganz auf
Auswertungen beziiglich der Rezidivfreiheit verzichtet wurde. Jedoch darf bei einer sich
graphisch bereits andeutenden Divergenz der Kaplan-Meier-Kurven fiir das rezidivfreie
Uberleben in Abhingigkeit von der Sialyl LeX-Expression durchaus ein bei lingerer

Nachbeobachtung noch signifikant werdender Unterschied vermutet werden.
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Bei der Untersuchung von Abhédngigkeiten zwischen der Sialyl LeX-Expression und
klinischen sowie histopathologischen Parametern, die iiblicherweise bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom Verwendung finden, konnten keine signifikanten Zusammen-
hiange ermittelt werden. Diese Erkenntnis deckt sich weitestgehend mit den Ergebnissen
der bereits erwihnten Publikationen °®7). Einzig fiir das UICC-Stadium wurde in ande-
ren Arbeiten eine signifikante Abhéngigkeit von der Sialyl LeX-Expression beschrie-
ben, welche sich im hier analysierten Patientengut zumindest im Rahmen der unfreiwil-

ligen Beschriankung auf die UICC-Stadien III und IV nicht nachweisen lieB3.

Zusammengefasst konnte der negative Effekt einer starken Sialyl LeX-Expression kolo-
rektaler Karzinome auf das Langzeitiiberleben der Patienten in der hier vorliegenden,
bis dato groBiten Untersuchung zu dieser Fragestellung, bestdtigt werden. Gleichzeitig
konnten mit der Entwicklung eines einfach anzuwendenden 5-stufigen Féarbescores fiir
die Bewertung der immunhistochemisch dargestellten Sialyl LeX-Expression und dem
Einsatz eines kommerziell erhiltlichen Primérantikdrpers wichtige Voraussetzungen fiir
die Anwendung bei hohen Fallzahlen geschaffen werden. Jedoch mussten auch Ein-
schrankungen auf Grund des retrospektiven Charakters der Arbeit in Kauf genommen
werden. Eine routineméfBige Mitbestimmung der Sialyl LeX-Expression im Rahmen der
histopathologischen Untersuchung kolorektaler Tumoren ist dennoch schon heute emp-
fehlenswert, um Patienten mit stark Sialyl LeX exprimierenden Tumoren im Zweifels-
fall eher einer adjuvanten Therapie zufithren zu kénnen und bei diesen auf eine beson-
ders konsequente Nachsorge zu achten. Eine prospektive Untersuchung zur abschlie-
Benden Beurteilung der Wertigkeit des prognostischen Faktors Sialyl Lewis X fiir Fra-
gestellungen wie die selektive Zuweisung einer adjuvanten Chemotherapie in allen frii-

hen Stadien des kolorektalen Karzinoms bleibt aber weiterhin wiinschenswert.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Bei bis dato nicht zufriedenstellenden Langzeitergebnissen bei der Behandlung kolorek-
taler Karzinome kommt der Untersuchung neuer Marker fiir eine Optimierung der The-
rapieplanung ein hoher Stellenwert zu. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die prog-
nostische Wertigkeit der immunhistochemisch detektierten Expression des auf den
Zellwédnden kolorektaler Karzinome auftretenden Glykoproteinepitops Sialyl LeX ana-
lysiert. In die retrospektive Untersuchung wurden 215 Patienten mit einbezogen, die
sich zwischen Januar 2000 und Dezember 2004 in der Chirurgischen Klinik der Univer-
sitdt Rostock der primédren Resektion eines kolorektalen Karzinoms im UICC-Stadium
I oder IV unterzogen. Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit der Patienten be-
trug 34 Monate. Die immunhistochemische Darstellung der Sialyl LeX-Expression er-
folgte mittels eines kommerziell erhéltlichen Antikdrpers an Tumormaterial aus paraf-
fingebetteten Resektatblocken. Fiir die Auswertung der Farbung wurde ein fiinfstufiger,

einfach anzuwendender Score komplett neu entwickelt.

Im Rahmen der statistischen Analysen wurde die Score-Grenze errechnet, welche opti-
mal zwischen einer Gruppe mit einem niedrigeren bzw. einem hoheren Risiko an einem
tumorbedingten Tod zu sterben differenziert. Der Unterschied zwischen den tumorbe-
zogenen 5-Jahres-Uberlebensraten der beiden Risikogruppen zeigt eine hohe Signifi-
kanz, wobei eine stirkere Sialyl LeX-Expression mit einer im Mittel kiirzeren Uberle-
benszeit einhergeht. Auch bei getrennter Betrachtung der Patienten im UICC-Stadium
III bzw. IV unterscheiden sich die tumorbedingten 5-Jahres-Uberlebensraten jeweils
signifikant. Hingegen konnte in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben nur eine tenden-
tielle Divergenz zwischen der Patientengruppe mit starker und der mit schwacher Sialyl
LeX-Expression beobachtet werden. Die Gegeniiberstellung von etablierten Prognose-
faktoren wie Tumorinvasionstiefe, regiondrem Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung
oder histologischem Differenzierungsgrad und der Sialyl LeX-Expression ergab keine

signifikanten Zusammenhénge.

Die Ergebnisse bestidtigen den negativen Effekt einer starken Sialyl LeX-Expression
kolorektaler Karzinome auf das Langzeitiiberleben der Patienten. Mit der Entwicklung
eines einfach anzuwendenden Farbescores sowie der Nutzung eines kommerziell erhalt-

lichen Antikorpers wurden wichtige Voraussetzungen fiir eine Bestimmung in der Rou-
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tine geschaffen. Eine generelle Beurteilung der Sialyl Lewis X-Expression im Rahmen
der histopathologischen Untersuchung kolorektaler Karzinome kann somit durchaus
empfohlen werden, so dass Patienten mit einer hohen Expressionsintensitit im Zwei-
felsfall eher einer adjuvanten Behandlung zugefiihrt werden konnen und bei diesen auf

eine besonders konsequente Nachsorge geachtet wird.
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THESEN

1. Das kolorektale Karzinom stellt in Deutschland die hiufigste Krebsneuerkrankung

und die zweithdufigste Ursache fiir den Tumortod dar.

2. Bei der Mehrzahl der Darmkrebstille stellt nicht der Primértumor sondern die

Fernmetastasierung den das Langzeitiiberleben limitierenden Faktor dar.

3. Bei bis dato nicht zufriedenstellenden Langzeitergebnissen bei der Behandlung ko-
lorektaler Karzinome kommt der Untersuchung neuer Marker fiir eine optimierte
Therapieplanung neben der Suche nach ginzlich neuen Therapieoptionen ein hoher

Stellenwert zu.

4. Das erst bei zunehmender Entartung auf den Zellwénden kolorektaler Tumoren ex-
primierte Glykoproteinepitop Sialyl Lewis X stellt sowohl auf Grund seiner physio-
logischen Funktion als auch angesichts bereits beschriebener klinisch-
pathologischer Korrelationen einen vielversprechenden Indikator fiir die Aggressi-

vitdt der Darmkrebserkrankung dar.

5. In der hier vorliegenden retrospektiven Arbeit wurde die Sialyl Lewis X-
Expression kolorektaler Karzinome mittels immunhistochemischer Féarbung paraf-
fingebetteter Resektatblocke von 215 Patienten im UICC-Stadium III und IV
sichtbar gemacht und anhand eines neu entwickelten fiinfstufigen Férbescores
quantifiziert. Im Anschluss wurde der Expressionsgrad mit den recherchierten ge-
nerellen Uberlebenszeiten, tumorbezogenen Uberlebenszeiten sowie rezidivfreien

Zeiten statistisch korreliert.

6. Im Rahmen der statistischen Analysen wurde die Score-Grenze errechnet, welche
optimal zwischen einer Gruppe mit einem niedrigeren bzw. einem hoheren Risiko

tumorbedingt zu versterben differenziert.

7. Zwischen den tumorbezogenen 5-Jahres-Uberlebensraten der beiden ermittelten
Risikogruppen zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied, wobei eine stdrkere
Sialyl Lewis X-Expression mit einer im Mittel kiirzeren Uberlebenszeit einherging.
Auch bei getrennter Betrachtung der Patienten im UICC-Stadium III bzw. IV unter-

schieden sich die tumorbezogenen 5-Jahres-Uberlebensraten jeweils signifikant.
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10.

Bei der Gegeniiberstellung von etablierten Prognosefaktoren und der Sialyl Lewis

X-Expression ergaben sich keine signifikanten Zusammenhénge.

Mit der Entwicklung eines einfach anzuwendenden Férbescores sowie der Nutzung
eines kommerziell erhédltlichen Antikorpers wurden wichtige Voraussetzungen fiir

eine Bestimmung der Sialyl Lewis X-Expression in der Routine geschaffen.

In Anbetracht der Ergebnisse kann eine generelle Beurteilung der Sialyl Lewis X-
Expression im Rahmen der histopathologischen Untersuchung kolorektaler Karzi-
nome empfohlen werden, um Patienten mit einer hohen Expressionsintensitdt im
Zweifelsfall eher einer adjuvanten Behandlung zufiihren zu kénnen und bei diesen

auf eine besonders konsequente Nachsorge zu achten.
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