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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

In den Industrieldndern ist ein stetiger, altersabhéngiger Anstieg der Inzidenz des kolorektalen
Karzinoms (KRK) zu verzeichnen (Hauser 2004). Vor dem 40. Lebensjahr ist das sporadische
KRK selten. Danach findet sich ein exponentieller Anstieg bis zum 85. Lebensjahr. Mit einer
Inzidenz von 300 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr fiir die Altersgruppe von 70
bis 74 Jahre steht das KRK an zweiter Stelle aller Krebserkrankungen in den
westeuropdischen Lidndern (Hauser 2004). Bezogen auf Deutschland treten pro Jahr etwa

57000 Neuerkrankungen eines KRKs ohne Geschlechterpriavalenz auf (Hauser 2004).

1.2 Risikofaktoren

Zu den Lebensgewohnheiten, die mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung eines KRK
einhergehen, gehoren geringe korperliche Aktivitit, Adipositas, Insulinresistenz, tiberméBiger
Alkoholgenuss und iibermifBiger Genuss von rotem Fleisch; im Gegensatz dazu gelten
Vitamine und Ballaststoffe als protektive Faktoren (Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir

Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten 2005).

1.3 Pathogenese/Atiologie

Die Grundlage fiir die Entstehung eines KRK stellt die intraepitheliale Neoplasie der
Kolonschleimhaut dar, die durch zellulire Atypie, Entdifferenzierung und eine gestorte
epitheliale Architektur gekennzeichnet ist. Es wurde eine multiple bzw. parallel verlaufende
Pathogenese beim KRK beschrieben (Fearon und Vogelstein 1990). In der Literatur werden
drei Konzepte der Tumorigenese diskutiert: das ’gatekeeper-caretaker’-Konzept von
Vogelstein (Kinzler und Vogelstein 1997) beschreibt die Aktivierung von Protoonkogenen
durch Amplifikationen/Zugewinne und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch
Verluste an bestimmten Chromosomenabschnitten. Das ’evolutiondre Selektionsdruck’-
Konzept von Bodmer (Bodmer et al. 1994) erklirt die Karzinogenese durch die Einwirkung
einer zufélligen Mutation in den somatischen Zellen; dabei kommt es zum Selektionsvorteil
der heterozygoten Zellen gegeniiber den homozygoten Zellen und folglich zu einer

neoplastischen Verdnderung der betroffenen Zellen. Es ist dennoch sehr schwierig und
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ungenau, genetische Instabilitit mit den Prinzipien der Evolutionstheorie zu erklidren (Breivik
und Gaudernack 1999). Beim ’genetischen Instabilitdtskonzept’ kommt es aufgrund von
Defekten in den DNA-Reparaturenzymen zur Lédngenverinderungen von repetitiven
Sequenzen und daraufhin zur Instabilitdt im Genom (Breivik und Gaudernack 1999). Das von
Fearon und Vogelstein beschriebene Mehrstufenmodell beim KRK erlaubt eine genetische
Beschreibung von speziellen genetischen Veridnderungen wihrend der Tumorinitiierung und
der Tumorprogression (Klump et al. 2004). Auf molekularer Ebene sind das APC-Gen
(Lokalisation Chromosom 5q), das DCC-Gen (Lokalisation 18q), das p53-Gen (Lokalisation
17p) und das K-ras-Gen (Lokalisation 12p) beim KRK hiufig verindert (Hermsen et al.
2002).

Prikanzerosen des KRK werden nach den WHO-Richtlinien 1972 in 2 Gruppen unterteilt
(Hauser 2004):
1. Prikanzerdse kolorektale Lasionen, die histopathologisch definiert sind
- Adenome
- Familidre adenomatose Polyposis coli (FAP)- Risiko fiir die Entstehung eines KRKs
betrigt fast 100%

- Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa und Morbus Crohn)

2. Prikanzerose kolorektale Bedingungen, die anamnestisch bzw. klinisch definiert sind
a) genetisch determinierte
- HNPCC- Risiko fiir die Entstehung eines KRKs betrigt fast 70-80%
- Blutsverwandte von Patienten mit KRK
b) erworbene
- Zustand nach Entfernung eines kolorektalen Adenoms
- Zustand nach einem KRK

- Zustand nach Diagnose eines anderen Karzinoms.

Adenome

Jedes histologisch gesicherte Adenom stellt ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines
KRK dar (Schmiegel et al. 2004). Dies gilt besonders fiir Adenome, die multipel auftreten
(>=3) oder die groBer als 1 cm sind. Dabei ist das Karzinomrisiko 4 bis 6-fach erhoht
(Schmiegel et al. 2004). Die Tumorentstechung beim KRK wird u.a. durch die Adenom-

Karzinom-Sequenz beschrieben. Man nimmt an, dass im Laufe der Adenom-Karzinom-



Sequenz mehrere Mutationen stattfinden. Betroffen sind vor allem Gene, die fiir die
Zellproliferation, Differenzierung und fiir den programmierten Zelltod verantwortlich sind.
Eine genetische Instabilitit wird bereits in der frithen Phase der Karzinogenese beobachtet
(Shih et al. 2001). Die hypothetische Mehrstufenmutation nach Fearon und Vogelstein

(Fearon and Vogelstein 1990) wurde folgendermallen beschrieben:

. normales Epithel APC- Genmutation (Verlust am Chromosom 5q)

. hyperproliferatives Epithel DNA- Demethylierung

. Adenom I (early) K-ras-Mutation (Mutation am Chromosom 12p)
(Vogelstein et al. 1988)

. Adenom II (intermediate) MCC/DCC-Mutation (Verlust am Chromosom 18q)
(Arends 2000)

. Adenom III (late) pS3-Mutation (Verlust am Chromosom 17p)

. Karzinom nm23-Deletion..

Familiiire adenomatose Polyposis coli (FAP)

Fiir die familiire adenomatdse Polyposis coli (FAP) ist das Vorhandensein von iiber 100
Polypen im Kolon mit Beginn in der 2. Lebensdekade charakteristisch. Das Karzinom-Risiko
betrigt nahezu 100%. Die FAP ist zusitzlich mit extraintestinalen Tumoren vergesellschaftet;
zu diesen gehoren abdominale und extraabdominale Desmoidtumore, Schilddriisenkarzinome,
maligne ZNS-Tumoren, Hepatoblastome und Osteome, Epidermoidzysten oder

Pigmentanomalien der Retina (Foulkes 1995).

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Colitis ulcerosa

Es konnte gezeigt werden, dass die Colitits ulcerosa mit einem erhohten Risiko fiir die
Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms einhergeht (Ekbom et al. 1990b, Gyde et al.
1988).

Morbus Crohn

Bei Morbus Crohn ist ebenfalls mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung eines
kolorektalen Karzinoms zu rechnen, jedoch ist die Datenlage diesbeziiglich nicht ausreichend
erforscht (Atkin et al. 1992, Bernstein et al. 2001,Binder et al. 1985, Ekbom et al. 1990a,
Greenstein et al. 1981, Persson et al. 1994).



Hereditires nicht-polyposes Kolonkarzinom (HNPCC)

Das HNPCC-Syndrom wird nach anamnestischen Kriterien, die in den Amsterdam-I-Kriterien
festgelegt sind, definiert. Da das HNPCC-Syndrom phénotypisch nicht auffillig ist, mussten
diese Kriterien aufgestellt werden, die es sinnvoll erscheinen lassen, eine
molekularpathologische Analyse durchzufiihren (Vasen et al. 1991, Vasen et al. 1999). Bei
den Patienten, die die Amsterdam-I-Kriterien erfiillen, liegt bei bis zu 90% der Patienten eine
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) vor (Vasen et al. 1991, Vasen et al. 1999). Bei Patienten, die
die Bethesda-Kriterien erfiillen, welche weniger spezifisch fiir die Diagnosestellung eines
HNPCC- Syndroms sind, weisen 30% eine MSI auf (Rodriguez- Bigas et al. 1997).

Die Mikrosatelliteninstabilitit ist definiert als eine Lingenverdnderung von repetitiven DNA-
Sequenzen, die aufgrund defekter DNA-Reparaturproteine entsteht (s.u.). Dabei sind die
Gene, die fiir diese DNA-Reparaturproteine kodieren, mutiert (Ionov et al. 1993, Thibodeau et
al. 1993).

Amsterdam-I-Kriterien:

1. Mindestens drei Familienmitglieder mit HNPCC-assoziierten Karzinomen
2. Mindestens zwei aufeinanderfolgende Generationen betroffen

3. Ein Familienmitglied erstgradig verwandt mit den beiden anderen

4. Ein Erkrankter zum Zeitpunkt der Diagnose jlinger als 50 Jahre

5 Ausschluss einer familifiren adenomatdsen Polyposis.

Zusitzliche Tumore konnen beim HNPCC-Syndrom beobachtet werden. In den Amsterdam-
II-Kriterien werden diese extrakolischen Tumore beschrieben wie Endometrium- und Urothel-

und Diinndarmkarzinome (Vasen et al. 1991, Vasen et al. 1999).

Uberarbeitete Bethesda-Kriterien (Umar et al. 2004):

1. Diagnose eines KRK vor dem 50. Lebensjahr

2. Diagnose von synchronen oder metachronen kolorektalen oder anderen HNPCC-
assoziierten Tumoren s.0. unabhiingig vom Alter bei Diagnose

3. Diagnose eines KRK vor dem 60.Lebensjahr mit typischer Histologie eines MSI-H-
Tumors

4. Diagnose eines KRK bei mindestens einem erstgradig Verwandten mit einem
HNPCC-assoziierten Tumor, davon Diagnose mindestens eines Tumors vor dem 50.

Lebensjahr



5. Diagnose eines KRK bei zwei oder mehr erstgradig Verwandten mit einem HNPCC-

assoziierten Tumor, unabhédngig vom Alter.

Mikrosatelliteninstabilitéit (MSI)

In der Literatur werden zwei unterschiedliche genetisch bedingte Instabilititsmuster in der
Tumorigenese des KRK beschrieben (Haydon und Jass 2002, Lengauer et al. 1997).

Die MSI beschreibt den Defekt eines DNA-Reparaturenzyms. Aufgrund dieses Defektes
konnen Basenfehlpaarungen im Genom nicht mehr korrigiert werden und es kommt daraufhin
zu Liangenveridnderungen von repetitiven DNA- Sequenzen, die zur Instabilitit im Genom
fiihren (Iino et al. 2000, Ionov et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). Da bestimmte
Tumorsuppressorgene auf diesen DNA- Sequenzen lokalisiert sind, kommt es aufgrund der
nicht-korrigierten Basenfehlpaarungen héufig zu einer Mutation und Inaktivierung dieser
Tumorsuppressorgene (Markowitz et al. 1995, Rampino et al. 1997, Souza et al. 1996). Beim
Patienten mit HNPCC-Syndrom konnen Keimbahnmutationen von DNA-Reparaturenzymen
gefunden werden, z.B. MSH1, MSH6, MLH2, PMS2.

Anhand weiterer Untersuchungen der MSI konnte bereits in mehreren Studien bestitigt
werden, dass die MSI mit einer Pridvalenz von 9-20% auch in sporadischen kolorektalen
Karzinomen zu beobachten ist und nicht nur beim Vorliegen eines HNPCC-Syndroms
(Aaltonen et al. 1994, Aaltonen et al. 1998, Arzimanoglou et al. 1998, Ishimaru et al. 1995,
Lothe et al. 1993, Samowitz et al. 1995, Yagci et al. 1996). Hinzu kommt, dass sporadische
KRK, die eine MSI aufweisen, groler und weniger differenziert sind als diejenigen Tumore
ohne eine MSI. Weiterhin stellte man fest, dass die Tumore mit Nachweis einer MSI gehéuft
im proximalen Kolon zu beobachten sind und weniger Mutationen im p53-Gen aufzeigen
(Forster et al. 1998, Kahlenberg et al. 1996, Kim et al. 1994, Lothe et al. 1993, Olschwang et
al. 1997, Risio et al. 1996).

Chromosomale Instabilitit

Das zweite Instabilitatsmuster entsteht durch chromosomale Aberrationen, die z.B. mittels der
komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) detektiert werden konnen (Kallioniemi et
al. 1992). Im Gegensatz zur MSI, bei der die Mutationen die repetitiven DNA-Sequenzen
betreffen und der Chromosomensatz diploid ist, ist die chromosomale Instabilitit (CIN)
definiert als Verdnderungen auf chromosomaler Ebene, die durch Zugewinne oder Verluste an
bestimmten Abschnitten der Chromosomen entstehen (Lengauer et al. 1997, Breivik and

Gaudernack 1999, Lindblom 2001). Die Folgen dieser Verdnderungen sind eine Aktivierung
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von Protoonkogenen (K-ras) durch Amplifikationen/Zugewinne oder eine Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen (DCC, APC, p53) durch Verluste an den Chromosomenabschnitten
(Breivik und Gaudernack 1999, Fearon und Vogelstein 1990). In der Literatur wurde bereits
belegt, dass die CIN signifikant hiufig in distalen KRK zu beobachten ist und mit Mutationen
in Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen einhergeht (Ionov et al. 1993, Kim et al. 1994,

Lothe et al. 1993, Salahshor et al. 1999, Thibodeau et al. 1993).

1.4 Lokalisation

Das KRK kann theoretisch in allen Dickdarmabschnitten entstehen, jedoch treten fast 70% im
Rektum auf. Je nach Lokalisation des Tumors sehen die Prognose und vor allem die
onkologische Therapie sehr unterschiedlich aus (Schmiegel et al. 2004). Die Lokalrezidivrate
und die Entstehung von Fernmetastasen hidngen wesentlich von der Lokalisation des Tumors
ab (Madoff 2004, Schmiegel et al. 2004, Tominaga et al. 1996). Bei einer Lokalisation im
Rektum ist mit einer hoheren Lokalrezidivrate zu rechnen als bei einem KRK, das im
proximalen Abschnitt des Kolons liegt (Tominaga et al. 1996). Da die Entstehung eines
Lokalrezidivs die Lebensqualitit des Patienten enorm beeinflusst, ist ein Hauptziel im
Rahmen der Behandlung des Rektumkarzinoms, die Entstehung des Lokalrezidivs zu
verhindern (Madoff 2004). KRK, die im proximalen Kolon lokalisiert sind, metastasieren am
ehesten in die Leber oder Lunge und neigen wenig zur Entstehung eines Lokalrezidivs

(Tominaga et al. 1996).

1.4.1 Anatomische Grundlage fiir die Unterteilung zwischen Kolon und Rektum

Die Grenze zwischen Kolon und Rektum wird unterschiedlich definiert. Die intraoperative
Beurteilung der peritonealen Umschlagsfalte ist unzuverldssig, da sie sehr von Alter,
Geschlecht und anderen Faktoren abhingig ist. Rektumkarzinome werden nach den
Hohenangaben mit dem starren Rektoskop definiert, dabei gilt die Anokutanlinie als distaler
Messpunkt. Nach der International Union Against Cancer (UICC) 2003 werden
Rektumkarzinome entsprechend ihrem Abstand von der Anokutanlinie in Karzinome des
oberen Rektumdrittels (12-16 cm), des mittleren Rektumdrittels (6-<12 cm) und des unteren
Rektumdrittels (<6 cm) unterteilt (Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten 2005).
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1.4.2 Embryologische Grundlage fiir die Unterteilung zwischen Kolon und Rektum

Ein weiterer Unterschied des distalen (Rektum) und proximalen Kolons ist die
unterschiedliche embryonale Anlage der beiden Abschnitte (Birkenkamp- Demtroder et al.
2005). Coecum, Colon ascendens und die ersten zwei Drittel des Colon transversum sind aus
dem embryonalen Mitteldarm angelegt (rechtes Kolon). Das distale Drittel des Colon
transversum, Colon descendens, Sigma und Rektum entstehen aus dem embryonalen
Enddarm (linkes Kolon). Damit ist auch die Blutversorgung unterschiedlich: das rechte Kolon
wird von der Arteria mesenterica superior versorgt und das linke Kolon von der Arteria
mesenterica inferior. Der venose Abfluss und die Lymphdrainage richten sich nach diesen

GefiBen.

Nach den Definitionen des Kolons und des Rektums sind die Diagnostik, die Therapie und die

Prognose der Tumore in den beiden Abschnitten des Dickdarms sehr unterschiedlich.

1.5 Prognose und Therapie

1.5.1 TNM- Klassifikation

Die TNM- Klassifikation beschreibt die Ausdehnung des Tumors. Dabei wird der
histologische Ausbreitungsgrad T, der Befall von regiondren Lymphknoten N und der

Metastasierungsgrad M angegeben.

T - Primértumor

TX  Primértumor kann nicht beurteilt werden.

TO Kein Anhalt fiir einen Primértumor

Tis  Carcinoma in situ.

T1 Tumor infiltriert Submukosa.

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria.

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe.

T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum oder infiltriert in andere Organe oder

Strukturen.
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Anmerkung

Tis liegt vor, wenn Tumorzellen innerhalb der Basalmembran der Driisen (intraepithelial)
oder in der Lamina propria (intramukos) nachweisbar sind, ohne dass eine Ausbreitung durch
die Muscularis mucosae in die Submucosa feststellbar ist.

Direkte Ausbreitung in T4 schlie3t auch die Infiltration mehrerer Segmente des Kolorektums

auf dem Weg iiber die Serosa ein, z.B. die Infiltration des Sigma durch ein Zékumkarzinom.

N - Regionire Lymphknoten

NX  Regionidre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden.

NO  keine regionidren Lymphknotenmetastasen.

N1  Metastasen in 1-3 perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten.

N2  Metastasen in 4 oder mehr perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten.

pNO Regiondre Lymphadenektomie und histologische Untersuchung iiblicherweise von
12 oder mehr Lymphknoten. Wenn die untersuchten Lymphknoten tumorfrei sind
aber die geforderte Richtzahl nicht erreicht wird, soll der Befund dennoch als pNO

klassifiziert werden.

M - Fernmetastasen
MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden.
MO  Keine Fernmetastasen.

M1 Fernmetastasen vorhanden.

Grading

Das Grading gibt den Malignititsgrad des Tumors wieder, es richtet sich nach dem

Differenzierungsgrad des Tumors.

GX  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1  hoch differenziert

G2  miBig differenziert

G3  niedrig differenziert

G4  entdifferenziert
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Klinisches Stadium in Bezug auf die TNM- Klassifikation

Tabelle 1.5.1/1
Klinisches Stadium in Bezug auf die pathologische Klassifikation beim KRK

Klinisches Stadium | Tumorausbreitung | Lymphknotenstatus Fernmetastasierung

(T) N) M)
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1, T2 NO MO
Stadium ITA T3 NO MO
Stadium I1B T4 NO MO
Stadium ITA T1, T2 NI MO
Stadium I1IB T3, T4 N1 MO
Stadium HIC Jedes T N2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N Ml
1.5.2 Prognose

Die Prognose des KRK ist wesentlich abhingig von der Lokalisation des Tumors, von der
Ausdehnung des Tumors nach der TNM-Klassifikation und vom histologischen
Malignitidtsgrad. Die 5-Jahresiiberlebensrate richtet sich nach dem klinischen Staging und der
histopathologischen TNM-Klassifikation (Tab. 1.5.2/1, Schmiegel et al. 2000). Die
tumorbedingte Mortalitdit wird mit etwa 40% angegeben (Felix-Burda-Stiftung,
www.darmkrebs.de). Circa 30% der KRK sind bei Diagnosestellung in einem nicht
resektablen Stadium und die Hilfte der Patienten mit einem KRK entwickeln im Laufe der

Erkrankung ein Lokalrezidiv oder Metastasen (Hauser 2004).
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Tabelle 1.5.2/1
5-Jahresiiberlebensrate beim KRK nach klinischem Stadium, Dukes’ Klassifikation und TNM-
Klassifikation (Schmiegel et al. 2000, S. 80)

Stadium Dukes T N M 5- JUR
0 Cis 0 0 98 — 100 %
A 1 0 0
I 95 -100 %
A 2 0 0
B 3 0 0
11 80— 85 %
B 4 0 0
Cl jedes T 1 0
111 50 -70 %
C2 jedes T 2,3 0
v D jedes T jedes N I 5-15%
1.5.3 Therapie

Die Therapie des KRK richtet sich nach der Lokalisation des Tumors im Dickdarm. Als
Therapie kommt eine chirurgische Resektion mit einem kurativen Ansatz, und eine Chemo-
und/oder Radiotherapie in Frage. Dabei muss klar zwischen der Therapie des Tumors im
Kolon versus Rektum differenziert werden. Ein Rektumkarzinom wird entsprechend der
Stadieneinteilung zusitzlich neoadjuvant behandelt. Im Stadium I (T1/2 NO MO) ist eine
neoadjuvante Therapie nicht indiziert (Schmiegel et al. 2008). Beim Rektumkarzinom im
Stadium I ist bei addquater operativer Therapie (radikale Operation + totale mesorektale
Exzision + En-Bloc-Lymphknotendissektion) die Lokalrezidiv- und Fernmetastasenrate
gering (Kapiteijn et al. 2001). Die neoadjuvante Radio- oder Radiochemotherapie ist im
Stadium II und III indiziert (Schmiegel et al. 2008). Patienten im Stadium II und III
profitieren von einer pridoperativen Bestrahlung aufgrund einer signifikanten Reduzierung der
Lokalrezidivrate und einer hohen Rate sphinktererhaltender Operationsverfahren durch die
Vorbehandlung (Cedermark et al. 1997, Frykholm et al. 1993, Kapiteijn et al. 2001, Kinoshita
et al. 2004, Sauer et al. 2004). Das Ziel der neoadjuvanten Radiochemotherapie (NRCT) ist
es, bei fortgeschrittenem Rektumkarzinom (Aprigliano 2004) ein Downsizing und ein
Downstaging des Tumors zu erreichen (Habr-Gama et al. 2004). Eine Standardempfehlung
fiir die neoadjuvante Behandlung beim metastasierten Rektumkarzinom (Stadium IV) gibt es
nicht; bei primérer Radiochemotherapie sollte eine intensivierte Kombinationschemotherapie

durchgefiihrt werden (Schmiegel et al. 2008). Die NRCT stellt den wesentlichen Unterschied
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zwischen dem Kolon- und Rektumkarzinom dar, da die Radiochemotherapie (RCT) fiir das
Kolonkarzinom aufgrund der anatomisch ungiinstigen Lage in Bezug auf die inneren Organe
nicht angewandt wird.

Das Kolonkarzinom wird operativ mit nachfolgender adjuvanter Chemotherapie ohne eine
vorangehende neoadjuvante Therapie behandelt (Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir
Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten 2005, Schmiegel et al. 2008). Durch die
Chemotherapie wird versucht, das Gesamtiiberleben zu verldngern (Brierley et al. 2004).
Voraussetzung fiir eine kurative Therapie ist eine RO-Resektion (Leitlinie der Deutschen
Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten 2005). Diese verlangt die
Entfernung des tumortragenden Darmabschnittes mit den regionidren Lymphknoten. In der
Regel erfolgt die Resektion beim KRK als Hemikolektomie unter Mitnahme des Mesokolons
und der dazu gehorigen Lymphknoten. Bei einer Lokalisation an einer Flexur wird die
Tumorexstirpation als erweiterte Hemikolektomie durchgefiihrt.

Beim Rektumkarzinom erfolgt die Resektion je nach Lage des Tumors im Rektum als
kontinenzerhaltende Rektumresektion, oder als Rektumamputation mit Anlage eines

Kolostomas.

1.6 Komparative genomische Hybridisierung

Die komparative genomische Hybridisierung (CGH) stellt eine molekularzytogenetische
Methode dar, mit der es moglich ist, relative DNS-Sequenzveridnderungen im chromosomalen
MaBstab im gesamten Genom darzustellen. Durch den Vergleich von DNS der entarteten mit
den normalen Zellen konnen Verluste und Zugewinne von Chromosomenabschnitten in den
Tumorzellen aufgezeigt werden (Kallioniemi et al. 1992). Der Vorteil der CGH ist die
Uberwindung der technischen Probleme der klassischen Zytogenetik (Reutzel et al. 2001),
weil sie nicht von der mitotischen Aktivitit der Tumorzellen abhidngig ist und auch an

Formalin-fixiertem Gewebe moglich ist.

Chromosomale Veridnderungen beim KRK

Im Folgenden wird versucht eine Ubersicht von bereits in der Literatur angegebenen CGH-

Veridnderungen beim primdren KRK darzulegen (Tabelle 1.6/1).

16



Tabelle 1.6/1

CGH-Ergebnisse bei primidren KRK

Zugewinne

Verluste

Diep et al. 2004

+20p, +20q, +13q, +8q, +7p, +7q

-18p, -18q, -8p, -4q, -17p

De Angelis et al. 1999

+20q, +13q, +8q, +7p, +17q, +5p, +6D,

-18q, -8p, -4q, -1p, -17p, -5q,

+19q, +Xq -15q, -3p, -6q, -9p, -10q
Nakao et al. 1998 +20p, +20q, +12q, +11p, +16p -18q, -22q
Meijer et al. 1998 +20q, +13q, +7p, +7q, +8q -18q, -8p, -4q
Hermsen et al. 2002 +20q, +13q, +8q -18q, -8p, -17p, -15¢q
Hughes et al. 2006 +1q, +3q, +3p -6q, -9p, -21q

Rooney et al. 2001

+20q, +13q, +8q, +7p, +1q

-18q, -4q, -18p, -17p, -15q

Aust et al. 2000

+20p, +20q, +13q, +8q, +7p, +7q, +5p,
+Xp, +Xq

-18q, -8p, -4p, -4q, -18p, -14q,
-17pa -Sq’ -17q

Ried et al. 1996

+20q, +13q, +8q, +7p, +1q, +5p

-18q, -8p, -4p, -4q, -17p

Liu et al. 2007

+20q, +13q, +8q, +7p, +7q

-18qa -Sp’ -17pa -22q

Legende: + Zugewinn, - Verlust, ++ Amplifikation

Eine weitere Metaanalyse untersuchte bereits veroffentlichte Veridnderungen von CGH-

Analysen und versuchte zu beschreiben, dass einzelne Studien bedingt durch die begrenzte

Anzahl der Teilnehmer eine eingeschrinkte Reliabilitit aufweisen (Tabelle 1.6/2, Hughes et al.

2006). In dieser Metaanalyse wurden zusitzliche Aberrationen beschrieben.

Tabelle 1.6/2

Untersuchung bereits verdffentlichter Veridnderungen und zusitzliche Ergebnisse der Metaanalyse
mittels CGH bei KRK (Hughes et al. 2006)

Verluste Zugewinne
Bereits veroffentlichte Veridnderungen -18 +20

-17p +13q

-8p +8q

-4p +7p
Ergebnisse der Metaanalyse -6q +1q

-9p +3

-21q

Legende: + Zugewinn, - Verlust, ++ Amplifikation
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Die aktuelle Datenlage iiber genetische Aberrationen beim KRK (Tabelle 1.6/3, Liu et al.
2007) beschreibt die beobachteten Verdnderungen in Bezug auf das klinische Stadium, auf

Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen und in Relation zu einer schlechteren Prognose.

Tabelle 1.6/3
Untersuchung von 73 Patienten mit einem KRK mittels CGH in Bezug auf klinisch- pathologische
Parameter (Liu et al. 2007)

Klinisch- pathologische| Spezielle CGH- Verinderungen

Parameter

Stadium | +8q -17p +13q +20q
Stadium [I/IV +8q -18q -8p

Lymphknotenmetastasen| +8q -8p

Fernmetastasen/ +8q -18q

Lokalrezidiv

Schlechtes Outcome +8q -18q -8p

Legende: + Zugewinn, - Verlust, ++ Amplifikation

Die Arbeit von Alcock et al. 2003 untersuchte 17 Fille mit einem KRK (Tabelle 1.6/4). 57
subchromosomale Regionen (Tabelle 1.6/5) wurden in diesen Fillen mittels Mikrodissektion
und anschlieBender CGH analysiert. Dabei wurden sechs Kategorien fiir die Auswertung
definiert und die Veridnderungen in Bezug auf diese aufgetragen. Es wurden bestimmte
Veridnderungen gleich oft bei den angegebenen Kategorien und bestimmte assoziative

Verinderungen in Bezug auf die Kategorien beobachtet (Alcock et al. 2003)

Tabelle 1.6/4
Gleich hiufige CGH-Verinderungen bei definierten 6 Kategorien bei 17 Fillen mit einem KRK
(Alcock et al. 2003)

Kategorien Zugewinne Verluste
Coexistente Adenome Xq 8p
Tumorausbreitung iiber die Muskelwand hinaus 12q 16p
Tumorausbreitung bis zur Muskelwand 9p
Tumorausbreitung bis zur Serosa 15q
Lymphknotenmetastasen vorhanden 18q
Lebermetastasen vorhanden 10q

18




Tabelle 1.6/5

Spezielle CGH- Verdnderungen in Bezug auf 4 Kategorien bei 17 Fillen mit einem KRK (Alcock et al.

?(Oe?tz?gorie Spezielle Verluste Spezielle Zugewinne
Metastasierter Tumor 12p
10p
Nicht- metastasierter Tumor 8p
Tumorausbreitung bis zur Serosa 6q 4q
Adenome 15q

Des Weiteren werden Arbeiten vorgestellt, die jeweils den Priméirtumor und die dazugehorigen

Metastasen mittels CGH untersucht haben (Tabelle 1.6/6). Die Arbeit von Aragane et al. 2001

untersuchte Lebermetastasen von KRK. Al- Mulla et al. 1999 beschiftigten sich mit
Metastasen von KRK in Lymphknoten und Leber, Knosel et al. 2002 haben CGH-

Veridnderungen bei Metastasen von KRK in Leber, Gehirn, Lymphknoten, Lunge und

Peritoneum beschrieben.

Tabelle 1.6/6

CGH- Veridnderungen beim Primértumor (KRK) und dazugehorige Metastasen

Veridnderungen Primértumor

Veridnderungen Metastase

Aragane et al.

+7p, +7q, +8q, +12p, +14q, +16p, +20p, +20q,

Zusétzlich:

2001 +21q. +8q, +15q, +19p, +20q.

-9p, -18q -18q, -5q, -13q
Al- Mulla et al.| +6p, +16q, -8p, -11q. +6p, +7p, +8q, +11q, +13q,
1999 -17p +16q, +17q, +20q.

-4p, -4q, -11q, -15p, -15q,
-17p, -18p, -18q, -22p, -22q

Nakao et al. +8q, +13q, +20p, +20q. Vermehrte Banden an:
2000 -17p, -18p, -18q, -22q +6q, +7q, +8q, +13q, +20q
Knosel et al.| +20q, +7q, +16p, +19p, +9q, +19q, +13q,| Zusitzlich :
2002 +17q, +22q, +8q, +1q. +1q, +17p, +17q, +17p,
-18q, -4p, -4q, -5q, -1p, -21q, -6q, -3p, -8p, +19p, +19q.
-9p, -11q, -14q, -3q, -10q, -15q, -10q, -2q -2q, -3p, -39, -8p, -9p, -10q,
-11p, -12p, -21q

Legende: + Zugewinn, - Verlust, ++ Amplifikation
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Knosel et al untersuchte 2003 den Zusammenhang zwischen den Veridnderungen im Genom
mittels der CGH und dem klinischen Uberleben bei 37 Patienten (Tabelle 1.6/7). Dabei konnte
festgestellt werden, dass bestimmte Verdnderungen mit einem lidngeren oder kiirzeren
tumorspezifischen Uberleben einhergehen und dass eine Einteilung in high- und low-risk-

Gruppen aufgrund molekularer Verdnderungen getroffen werden kann (Knosel et al. 2003).

Tabelle 1.6/7 )
CGH- Verinderungen in Bezug auf das tumorspezifische Uberleben bei 37 Patienten mit einem KRK
(Knosel et al. 2003)

Zugewinne Verluste
Kiirzeres tumorspezifisches | 2p Ip
Uberleben 6q 4q
15q 8q
22q 8p
9p
Lingeres tumorspezifisches | 20q 18q
Uberleben
Kiirzeres Gesamtiiberleben | 2p Ip
15q 4q
22q

20



1.7 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit werden anhand der Tumorlokalisation des
kolorektalen Karzinoms (KRK) unterschiedliche chromosomale Veridnderungen im Zuge der
Tumorigenese des KRK mittels der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH)

untersucht. Folgende Fragen sollen dabei beantwortet werden:

1. Gibt es ein unterschiedliches chromosomales Aberrationsmuster zwischen

Rektumkarzinomen und rechtseitigen Kolonkarzinomen?

2. Welchen Einfluss haben chromosomale Aberrationsmuster auf die Prognose beim

KRK?
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2. Material und Methoden

2.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Es galten folgende Auswahlkriterien fiir das Kollektiv:

1)  Ein Tumorstadium pT3 nach der TNM- Klassifikation

2a) Ein Adenokarzinom im rechten Kolon: Coecum, Colon ascendens, Flexura hepatica,
Colon transversum oder

2b) Ein Adenokarzinom im Rektum unterhalb der peritonealen Umschlagsfalte

3)  Es wurden nur Adenokarzinome ohne vorangegangene tumorspezifische Therapie (CT,
RCT) untersucht

4)  Vollstindige Resektion des Primér-Tumors (RO-Resektion)

Aus dem Zeitraum von 1998-2004 wurden aus dem Archiv des Zentrums Pathologie des
Universititsklinikums Gottingen insgesamt 75 Patienten entsprechend den oben angegebenen
Auswahlkriterien zufillig ausgewdhlt. 54 der 75 Patienten wurden in der Abteilung
Allgemeinchirurgie aus dem Zentrum Chirurgie der Universititsmedizin Gottingen (Direktor:
Univ.-Prof. Dr. med. H. Becker), 20 Patienten in der Klinik fiir Allgemein- und
Viszeralchirurgie; Zentrum fiir Minimal Invasive Chirurgie des Albert-Schweitzer
Krankenhauses Northeim (Chefarzt: Dr. med. J. Kuhlgatz) und ein weiterer Patient in der
Abteilung fiir Allgemeinchirurgie des Evangelischen Krankenhauses Gottingen- Weende e.V.
(Chefarzt: Dr. med. B. Fleischer) tumorreseziert.

Das Kollektiv umfasste 75 primdre KRK von 44 ménnlichen und 31 weiblichen Patienten.
Davon waren 26 KRK im proximalen Kolon lokalisiert, die iibrigen 49 Fille waren im Rektum
unterhalb der peritonealen Umschlagsfalte lokalisiert.

Um Stadien-spezifische Unterschiede zwischen proximalen und distalen kolorektalen
Karzinomen zu verdeutlichen, wurden fiir das vorliegende Kollektiv lediglich lokal
fortgeschrittene Tumore im Stadium pT3 ausgewdhlt. Die Patienten in diesem Stadium wurden
je nach Lymphknotenstatus und Metastasierungsgrad adjuvant oder palliativ behandelt. Daher
ist es gerade bei diesen Tumoren interessant, ob aus der Genetik Ereignisse abzuleiten sind, die

zur Metastasierung fiihrten.
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2.2 DNA-Isolierung

2.2.1 Isolierung der Tumor-DNA aus Paraffin

Um einen moglichst hohen Prozentsatz an Tumorzellen im Ausgangsmaterial zu haben,
wurden auf den zu den Paraffinblocken gehdrenden HE-Schnitten die Tumorzellen
enthaltenden Bereiche markiert. AnschlieBend wurden diese Bereiche mit einem Skalpell so
bearbeitet, dass die folgenden mit dem Mikrotom (Reichert-Jung (Leica Microsystems AG),
Wetzlar, Deutschland) hergestellten Schnitte méglichst kein tumorfreies Gewebe enthielten.
Zum Entparaffinieren wurde zu jeder Probe 1 ml Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) in
die Eppendorf-Cups gegeben (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und der Ansatz kurz mit
einem Vortex-Gerdt gemischt (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA).
Anschlieend erfolgte eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach 1 min
Zentrifugation (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 10000 rpm wurde
der Uberstand abgenommen und verworfen. Mit 1 ml Xylol pro Probe wurde dieser Schritt
wiederholt. Um die Xylolreste zu entfernen, wurde danach 1 ml 100% Ethanol (Roth;
Karlsruhe, Deutschland) zu jeder Probe dazugegeben, kurz gevortext und der Ansatz
wiederum 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 1 min Zentrifugation bei 10000 rpm
wurde der Uberstand erneut abgenommen verworfen. Auch dieser Schritt wurde mit
100%i1gem Ethanol wiederholt.

Nach Trocknung des Gewebes fiir 1 Stunde bei 60 °C im Wirmeschrank (Memmert,
Schwabach, Deutschland) wurden 240 pul DNA-Isolierungspuffer (siehe Tabelle. 2.2.1/1) und
40 wl Proteinase K (50 U/ml, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) zum
Gewebe in das Eppendorf-Cup pipettiert (fiir Frischgewebe 360 pl DNA-Isolierungspuffer und
40 pl Proteinase K). Anschlieend wurde das Gewebe bei 55 °C iiber Nacht im Thermomixer
mit einer Schiittelfrequenz von 850 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) inkubiert, um die Zellproteine aufzuspalten und die DNA freizulegen (u.a.

zelluldire DNAsen werden durch die Proteinase K inaktiviert).
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Tabelle 2.2.1/1
Materialien DNA- Isolierung

Name Zusammensetzung

DNS-Isolierungspuffer| 50 mM Tris-HCI (MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland)
I mM EDTA (Serva, Heidelberg, Deutschland)

0,5% Tween20 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

ph 8,5 (ph-Meter: Schott, Mainz, Deutschland)

Am nichsten Tag erfolgte die anschlieende Inaktivierung der Proteinase K iiber 8 min bei 95
°C im Thermomixer. Nach einer darauffolgenden 10 miniitigen Zentrifugation bei 13500 rpm
wurde der DNA-enthaltende fliissige Uberstand in ein neues Eppendorf-Cup vorsichtig
tibernommen, dabei wurde darauf geachtet, Kontamination mit Paraffin und Geweberesten zu
vermeiden. Die weitere Isolierung bzw. Aufreinigung der DNA erfolgte mit Hilfe eines
Qiagen-Kit (QIAamp (DNA Mini Kit (250); Qiagen; Hilden, Deutschland) gemif3 den
Angaben des Herstellers. Die extrahierte DNA wurde bis zur Verwendung bei 4 °C
aufbewahrt.

2.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration und Reinheit der DNA zu iiberpriifen, wurde eine photometrische
Messung (Photometer: Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit Einmalplastikkiivetten
(UVette, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Durch Aufnehmen der Extinktion,
d.h. durch die Abschwichung einer Strahlung in einem Medium, hier bei einer
Lichtwellenldnge von 260 nm kann man die Konzentration in ug/ ml angeben und die

Reinheit der DNA in dieser Losung bestimmen.

2.2.3 Gelelektrophorese

Um die Molekiilgroen der fragmentierten DNA zu bestimmen, wurde eine Gelelektrophorese
(1,5%-Agarose-Gel) mit der extrahierten DNA durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Fragmentlingen erfolgte mit dem Lambda-Marker (Fragmentlinge: 21-0,56 kb MBI-
Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) als Lingenstandard, der parallel zur Proben-DNA in
eine eigene Geltasche pipettiert wurde. Zum Sichtbarmachen der DNA wurde Ethidiumbromid

(SIGMA; St. Louis; USA) verwendet, welches in die DNA interkaliert und bei Bestrahlung
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durch UV-Licht der Wellenldnge von 312 nm fluoresziert. Zur weiteren Verwendung fiir die
CGH sollte die Linge der einzelnen Fragmente zwischen 600 bis 2000bp (Kallioniemi et al.
1992) liegen, bei kleineren Fragementen ist die DNA zu stark fragmentiert.

Fiir die Vorbereitung der Gelproben wurden jeweils 5 pul DNA-Losung und 3 pl Loading Dye
(MBI-Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
pipettiert. Fiir den Lingenstandard wurden neben den 3 pl Loading Dye statt der DNA 5 pl
Ampuwa und 1.5 pl Lambda-DNA (0,5 pg/ul) pipettiert. Der Zusatz von Bromphenolblau im
Loading-Dye ermoglicht wihrend der Elektrophorese den Lauf der DNA optisch verfolgen zu

kOnnen.

2.3 Komparative genomische Hybridisierung

Die CGH wurde in allen 75 Féllen aus Paraffingewebe durchgefiihrt. Davon mussten 19 Fille
neu untersucht werden, da sie technisch nicht gelungen waren. Bei 16 der 19 Fille wurde beim
zweiten Versuch ein anderer Paraffinblock des Tumorgewebes genommen.

Die CGH ist eine auf der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) beruhende, erstmals 1992
beschriebene, molekularzytogenetische Methode, mittels der man einen Uberblick iiber die
gesamten chromosomalen und subchromosomalen Verluste und Zugewinne eines Tumors
erlangen kann (Kallioniemi et al. 1992).

Die so gewonnenen Erkenntnisse konnen u.a. zur Identifizierung/Lokalisation von
spezifischen Aberrationen benutzt werden, die eine prognostische Bedeutung fiir den Patienten
haben konnen.

Die GroBenordnung des Auflosungsvermogens der auswertbaren Veridnderungen liegt bei etwa
10 MB (Megabasen), hin zu maximal 100 Kilobasen bei Amplifikationen, d.h. mehrfachen
Zugewinnen (Kallioniemi et al. 1992).

Fiir eine CGH-Analyse sind folgende Schritte notwendig:

1. DNA-Isolierung aus Gewebe

2. Markierung der  Tumor- und  Referenz-DNA  mit  unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen durch die Nick-Translation

3. Hybridisierung der markierten Tumor- und Referenz-DNA mit Metaphase-
Chromosomen

4. Auswertung der CGH.
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Bei der Hybridisierung konkurrieren griin- farbmarkierte Tumor- und rot- farbmarkierte
Referenz-DNA um die Bindungsstellen auf den Metaphase-Chromosomen. Beim Uberwiegen
von Tumor-DNA (Zugewinn) bindet diese statistisch hiufiger an den Chromosomen als die
Referenz, bei einem Verluste innerhalb des Tumor-Genoms iiberwiegt die Referenz-DNA.
Durch quantitative Messung des roten und griinen Fluoreszenzsignals iiber die Lingsachse
eines jeden Chromosoms lédsst sich nun eine Aussage treffen iiber Verluste, Zugewinne und

Amplifikationen der Tumor- DNA.

2.3.1 Nick-Translation

Wihrend der Nick-Translation wird in die extrahierte DNA als Marker Biotin (Tumor-DNA)
bzw. Digoxigenin  (Referenz-DNA) eingebaut, die im  Detektionsschritt — mit
fluoreszenzmarkierten Antikorper gekoppelt werden (griin bei der Tumor- und rot bei der
Referenz-DNA) . Mit Hilfe der DNAse I werden bei diesem Prozess Einzelstrangbriiche in die
DNA geschnitten (“nicks”), die dann durch die DNA-Polymerase I unter Einbau von Biotin
bzw. Digoxigenin wieder aufgefiillt werden.

Fiir die Nick-Translation wurde ziigig nach folgendem Schema in vorbereitete Eppendorf-

Cups pipettiert:

— 3 pg Tumor-DNA

— 10 pl DNA-Puffer (10x konzentriert) MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland

— 2 wl dATP, dCTP, dGTP Pharmacia Biotech; Freiburg, Deutschland

— 1 pl dTTP Pharmacia Biotech; Freiburg, Deutschland

— 1 w1 mM Biotin-16-dUTP/1 mM Digoxigenin-11-dUTP Roche; Mannheim,
Deutschland

— 2 ul DNA-Polymerase I MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland

— 1 pl DNAse I - Verdiinnung siehe Tabelle 2.3.1/1

— 100 pI Ampuwa.

Die 3 pg an benotigter DNA pro Ansatz wurden anhand der wihrend der DNA-Isolierung

gewonnenen DNA-Konzentrationswerte errechnet. Die bei -20 °C gelagerten Nukleotide

wurden langsam auf Eis erwédrmt.
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Tabelle 2.3.1/1
Materialien Nick- Translation

Name Zusammensetzung/ Hersteller
DNAse I - Verdiinnung| 98 ul TRIS-HC, 100 mM, ph 7,5
(1: 50 verdiinnt) 2 ul DNAse (Boehringer; Mannheim, Deutschland)

Die Eppendorf-Cups wurden anschlieend nach kurzem vortexen bei 15 °C und 1400 rpm fiir
50 min (Tumor-DNA) bzw. 60 min (Referenz-DNA) auf dem Thermomixer inkubiert. Da die
Referenz-DNA aus Frischgewebe besteht muss hier mit einer ldngeren Inkubationszeit
gearbeitet werden. Wenn die Tumor-DNA, die aufgrund biochemischer Vorginge bereits
degradiert ist, ebenfalls 60 Minuten inkubiert wird entstehen zu kleine DNA-Fragmente,
sodass die Sonden unspezifisch binden wiirden. Nach der Nick-Translation sollten die
einzelnen DNA-Fragmente eine Linge von 500-1500 bp besitzen. Zur Uberpriifung wurde
eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese erfolgte analog der Gelelektrophorese bei der
DNA-Isolierung (siche DNA-Isolierung). Als Lingenstandard wurde abweichend pUCI19
(MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Im Falle zu langer DNA-Fragmente
wurde eine zweite Inkubationszeit fiir 5-10 min bei 15°C auf dem Thermomixer

angeschlossen. Zur Abstoppen der Reaktion wurden die Proben bei -20 °C eingefroren.

2.3.2 Hybridisierung

Auf die Nick-Translation folgte die Hybridisierung sowohl der markierten Tumor-DNA wie
auch der Referenz-DNA auf die vorgefertigten Objekttriger (CGH Target Slides; Vysis
Inc.;Downers, Grove, IL) mit den Metaphasechromosomen. Die Objekttriger wurden zur
Beseitigung von Kondenswasser zu Beginn bei 37°C auf die Wirmeplatte der feuchten
Kammer (Hybrite TM; Vysis; Stuttgart-Fasanenhof, Deutschland) gelegt. Zum Abstoppen der
DNAse und Polymerase wurde nun die Nick-DNA-L6sung mit 5 pl EDTA (Serva, Heidelberg,
Deutschland) versetzt und fiir 5 min bei 37 °C und 1400 rpm im Thermomixer inkubiert. In die
vorbereiteten Eppendorf-Cups wurden jetzt die Tumor- und Referenz-DNA, sowie die
repetitive  Sequenzen enthaltene humane Cot-1-DNA (1 pg/ul, Boehringer, Mannheim,
Deutschland) zusammengefiihrt und mit 12 pl 3 M Natriumacetatlosung pH 4,8 (Merck,
Darmstadt, Deutschland) sowie 570 pl Ethanol bei -80 °C fiir 0,5-2 Stunden prézipitiert.
Aufgrund der im Mengenvergleich zur Tumor- und Referenz-DNA im starken Uberschuss

vorliegenden Cot-1-DNA blockiert diese die repetitiven Sequenzen. Repetitive Sequenzen sind
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DNA-Bereiche im Erbgut, deren Sequenz aus sich wiederholenden Abschnitten besteht. Diese
Bereiche, meistens um das Zentromer lokalisiert, enthalten sehr viel Heterochromatin, welches

nicht transkribiert wird und somit nicht zu verwerten ist.

Pipettierschema:
— 67 pl Nick-Tumor DNA
— 67 ul Nick-Referenz DNA
— 80 pul Cot-1 DNA
— 12 pul NaAc/3M/pH4,8
— 570 pl 100% Ethanol (-20 °C).

Der Ansatz wurde nach kurzen Vortexen der Eppendorf-Cups fiir 30 min bei -80 °C
prazipitiert. Nach dem Fillen der DNA wurden die Ansédtze 30 min bei 4 °C und 14000 rpm
zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren und Verwerfen des Uberstands wurden zum
verbleibenden DNA-haltigen Pellet zur Reinigung 800 pl 70% Ethanol pipettiert und bei 45 °C
sowie 1400 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Anschlieend wurde erneut fiir 5 min bei 4 °C
mit 14000 rpm zentrifugiert, bis auf das Pellet wurde danach der fliissige Uberstand verworfen

und das Pellet fiir 30 min bei Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet.

Das Pellet wurde nun mit 6 pl deionisiertem Formamid (Fluka Biochemika; Buchs, CH)

resuspendiert und im Thermomixer bei 37 °C und 1400 rpm fiir 60 min inkubiert.

Da auf den Objekttrigern die noch vorhandenen Proteinriickstinde des Zellkerns die spéitere
Auswertung aufgrund unspezifischer Hybridisierung beeinflussen konnten, wurden die
Objekttriger im Vorfeld einer proteolytischen Pepsin-Behandlung unterzogen. Dazu wurde
eine Glaskiivette mit 70 ml Aqua dest. im Wasserbad auf 37 °C erwidrmt. Nach dem
Hinzufiigen von 20 pl Pepsin (100 mg/ml, Sigma, St. Louis, USA) und von 700 ul 1 N HCI
(Merck, Darmstadt, Deutschland) in eine Glaskiivette wurden die Objekttréger fiir 5 min darin
belassen. Zum Abstoppen der Reaktion folgte fiir 5 min eine Kiivette mit 2x SSC (siehe
Tabelle 2.3.2/1) und die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe mit 70%, 85% und 100%
in -20 °C kaltem Ethanol fiir je 5 min. Die Objekttriger wurden nun fiir 30 min bei

Raumtemperatur getrocknet.
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Zur Hybridisierung des Ansatzes an DNA-Einzelstringen muss die in den Chromosomen
bisher noch vorliegende Doppelhelix aufgetrennt (denaturiert) werden. Die
Denaturierungslosung (siehe Tabelle 2.3.2/1) wurde in einer Glaskiivette im Wasserbad auf 69
°C gebracht und jeweils 2 Objekttriger aus der feuchten Kammer (Hybrite) genommen und fiir
2 min bei 69 °C in der Losung belassen. Die anschlieBende Dehydrierung erfolgte nun in einer
Kiivette mit aufsteigender Alkoholreihe fiir jeweils 5 min mit 70%, 85% und 100% in -20°C
kaltem Ethanol. Bei Raumtemperatur wurden die Objekttriger getrocknet und bei 37 °C

wiederum auf die Wirmeplatte der feuchten Kammer gelegt.

Tabelle 2.3.2/1
Materialien zur Hybridisierung

Name Zusammensetzung
20xSSC 175,5 g Natriumchlorid
(Strong Salt Concentration) (Merck, Darmstadt, Deutschland

88,29 g Natriumcitratdihydrat

(Merck, Darmstadt, Deutschland
ad 1000 ml Aqua bidest
ph 7,0

Denaturierungslosung S ml 20xSSC, ph 7,0
5ml 0,5 M NaH2PO4, ph 7,0

(Merck, Darmstadt, Deutschland)
Sml  Aqua bidest
35ml deionisiertes Formamid

(Merck, Darmstadt, Deutschland)
ph 7,0

Master-Mix 30% Dextransulfat
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Den Proben im Eppendorf-Cup wurden 7 pl Master Mix zur Stabilisierung der DNA
hinzugefiigt und im Anschluss fiir 6 min bei 78 °C im Thermomixer denaturiert. Nach
Zentrifugation bei 37°C fiir 30 Minuten wurden 13 pl des DNA-Mix zur Hybridisierung auf
den Objekttriger pipettiert. Der Objekttriger wurde nun mit einem 15 x 15 mm Deckglas
luftblasenfrei eingedeckelt und mit Fixogum (Marabu, Tamm, Deutschland) verschlossen und
fr 72 Stunden in der feuchten Kammer belassen. In dieser Zeit findet die
Hybridisierungsreaktion statt, in der die einzelnen DNA-Fragmente, sowohl der Tumor- als
auch der Referenz-DNA um die homologen Bindungsstellen auf den Metaphase-

Chromosomen konkurrieren und, je nach Mengenverhiltnis, binden.
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2.3.3 Waschung

Nach 72 Stunden wurde zur Entfernung von Riickstindern sowie unspezifisch hybridisierter
DNA, nach Entfernung des Deckglédschen, ein dreimaliger Waschvorgang im Schiittelbad bei
42 °C 1in einer Kiivette mit der Waschlosung A, danach ein dreimaliger Waschvorgang bei 42

°C mit der Waschlosung B, durchgefiihrt.

Unspezifische Bindungen durch die Fluoreszenz-Antikorper wurden durch 300 pl
Blockinglosung blockiert und nach Inkubation fiir 30 min bei 37 °C in der feuchten Kammer
erfolgte die Deckelung der Objekttriger.

Lichtgeschiitzt wurden nun, nach einem Waschvorgang mit 2 ml der Waschlosung C, 300 pl
der Detektionslosung mit den lichtempfindlichen fluoreszierenden Antikorpern gegen Biotin
und Digoxigenin auf die Objekttriger pipettiert und erneut bei 37 °C fiir 60 min in der

feuchten Kammer inkubiert.

Materialien - Hybridisierung

Waschlosung A 70% deionisiertes Formamid + 2x SSC

Waschlosung B 0,1% Tween 20 + 2x SSC

Waschlosung C 0,1% Tween 20 + 2x SSC

Blockinglosung 3% bovines Serumalbumin (BSA), (SIGMA; St. Louis, USA) + 0,1%

Tween 20 + 4x SSC

Detektionspuffer 4x SSC + 1% BSA + 0,1% Tween 20

Detektionslosung 300 pl Detektionspuffer + 1,5 pl Fluoresceinisothiocyanat-Avidin

(Vector; Burlingame, USA) + 5 pl anti-Digoxiginin-Rhodamin (Roche;
Mannheim, Deutschland)
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DAPI-Eindeckelungsmedium 1 ml Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame,
USA) + 50 pl Actinomycin (SIGMA; St. Louis, USA) +
1 ul Diamino-2-phenylindol (SIGMA; St. Louis, USA)

Um die ungebundenen Antikorper zu entfernen, wurde ein dreimaliger Waschvorgang von je 5

min bei 42°C mit Waschlosung C in einem Schiittelwasserbad angeschlossen.

Die Priparate wurden mit je 20 pl DAPI-Eindeckelungsmedium eingedeckelt, die zur
Gegenfarbung der einzelnen Chromosomen DAPI enthielt. Das langsame Ausbleichen der
Fluochrome beschrinkt die Fluoreszenzaufnahme auf ca. 14 Tage. Die Objekttriger wurden

anschlieBend bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

2.3.4 Auswertung

Die Auswertung der Metaphasen erfolgte nach Aufnahme monochromer Bilder mit dem
Programm SmartCapture2 (Vysis, Downers Grove, USA) durch eine computergekoppelte
CCD-Kamera (Sensys Photometrics SENSYS; Miinchen, Deutschland) bei 880facher
VergroBerung und 8bit-Farbtiefe (256 Graustufen) mittels der Software Quips
Karyotyping/CGH (Vysis, Downers Grove, USA). Als Mikroskop kam ein Axioskop 2
(ZEISS, Gottingen, Deutschland) mit 10er, 20er und 63er Objektiv (10x, 20x, 63x
Olimmersion, ZEISS, Gottingen, Deutschland) zum Einsatz. Die Ausleuchtung erfolgte durch
eine Quecksilberdampflampe (HBO mit selbstjustierender Ausleuchtung; ZEISS, Gottingen,
Deutschland), deren Licht durch ein softwareseitig gesteuertes Filterrad (Ludl-Filterrad, Ludl,
Hawthorne, USA) mit einem anti-Digoxiginin-Rhodamin (FITC)-Filter (Firma, Ort, Land),
einem Fluoresceinisothiocyanat (TRITC)-Filter (Firma, Ort, Land) und einem DAPI-Filter
(Firma, Ort, Land) geschickt wurde.

2.3.5 Summeninterpreter

Durch die Generierung eines Summeninterpreters mittels der CGH-Software aus
durchschnittlich 15-20 CGH- Profilideogrammen wurden unerwiinschte Rauscheffekte
minimiert. Die Schwellenwerte fiir Verluste und Gewinne wurden fiir jede Hybridisierung
individuell festgelegt (fiir Gewinne zwischen 1,15 bis 1,20 und fiir Verluste 0,80 bis 0,85).

Von einer Amplifikation wurde bei einem Wert ab 1,5 gesprochen. In Einzelfillen wurden
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diese Schwellenwerte verindert, wenn anhand des Interpreters ein deutlicher Trend zu
beobachten war, der durch die Werte des 95% Konfidenzintervalls als signifikant angezeigt
wurde. Die Beschreibung der Veridnderungen erfolgte entsprechend der Nomenklatur fiir

humane Chromosomen fiir in-situ Hybridisierung.
Nicht bewertet wurden chromosomale Aberrationen auf Chromosom 1p32-pter, 13p, 14p, 15p,

19, 21p, 22p, den Telomeren, den Zentromeren und in heterochromatinreichen Abschnitten auf

1q, 9q, 16q, Yq (Kallioniemi et al. 1992).
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3. Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Parameter

3.1.1 Klinik

Das Kollektiv umfasste 75 primére pT3-KRK von 44 ménnlichen und 31 weiblichen Patienten.
Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 29 und 89 Jahren und
betrug im Mittel 69,2 Jahre (+ 11,7 Jahre) bei den Frauen und 65,7 Jahre (+ 14,4 Jahre) bei den
Minnern. Das Alter der médnnlichen und weiblichen Patienten zum Zeitpunkt der Operation

unterschied sich nicht signifikant (p=0,3, t-Test fiir unverbundene Stichproben).

3.1.2 Lokalisation

Von den 75 primédren pT3-KRK waren 26 proximale Kolonkarzinome (34,67 %), darunter
befanden sich sechs Fille im Zékum, 15 im Colon ascendens, zwei an der Flexura hepatica
und drei im Colon transversum. Die iibrigen 49 Fille lagen im Rektum (65,33 %) unterhalb

der peritonealen Umschlagsfalte. Jeder Tumor wurde im Gesunden reseziert (RO).

3.1.3 Malignitétsgrad

Das KRK wurde bei einem der 75 (1,25%) Patienten als G1, bei 57 (76 %) Patienten als G2
und bei den restlichen 17 (22,67 %) Patienten als G3 klassifiziert. Die proximalen und die

distalen KRK unterscheiden sich nicht signifikant im Differenzierungsgrad (Chi-Quadrat-
Test, Tab. 3.1.3/1).

Tabelle 3.1.3/1
Malignitidtsgrad bei 75 pT3-KRK Gesamt und nach Lokalisation

Grading Gesamt Proximales Kolon | Rektum P-Wert
G1 1 (1,3 %) 1(3,9 %) 0 (0 %) NA

G2 57 (76 %) 16 (61,5 %) 41 (83,7 %) 0,4

G3 17 (22,7 %) 9 (34,6 %) 8 (16,3 %) 0,2
Gesamt 75 (100 %) 26 (100 %) 49 (100 %)
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3.14 Lymphknotenstatus

Die durchschnittliche Anzahl untersuchter Lymphknoten betrug 25,5 pro Fall. Bei 40 der 75
Patienten (53,3 %) lagen regionidre Lymphknotenmetastasen (pN+) vor (Tab. 3.1.4/1). Bei den
proximalen Kolonkarzinomen lag in 14 Fillen (53,8 %) und bei den Rektumkarzinomen in 26
Fillen (53,1 %) ein positiver Lymphknotenstatus vor. Die proximalen und die distalen KRK
unterschieden  sich  nicht  signifikant  beziiglich eines  Vorhandenseins  von

Lymphknotenmetastasen (Chi-Quadrat-Test, Tab. 3.1.4/1).

Tabelle 3.1.4/1
Lymphknotenstatus bei 75 pT3-KRK gesamt und nach Lokalisation

pN-Status Gesamt Proximales Kolon | Rektum P-Wert
pNO 35 (46,7 %) 12 (46,2 %) 23 (46,9 %) 0,9
pN1 18 (24,0 %) 5 (19,2 %) 13 (26,5 %) 0,6
pN2 22 (29,3 %) 9 (34,6 %) 13 (26,5 %) 0,6
pN+ 40 (53,3 %) 14 (53,8 %) 26 (53,1 %) 0,9
Gesamt 75 (100 %) 26 (100 %) 49 (100 %)

3.1.5 Fernmetastasierung (M-Status)

Zum Zeitpunkt der Operation oder weniger als 3 Monate nach Erstdiagnose lag bei 12 (16%)
der insgesamt 75 Patienten eine synchrone Fernmetastasierung vor.

Von den 26 Patienten mit einem proximalen KRK wiesen 8 (31 %) eine synchrone
Fernmetastasierung auf, von den 49 Patienten mit einem Rektumkarzinom wiesen 4 (8,1 %)
eine synchrone Fernmetastasierung auf. Die proximalen und die distalen KRK unterschieden
sich signifikant beziiglich des Vorhandenseins von synchronen Fernmetastasen (p=0,03, Chi-

Quadrat-Test).

3.1.6 Klinisches UICC-Stadium

Bei 31 (44,3 %) der 70 Patienten mit bekanntem pM-Status zum Zeitpunkt der Operation
handelte es sich um Tumoren im klinischen UICC-Stadium II, bei 24 (34,3 %) Patienten um
Tumoren im UICC-Stadium III und bei 15 (21,4 %) Patienten um Tumoren im UICC-Stadium

IV (Tab. 3.1.6/1). Die proximalen Kolonkarzinome waren signifikant hdufiger im Stadium IV
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als die Rektumkarzinome (p=0,02, Chi-Quadrat-Test, Tab. 3.1.6/1).

Tabelle 3.1.6/1
Verteilung der UICC-Stadien bei 70 pT3-KRK

UICC-Stadium Gesamt Proximal Kolon | Rektum P-Wert
I 31(44,3 %) |9 (34,6 %) 22 (50,0 %) 0,6

111 24 (34,3 %) | 7 (26,9 %) 17 (38,6 %) 0,6

1AY 15 (21,4 %) | 10 (38,5 %) 51,4 %) 0,02
Gesamt 70 (100 %) | 26 (100 %) 44 (100 %)

3.2 Prognostischer Wert klinisch-pathologischer Parameter

3.2.1 Follow-up

Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich von 2 bis 103 Monaten und lag durchschnittlich bei
38 Monaten (+ 24 Monate). Bei 5 der 75 Patienten konnte nicht eruiert werden, ob bzw. wann
eine Metastasierung auftrat.

Als Progress wurde entweder eine synchrone oder metachrone Fernmetastasierung oder ein
Lokalrezidiv angesehen. Bei 25 (35,7 %) der 70 Patienten lag ein Tumorprogress vor, davon
bei 12 (17,1 %) Patienten als synchrone Fernmetastasierung, bei 9 weiteren (12,9 %) Patienten

als metachrone Fernmetastasierung und bei 4 Patienten (5,7 %) als ein Lokalrezidiv.

Im Laufe des Beobachtungszeitraumes sind 27 (38,6 %) der 70 Patienten verstorben, davon 16
(21,3 %) am Tumorleiden und 8 (10,7 %) an einer anderen Ursache. Bei 3 (4 %) Patienten war
die Todesursache unbekannt. Die restlichen 48 (64 %) Patienten lebten zum Zeitpunkt der

letzten Kontaktaufnahme noch.

322 Vergleich nach Lokalisation

Bei 10 (38,5 %) der 26 Patienten mit einem proximalen Kolonkarzinom und bei 15 (30,6 %)
der 49 Patienten mit einem Rektumkarzinom kam es innerhalb des Beobachtungszeitraumes zu
einem Tumorprogress. Die mittlere tumorfreie Uberlebenszeit lag beim Gesamtkollektiv bei
32,9 Monaten. Die Lokalisation des Primértumors hatte keinen signifikanten Einfluss auf das

rezidivfreie Uberleben (Rektum: 32,5 Monate, proximal: 33,6 Monate, p=0,6; log-
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rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.2/1).
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Abbildung 3.2.2/1
Rezidivfreies Uberleben in Abhiingigkeit von der Lokalisation bei 70 pT3-KRK

Sieben (26,9 %) der 26 Patienten mit einem proximalen Kolonkarzinom und 9 (18,4 %) der 49
Patienten mit einem Rektumkarzinom verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraumes an
dem Tumorleiden. Die mittlere Gesamtiiberlebenszeit lag fiir das Gesamtkollektiv bei 50,1
Monaten. Die Lokalisation des Primédrtumors hatte keinen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiiberleben (Rektum: 54,1 Monate, proximal: 42,6 Monate, p=0,5; log-rank/Mantel-
Haenszel-Test, Abb. 3.2.2/2).
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Abbildung 3.2.2/2
Gesamtiiberleben in Abhingigkeit von der Lokalisation bei 70 pT3-KRK
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Von den Patienten im UICC-Stadium III wiesen die Patienten mit einem Kolonkarzinom ein
signifikant lingeres tumorfreies Uberleben auf als die Patienten mit einem Rektumkarzinom

(p=0,04; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.2/3).
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Abbildung 3.2.2/3
Tumorfreies Uberleben in Monaten bei 24 Patienten mit einem pT3-KRKin Abhéngigkeit von
der Lokalisation bei einem UICC-Stadium III
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Abbildung 3.2.2/4
Gesamtiiberleben in Monaten bei 24 Patienten mit einem pT3-KRK in Abhédngigkeit von der
Lokalisation bei einem UICC-Stadium III

Tabelle 3.2.2/1
UICC-Stadium versus Gesamtiiberleben in Monaten bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK

Klinisches Stadium | Durchschnittliches Gesamtiiberleben in Monaten

Gesamtkollektiv| Proximales Kolon| Rektum

IT 48,0 52,7 46,1
11X 38,9 51,6 33,7
IV 28,7 27,2 31,6
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323 Vergleich nach Lymphknotenstatus

Die Patienten mit tumorfreien Lymphknoten (pNO) hatten mit 43,3 Monaten ein signifikant
lingeres tumorfreies Uberleben als die Patienten mit einem Tumorbefall der Lymphknoten
(pN1/pN2), welche eine mittlere tumorfreie Uberlebenszeit von 23,1 Monaten aufwiesen
(p=4.9 x 107; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.3/1). Dieser Effekt war unabhingig

von der Lokalisation des Primartumors zu beobachten.

Tabelle 3.2.3/1
Rezidivfreies Uberleben nach pN-Stadium bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK

Lymphknotenstatus | Durchschnittliches rezidivfreies Uberleben in Monaten
Gesamtkollektiv| Proximales Kolon| Rektum
pNoO 434 43,1 43,5
pN1 36,5 40,0 34,6
pN2 16,8 19,6 14,3
pN+ 23,1 26,9 20,6
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Abbildung 3.2.3/1
Tumorfreies Uberleben in Monaten in Abhéngigkeit von pN bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK

Die Patienten mit tumorfreien Lymphknoten (pNO) hatten mit 49,4 Monaten auch ein
signifikant lingeres Gesamt-Uberleben als die Patienten mit einem Tumorbefall der
Lymphknoten (pN1/pN2), welche eine mittlere Gesamt-Uberlebenszeit von 32,7 Monaten
aufwiesen (p=1,8 x 107 ; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.3/1). Dieser Effekt war

unabhiingig von der Lokalisation des Primédrtumors zu beobachten.
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Tabelle 3.2.3/2
Gesamtiiberleben nach pN-Stadium bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK

Lymphknotenstatus | Durchschnittliches Gesamtiiberleben in Monaten
Gesamtkollektiv| Proximales Kolon | Rektum
pNO 49,4 56,2 41,7
pN1 39,8 44.0 38,0
pN2 26,3 28,2 24.6
pN+ 32,7 33,9 31,9
e
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Abbildung 3.2.3/2
Gesamtiiberleben in Monaten in Abhédngigkeit von pN bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK

324 Vergleich nach Fernmetastasierung

Bei fiinf Patienten war es nicht moglich den Status der Fernmetastasierung zu eruieren. Bei 48
(68,6 %) der iibrigen 70 Patienten gab es im Beobachtungszeitraum keinen Anhalt fiir eine
Fernmetastasierung (Tab. 3.2.4/1). Bei den restlichen 22 (31,4 %) Patienten lagen Metastasen
vor. 12 (17,1 %) Patienten hatten entweder bereits zum Zeitpunkt der Operation oder innerhalb
von drei Monaten postoperativ synchrone Metastasen. Bei 9 (12,9 %) Patienten entwickelten
sich die Metastasen erst nach drei Monaten im Laufe des Beobachtungszeitraumes (von 3 bis
103 Monaten). Bei einem Patienten mit Fernmetastasierung konnte nicht eruiert werden, wann

die Metastasierung aufgetreten ist.
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Die Patienten, die keine Fernmetastasierung aufwiesen, lebten signifikant langer als Patienten
mit synchroner oder metachroner Fernmetastasierung (p =3 x 10”; log-rank/Mantel-Haenszel-
Test, Abb. 3.2.4/1). Die Patienten mit metachroner Fernmetastasierung hatten kein signifikant
langeres Gesamtiiberleben als die Patienten mit synchroner Fernmetastasierung (p=0,6, log-
rank/Mantel-Haenszel-Test). Dieser Effekt war unabhingig von der Lokalisation des

Primértumors zu beobachten.

Tabelle 3.2.4/1
Gesamtiiberleben versus Fernmetastasierung bei 69 pT3-KRK

Fernmetastasierung| Durchschnittliches Gesamtiiberleben in Monaten

Gesamtkollektiv| Proximales Kolon | Rektum
MO 45,1 52,2 41,6
M1 28,8 29,3 27,3
M2 34,3 19,0 38,7
M+ 31,1 27,2 34,7

MO: Im gesamten Beobachtungszeitraum lag keine Fernmetastasierung vor

M1: Fernmetastasierung lag zum Zeitpunkt der ED oder <3 Monate nach ED vor
M2: Fernmetastasierung entwickelte sich im Verlauf (>3 Monate nach ED)

M-+: Fernmetastasierung
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Abbildung 3.2.4/1
Gesamtiiberleben in Monaten bei 70 Patienten in Abhidngigkeit von Fernmetastasierung (0 = keine
Fernmetastasierung; 1 = synchrone Fernmetastasierung; 2 = metachrone Fernmetastasierung)

325 Vergleich nach klinischem UICC-Stadium

Patienten im UICC-Stadium II oder III zeigten ein signifikant lingeres Gesamtiiberleben

(p=2.5 x 10”7; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.5/1) als Patienten im Stadium IV.
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Abbildung 3.2.5/1
Gesamtiiberleben in Monaten bei 70 Patienten mit einem pT3-KRK in Abhédngigkeit vom
UICC-Stadium II bis IV

Von den Patienten im UICC-Stadium III wiesen die Patienten mit einem Kolonkarzinom ein
signifikant ldngeres Gesamtiiberleben auf als die Patienten mit einem Rektumkarzinom

(p=0,04; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.2.5/2).
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Abbildung 3.2.5/2
Gesamtiiberleben in Monaten bei 24 Patienten mit einem pT3-KRK in Abhédngigkeit von der
Lokalisation bei einem UICC-Stadium III
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3.3 CGH

3.3.1 Gesamtiibersicht

Alle 75 Tumoren wurden mittels der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH)
untersucht, und in 66 (88%) Tumoren wurden chromosomale Veridnderungen beobachtet, neun
Tumore zeigten keine Veridnderungen. Die Anzahl der genetischen Imbalancen in den
einzelnen Tumoren reichte von 0 bis 27 Veridnderungen, im Durchschnitt wiesen die Tumoren
7,5 Verdnderungen auf. Die Anzahl der Bruchpunkte reichte von 0 bis 20 bei einem Mittelwert
von 4,8, wobei bei 11 Patienten keine Bruchpunkte zu beobachten waren. Die Anzahl der
Zugewinne betrug im Mittel 3,6 und reichte von 0 bis 12, wobei 12 Patienten keine Zugewinne
aufwiesen. Die Anzahl der Verluste betrug im Mittel 3,9 und reichte von O bis 16, wobei 20

Patienten keine Verluste aufwiesen (Mittelwert 3,9).

Zugewinne waren am hiufigsten an 20q (41/75; 54,7%), 13q (34/75; 45,3 %), 8q (25/75;
33,3%), 20p (20/75; 26,7%), Tp (15/75; 20%), 12p (11/75; 14,7%), 7q (10/75; 13,3%), 6p
(9/75; 12%), 12q (8/75; 10,7%) und an 17q (8/75; 10,7%) (Tab. 3.3.1.3.1/1) zu beobachten.
Verluste waren am héufigsten an 18q (45/75, 60 %), 8p (24/75, 32 %), 4q (23/75, 30 %), 18p
(20/75, 26,7 %), 14q (17/75, 22,7 %), , 1p (15/75, 20 %), 17p (14/75, 18,7), 5q (12/75, 16
%), 15q (11/75, 14,7 %) und 3p (11/75, 14,7 %) (Tab. 3.3.1.3.2/1) zu beobachten.

3.3.2 Vergleich nach Lokalisation

Die 26 proximalen Kolonkarzinome und die 49 Rektumkarzinome wurden fiir die CGH-
Ergebnisse getrennt ausgewertet, wobei in Bezug auf die Lokalisation signifikante
Unterschiede vorlagen (Abb.3.3.2/1 und 3.3.2/2). Die pT3-Rektumkarzinome hatten
signifikant mehr chromosomale Imbalancen (durchschnittlich 8,8 versus 5,4, p=0,009;
Wilcoxon-Test), mehr Bruchpunkte (durchschnittlich 5,6 versus 3.4, p=0,008; Wilcoxon-
Test), mehr Zugewinne (durchschnittlich 4 versus 2,8, p=0,03; Wilcoxon-Test), und auch
mehr Verluste (durchschnittlich 4,7 versus 2,5, p=0,02; Wilcoxon-Test) als die proximalen
pT3-Kolonkarzinome. Desweiteren hatten tendenziell weniger Rektumkarzinome einen
normalen Karyotyp als die proximalen Kolonkarzinome (3/49 versus 6/26, p=0,06; Fisher-

Test).
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Abbildung 3.3.2/1

CGH-Ubersicht von 26 pT3-KRK bei
einer proximalen Lokalisation (griin=
Zugewinn, rot= Verlust)

= —

10 m 30 4]
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Abbildung 3.3.2/2
CGH-Ubersicht von 49 pT3-
Rektumkarzinomen

(griin= Zugewinn, rot= Verlust
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Im Vergleich der einzelnen Aberrationen mit der Lokalisation zeigte sich eine signifikante
Korrelation fiir einen Zugewinn an 20q (p=0,006; Fisher-Test), diese Aberration wurde
hiufiger bei den Rektumkarzinomen als bei den proximalen Kolonkarzinomen beobachtet (Tab.
3.3.2/1). Des Weiteren zeigte sich eine signifikante Assoziation mit der Lokalisation fiir einen
Verlust an 18q (p=0,001; Fisher-Test), 15q (p=0,006; Fisher-Test) und 14q (p=0,04; Fisher-
Test), sowie eine Tendenz fiir den Verlust an 18p (p=0,05; Fisher-Test). Auch diese Verluste
wurden hidufiger bei den Rektumkarzinomen als bei proximalen Kolonkarzinomen beobachtet
(Tab. 3.3.2/2). Die iibrigen hédufigsten Zugewinne und Verluste wiesen keine signifikante

Korrelation mit der Lokalisation auf.

Tabelle 3.3.2/1

Die 10 héufigsten chromosomalen Zugewinne bei 75 Patienten mit einem pT3-KRK

Chromosomen- | Gesamthaufigkeit Lokalisation p-Werte
Arm absolut (in %) Fisher-Test
Proximales Rektum
Kolon (in %)
(in %)
20q 41 (54,7) 10 (38,5 %) 31 (63,3 %) 0,006
13q 34 (45,3) 10 (38,5 %) 24 (49,0 %) 0,5
8q 25 (33,3) 5 (19,2 %) 20 (40,8 %) 0,1
20p 20 (26,7) 59,2 %) 15 (30,6 %) 0,4
Tp 15 (20,0) 6 (23,1 %) 9 (18,4 %) 0,8
12p 11 (14,7) 4 (15,4 %) 7 (14,3 %) 1,0
7q 10 (13,3) 4 (15,4 %) 6 (12,2 %) 0,7
6p 9 (12,0) 3(11,5 %) 6 (12,2 %) 1,0
12q 8 (10,7) 2 (7,7 %) 6 (12,2 %) 0,7
17q 8 (10,7) 2 (7,7 %) 6 (12,2 %) 0,7
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Tabelle 3.3.2/2
Diel0 hiufigsten chromosomalen Verluste bei 75 Patienten mit einem pT3-KRK

Chromosomen- | Gesamthiufigkeit Lokalisation P-Werte
arm absolut (in %) Fisher-Test
Proximales Kolon Rektum
(in %) (in %)
18q 45 (60,0 %) 9 (34,6 %) 36 (73,5 %) 0,001
8p 24 (32,0 %) 7 (26,9 %) 17 (34,7 %) 0,4
4q 23 (30,0 %) 7 (26,9 %) 16 (32,7 %) 0,8
18p 20 (26,7 %) 3(11,5 %) 17 (34,7 %) 0,05
4p 17 (22,7 %) 4 (15,4 %) 13 (26,5 %) 0,4
14q 17 (22,7 %) 2 (7,7 %) 15 (30,6 %) 0,04
Ip 15 (20,0 %) 5 (19,2 %) 10 (20,4 %) 1,0
17p 14 (18,7 %) 5 (19,2 %) 9 (18,4 %) 1,0
5q 12 (16,0 %) 2 (7,7 %) 10 (20,4 %) 0,1
15q 11 (14,7 %) 0 (0,0 %) 11 (22,4 %) 0,006
333 Vergleich nach Lymphknotenstatus

Tumore mit einem positiven Lymphknotenbefall wiesen tendenziell mehr Verdnderungen
(p=0,09; Wilcoxon-Test) und mehr Bruchpunkte (p=0,2; Wilcoxon-Test) auf als Tumoren ohne
Lymphknotenbefall; die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Tumore mit einem positiven Lymphknotenbefall zeigten signifikant hidufiger Verluste an 4q

(p=0,005; Fisher-Test) und 1p (p=0,02; Fisher-Test) als Tumore ohne Lymphknotenbefall.

3.34 Vergleich nach Fernmetastasierung

Es zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen dem Auftreten einer Fernmetastasierung

und der Anzahl der Veridnderungen (p=0,8; Wilcoxon-Test), oder dem Vorliegen spezieller

Veridnderungen (p > 0,1; Fisher-Test).
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3.35 Vergleich nach klinischem UICC-Stadium

Zwischen dem klinischen Stadium und der Anzahl der chromosomalen Verdanderungen (p>0,4;
Fisher-Test) sowie der Anzahl von Bruchpunkten lagen keine signifikanten Assoziationen vor
(p>0,1; Fisher-Test). Tumore in einem klinischen Stadium III/IV wiesen jedoch signifikant
hiufiger Verluste an 4q (p=0,04; Fisher-Test) und 1p (p=0,04; Fisher-Test) auf als Tumore im

klinischen Stadium II.

3.3.6 Chromosomale Aberrationen und tumorfreies Uberleben

Von den 9 Patienten mit einem Tumor ohne Aberrationen erlitt lediglich ein Patient wéahrend der
Beobachtungszeit einen Tumorprogress in Form einer metachronen Fernmetastasierung,
wihrend von den iibrigen 66 Patienten mit chromosomalen Aberrationen 25 einen Progress

erlitten, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,2, log-rank/Mantel-Haenszel-Test,

Abb. 3.3.6/1).
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Abbildung 3.3.6/1
Rezidivfreies Uberleben bei 75 Patienten mit einem pT3-KRK mit und ohne CGH-Aberrationen

Bei den Rektumkarzinomen kam es signifikant hdufiger zum Rezidiv als bei proximalen
Tumoren, wenn der Primédrtumor mehr als 9 chromosomale Aberrationen aufwies (p=0,0135,

log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.3.6/2).
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Abbildung 3.3.6/2
Rezidivfreies Uberleben bei 49 pT3-Rektumkarzinomen mit weniger oder mehr als neun chromosomalen
Aberrationen

Patienten, deren Tumor einen Verlust an 1p aufwies, hatten ein signifikant kiirzeres tumorfreies
Uberleben (p=0,01; log-rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.3.6/3) als Patienten, deren Tumor

keinen Verlust an 1p aufwies.
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Abbildung 3.3.6/3
Tumorfreies Uberleben in Abhédngigkeit von 1p Verlust bei 75 pT3-KRK Patienten

Patienten, deren Tumor einen Zugewinn an 12p aufwies, hatten ein tendenziell kiirzeres
tumorfreies Uberleben (p=0,07; log-rank/Mantel-Haenszel-Test) als Patienten, deren Tumor

keinen Zugewinn an 12p aufwies.
Lokalisationsabhingig zeigte sich bei den proximalen KRK, dass bei einem Zugewinn an 20p

und 6p sowie bei einem Verlust an 4p, 14q und 18p kein Tumorprogress auftrat. Beim distalen

KRK konnte bei einem Zugewinn an 17q kein Tumorprogress beobachtet werden.
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3.3.7 Chromosomale Aberrationen und Gesamtiiberleben

Von den neun Patienten, deren Tumor gar keine Aberrationen aufwies, verstarb lediglich ein
Patient am Tumorleiden, wihrend von den iibrigen 66 Patienten mit Aberrationen 15 Patienten
tumorbedingt verstarben, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,3, log-

rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.3.7/1).
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Abbildung 3.3.7/1
Gesamtiiberleben bei 75 Patienten mit einem pT3-KRK mit oder ohne chromosomale Aberrationen

Patienten, deren Tumor einen Zugewinn an 12p aufwies, hatten ein signifikant kiirzeres
Gesamtiiberleben als Patienten, deren Tumor keinen Zugewinn an 12p zeigte (p=0,03; log-

rank/Mantel-Haenszel-Test, Abb. 3.3.7/2).
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Abbildung 3.3.7/2
Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit von 12p Zugewinn bei 75 pT3-KRK Patienten

Die Rektumkarzinome mit einem Zugewinn an 8q wiesen ein fast signifikant besseres
Uberleben als die gegenseitigen Tumoren im proximalen Kolon (p=0,051, Abb. 3.3.7/3); fiir

das rezidivfreie Uberleben lag keine signifikante Assoziation vor.

48



10

o8
|

o4
|

proxma
disial

ﬂ_
=]

T T T T T T T
o 20 40 L1 a0 104 120 140

Abbildung 3.3.7/3
Gesamtiiberleben in Abhingigkeit von 8q Zugewinn bei 75 pT3-KRK Patienten
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4. Diskussion

4.1 Klinisch-pathologische Unterschiede zwischen proximalen und distalen KRK

und die prognostische Bedeutung in Bezug auf die Lokalisation

4.1.1 Lokalisation und Fernmetastasen

In der vorliegenden Arbeit war der bedeutendste klinisch-pathologische Unterschied zwischen
proximalen und distalen KRK der Grad der Fernmetastasierung und die daraus resultierende
Prognose fiir den Patienten. Es konnte festgestellt werden, dass Patienten mit proximal
lokalisiertem pMO-Tumor durchschnittlich zehn Monate (52,2 Monate) lidnger lebten als
diejenigen mit einem distalen pMO-Tumor (41,6 Monate). 31% der Patienten (8/26) mit einem
proximalen pT3-Tumor hatten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernemetastasen wohingegen
lediglich 9% (4/49) der Patienten mit einem distal lokalisierten Tumor synchrone
Fernemetastasen aufwiesen. Uberraschend ist die Tatsache, dass nur 11% (2/18) der proximalen
pMO-Tumore einen Progress zeigten und bei den distalen pMO-Tumoren eine Progressrate von
27% (11/41) zu beobachten war.

Die Literaturangaben zur klinischen Wertigkeit der synchronen und metachronen Metastasen
sind uneinheitlich. Die Arbeiten von Wang et al. und Taniai et al. zeigten, dass es keine
signifikanten Unterschiede im Gesamtiiberleben bei synchronen oder metachronen Metastasen
beim KRK gibt (Bramhall et al. 2003, Nordlinger et al. 1987, Taniai et al. 2006, Wang et al.
2007). Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass Patienten mit synchronen
Lebermetastasen einen biologisch ungiinstigen Primdrtumor aufwiesen, weil Tumorzellen
bereits vor der Therapie des Primarius in andere Organe streuten (Scheele et al. 1995).
Cummings et al. erlduterten, dass Patienten mit metachronen Metastasen ein besseres
Gesamtiiberleben zeigten (Cummings et al. 2007). Weiterhin stellten Nagashima et al. fest, dass
synchrone Lebermetastasen mit einer schlechten Prognose assoziiert waren (Nagashima et al.
2006). Weitere Autoren erkldrten jedoch, dass Patienten mit metachronen Metastasen eine
schlechtere Prognose in Bezug auf das Gesamtiiberleben hatten (Fong et al. 1997, Scheele et al.
1995, Sugihara et al. 1993) und dass das rezidivfreie Uberleben bei metachronen Metastasen
schlechter war als bei synchronen Metastasen (Zakaria et al. 2007). Obwohl die
Differenzierung zwischen proximalen und distalen KRK in der oben genannten Literatur
hinsichtlich der Fernmetastasierung fehlt, besteht dennoch Grund zur Annahme, dass

seitenabhingige Unterschiede im Metastasierungsverhalten zwischen proximalen und distalen
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KRK mit unterschiedlichen Mustern hinsichtlich der molekularen und zytogenetischen

Pathogenese zusammenhingen.

4.2 CGH-Unterschiede zwischen proximalen und distalen KRK sowie die

prognostische Bedeutung dieser Imbalancen

4.2.1 Ubersicht

Die wichtigsten in der Literatur angegebenen CGH- Verdnderungen beim KRK konnten in der
vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Bei den drei hiufigsten chromosomalen Zugewinnen an
20q, 13q und 8q in dem untersuchten Kollektiv konnte eine Korrelation mit den
Literaturangaben gezeigt werden. Die hiufigsten in dieser Arbeit beobachteten chromosomalen
Verluste an 18q, 8p und 4q wurden ebenfalls in der Literatur bereits beschrieben.

Es wird angenommen, dass chromosomale Aberrationen aus chromosomalen Instabilititen
(CIN) entstehen und vermehrt im distalen KRK vorkommen und bei einer proximalen
Lokalisation eher eine Mikrosatelliteninstabilitdt (MIN) besteht, die durch Defekte der DNA-
Reparaturgene bedingt ist (Breivik and Gaudernack 1999, Iino et al. 2000, Ionov et al. 1993,
Kim et al. 1994, Lothe et al. 1993, Salahshor et al. 1999, Thibodeau et al. 1993).

Die Beobachtung der vorliegenden Arbeit, dass die 26 proximal lokalisierten KRK weniger
chromosomale Imbalancen sowie weniger Bruchpunkte im Genom aufzeigten als die 49
distalen KRK und gleichzeitig normale Karyogramme aufwiesen fiihrt zu der Annahme, dass
das proximale KRK im Vergleich zum distalen KRK eine geringere Tendenz  zu
chromosomalen Instabilitdten zeigt; passend zu der bereits in der Literatur bekannten Annahme,
dass bei distalen KRK héaufiger eine chromosomale Instabilitit vorliegt als bei proximalen
Kolonkarzinome (Breivik und Gaudernack et al. 1999, Ionov et al. 1993, Kim et al. 1994, Lothe
et al. 1993, Salahshor et al. 1999, Thibodeau et al. 1993). Zudem wurde beobachtet, dass
vermehrte Imbalancen beim KRK eher mit einem metastasierten Tumor einhergehen (Ghadimi
et al. 2006).

Das biologische Verhalten der beiden Tumorlokalisationen unterscheidet sich nur in
bestimmten Punkten: proximale KRK hatten im Vergleich zu distalen KRK nur dann ein
signifikant lingeres tumorfreies Uberleben, wenn mehr als 9 Aberrationen vorlagen. Eine
dhnliche jedoch lokalisationsunabhéngige Beobachtung wurde von Rooney et al (Rooney et al.

2001) gemacht. Sie stellten fest, dass bei mehr als zwei chromosomalen Verdnderungen das
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Gesamtiiberleben besser war und begriindeten ihre Beobachtung mit der Erkldrung, dass ein
instabiles Genom einen Uberlebensvorteil darstellt.

Interessant war die Beobachtung, dass in der vorliegenden Arbeit von den insgesamt 9 KRK,
die keine chromosomalen Aberrationen aufwiesen, lediglich 1 Fall einen Progress zeigte. Dies
fithrt zur Annahme, dass ein instabiles Genom zwar im Gesamtiiberleben einen Vorteil
darstellen kann (Rooney et al. 2001) aber keinen Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben hat.

Es wird deutlich, dass nicht nur bestimmte chromosomale Verinderungen sondern auch die
Anzahl der Verdnderungen je nach Lokalisation des Tumors (proximal versus distal) die

Prognose beeinflussen konnen.

422 Veridnderungen an 4q und 1p und die prognostische Bedeutung

Die KRK, die Lymphknotenmetastasen aufwiesen und in einem schlechteren klinischen
Stadium diagnostiziert waren assoziiert mit Verlusten an den Chromosomenarmen 4q und 1p.
Diese Beobachtungen sind in der Literatur bekannt; Knosel et al. (Knosel et al. 2002), Al-Mulla
et al. (Al-Mulla et al. 1999) und Korn et al. (Korn et al. 1999) zeigten bereits, dass ein Verlust
an 4q héufiger in den Metastasen zu finden ist als in dem Primértumor; der Pathomechanismus
scheint eine reduzierte Apoptoserate bei einem Verlust an Chromosom 4 zu sein ( Al-Mulla et
al. 2006, De Angelis et al. 1999). De Angelis et al. (De Angelis et al. 2001) beobachteten, dass
das Gesamtiiberleben bei einem Verlust an 1p und 4q kiirzer war als ohne diese Veridnderungen
im Tumorgenom, und Knosel et al. (Knosel et al. 2003) stellten fest, dass KRK, die Verluste an
4q und 1p im Genom zeigten, mit einem schlechteren rezidivfreien Uberleben einhergehen. Die
vorliegende Arbeit bestitigte, dass ein Verlust an 1p mit einem schlechten rezidivfreien
Uberleben assoziiert ist. Es ist bereits bekannt, dass ein Verlust an Ip mit einer schlechten
Prognose und mit Fernmetastasen einhergeht (Ghadimi et al. 2006, Kambara et al. 2004,
Ogunbiyi et al. 1997). Anhand der vorliegenden Arbeit konnte bestitigt werden, dass
Verinderungen an den Chromosomen 4q und Ip beim KRK mit einer schlechten Prognose

einhergehen.

4223 Veridnderungen an 12p und die prognostische Bedeutung

Zusitzlich wurde beobachtet, dass bei einem Zugewinn an 12p das Gesamtiiberleben kiirzer ist
als ohne diese Veridnderung im Tumorgenom. Diese Aussage korreliert mit der von Diep et al

(Diep et al. 2004) festgestellten Beobachtung, dass ein Zugewinn an 12p mit einer
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Peritonealkarzinose beim KRK assoziiert ist. Culliford et al. (Culliford et al. 2001) und Sadeghi
et al. (Sadeghi et al. 2000) zeigten, dass eine Peritonealkarzinose fast immer ein nicht-kuratives
Tumorstadium darstellt. Demzufolge ist ein Zugewinn an 12p beim KRK mit einer schlechten

Prognose assoziiert; diese Aussage konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.

424 Veridnderungen an 20q, 18q, 15q sowie 14q und die prognostische Bedeutung

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass ein Zugewinn an 20q sowie Verluste an 18q, 15q
und 14q vermehrt im distalen KRK zu beobachten waren. Diese Beobachtung wurde in der
Literatur noch nicht beschrieben. Es wurde lediglich beschrieben, dass +20q, -15q und -18q mit
einem Progress (Hermsen et al. 2002) und +20q, -18q und -14q mit einer schlechteren Prognose
assoziiert waren (Aragane et al. 2001, De Angelis et al. 2001, Liu et al. 2007) sowie +20q und -
18q in einem Spétstadium der Tumorerkrankung oder in der Metastase des Primarius auftreten
(Al-Mulla et al. 1999, Aragane et al. 2001, Aust et al. 2000, Diep et al. 2004, Knosel et al.
2002, Liu et al. 2007, Nakao et al. 2000, Vogelstein et al. 1989). Nakao et al. (Nakao et al.
2000) stellten sogar die Hypothese auf, dass anhand chromosomaler Aberrationen eine
Einteilung der Tumore in Bezug auf die Metastasierung in low- und high-grade Gruppen
erfolgen und dementsprechend eine Therapie eingeleitet werden kann. Diese Aussage muss mit
Vorsicht betrachtet werden, weil die Sensitivitdt und Spezifitit der CGH unklar ist. In der
vorliegenden Arbeit gab es 27 Patienten, die zwar einen Zugewinn an 20q im Tumorgenom
zeigten aber klinisch keine Metastasen hatten, auf der anderen Seite sah man acht Patienten, die
diese Veridnderung nicht hatten aber dennoch Metastasen aufwiesen.

Knosel et al. (Knosel et al. 2003) und Ried et al. (Ried et al. 1996) widerlegten zum Teil die
oben angegebenen Literaturnachweise. Ried et al. beschrieben ein Zugewinn an 20q als ein
frithes Ereignis in der Tumorigenese des KRK und Knosel et al. fanden heraus, dass ein
Zugewinn an 20q und ein Verlust an 18q mit einem ldngeren tumorspezifischen
Gesamtiiberleben einherging. Zudem erklirten sie, dass chromosomale Verdnderungen, die eine
Tumorinitiation induzieren wie ein Zugewinn 20q eine geringere prognostische Relevanz haben
als spitere Veridnderungen der Tumorigenese, die mit einem Tumorprogress assoziiert sind
(Knosel et al. 2003). Anhand der bekannten Literatur kann vermutet werden, dass die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Veridnderungen, die vermehrt im Rektum zu beobachten
waren, prognostisch schlecht sind obwohl kein Zusammenhang zwischen einem Zugewinn an
20q und Verlusten an 18q, 15q sowie 14q und dem Gesamtiiberleben beobachtet werden

konnte.
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4.2.5 Veridnderungen an 20p, 6p, 14q, 4p sowie 18p und die prognostische Bedeutung

Weitere lokalisationsabhéngige Ergebnisse dieser Arbeit waren Zugewinne an 20p und 6p
sowie Verluste an 14q, 4p und 18p. Man beobachtete dass, bei diesen Verdnderungen die
proximalen KRK keinen Progress zeigten. Trotz fehlender Literaturnachweise geben diese
Beobachtungen Grund zur Annahme, dass bestimmte chromosomale Aberrationen, die im
proximal lokalisierten KRK auftreten mit einem prognostisch giinstigen Krankheitsverlauf
assoziiert sind. Es ist bereits bekannt, dass MSI- assoziierte und demnach eher proximale KRK
genomische Veridnderungen an den Chromosomen 5q, 12p und 17p zeigen. Huang et al. (Huang
et al. 1996) stellten 1996 fest, dass bei MSI-Tumoren ebenfalls Mutationen im APC-Gen (5q),
K-ras-Gen (12p) und im p53-Gen (17p) auftreten. Die Arbeiten von Al-Mulla et al. (Al-Mulla
et al. 1999) und Knosel et al. (Knosel et al. 2002) untersuchten Veridnderungen beim
Primértumor und den Metastasen. Sie zeigten, dass ein Zugewinn an 6p (Al-Mulla et al. 1999)
und ein Verlust an 4p (Knosel et al. 2002) mit einem metastasierten KRK (Dukes’ D) assoziiert
waren; es wurde jedoch keine Unterscheidung zwischen distal versus proximal aufgefiihrt. Es
stellt sich die Frage ob bei einer Unterscheidung zwischen distalen und proximalen KRK, die
proximal lokalisierte KRK trotz Metastasierung eine bessere Prognose gezeigt hitten. Aufgrund

der fehlenden Literatur kann die Frage hier nicht beantwortet werden.

4.2.6 Veridnderungen an 17q und die prognostische Bedeutung

Eine weitere lokalisationsabhingige Verdnderung war ein Zugewinn an 17q. Die distal
lokalisierten KRK mit dieser Aberration zeigten keinen Progress. Korn et al. und Al-Mulla et
al. erkldrten 1999 jedoch, dass ein Zugewinn an 17q bei Tumoren im Stadium IV oder bei
Dukes’ D-Tumoren, demnach im metastatasierten Tumorstadium, zu beobachten ist (Al-Mulla
et al. 1999, Korn et al. 1999). Aust et al. bestitigten diese Aussage im Jahre 2000 (Aust et al.
2000). Knosel et al. sprechen von einem aggressiven Tumorphénotyp bei einem Zugewinn von
17q im Genom (Kndosel et al. 2002). Diese Arbeiten haben jedoch die Verdnderung an 17q nicht
lokalisationsabhingig untersucht; deswegen ist es wohl eine berechtigte Uberlegung ob diese
Veridnderung abhingig von der Lokalisation des Tumors (proximal versus distal) mit einer
unterschiedlichen Prognose assoziiert ist. Dies sind jedoch Vermutungen, die bis dato nicht
belegt werden konnten. Dariiber hinaus wird diese Veridnderung an 17q beim KRK als

kontrovers diskutiert (McLeod und Murray 1999).
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S. Zusammenfassung

Epidemiologische und morphologische Unterschiede zwischen proximalen und distalen
kolorektalen Karzinomen basieren teilweise auf der unterschiedlichen Lokalisation. Beim KRK
wurden zwei pathogenetisch unterschiedliche Entstehungsmuster beschrieben, welche mit der
Lokalisation (proximal versus distal) assoziiert sind. Es wurde bereits gezeigt, dass die
proximalen KRK héufiger mit einer Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) einhergehen und dass bei
den distalen KRK vorwiegend eine chromosomale Instabiliédt (CIN) vorliegt.

Das Ziel dieser Arbeit war es mogliche Unterschiede in chromosomalen Mustern und die
daraus resultierende Prognose zwischen 26 proximalen und 49 distalen KRK mit einem pT3-
Tumorstadium mittels komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) zu ermitteln.

Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede zwischen den distalen und proximalen KRK; der
Grad der Fernmetastasierung sowie unterschiedliche chromosomale Verdnderungen und die
daraus resultierende Prognose sind dabei hervorzuheben. Dabei zeigten die Patienten mit einem
proximal lokalisierten pMO-Tumor durchschnittlich ein zehn Monate (52,2 Monate) lidngeres
Gesamtiiberleben als diejenigen mit einem distalen pMO-Tumor (41,6 Monate). 31% der
Patienten (8/26) mit einem proximalen pT3-Tumor hatten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
Fernemetastasen, wohingegen lediglich 9% (4/49) der Patienten mit einem distal lokalisierten
Tumor synchrone Fernmetastasen aufwiesen. Im Wesentlichen konnten die in der Literatur
bekannten Ergebnisse bestitigt werden; es wurden aber auch neue Erkenntnisse gewonnen.
Abhingig von der Lokalisation gingen bestimmte Verdnderungen mit unterschiedlicher
Prognose einher.

Neue Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Verdnderungen +20q, -18q, -15q
und -14q vermehrt im Rektum zu beobachten waren; diese Veridnderungen gehen nach der
Literatur mit einer schlechten Prognose einher.

Weiterhin konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit belegt werden, dass die
Veridnderungen +20p, +6p, -14q, -4p und -18p mit einer Lokalisation im proximalen Kolon
nicht mit einem erhdhten Progress assoziiert waren.

Auf der anderen Seite sah man bei dem hier untersuchten Kollektiv, dass bei einem Zugewinn
an 17q die distalen KRK keinen Progress aufwiesen.

Hier wird deutlich, dass die vorliegende Arbeit bestimmte chromosomale Verdnderungen
aufzeigen konnte, die je nach Lokalisation mit einer unterschiedlichen Prognose einhergehen

koOnnen.

55



Zusitzlich unterstiitzen die vorliegenden Ergebnisse das Konzept, dass die distalen KRK eine
hohere Tendenz zur chromosomalen Instabilitit aufweisen, weil sie mehr chromosomale
Imbalancen sowie mehr Bruchpunkte als die proximalen KRK im Genom aufwiesen.

Zusammenfassend lenken die oben aufgefiihrten Beobachtungen die Aufmerksamkeit beim
KRK auf eine lokalisationsspezifische Evaluierung molekularer Marker, die eventuell das
biologische Verhalten und somit die Prognose in proximalen und distalen KRK prognostizieren
konnen. Aus diesem Grund sind groflere prospektive Studien denkbar, die die seitenspezifische

Wertigkeit von zytogenetischen und molekularen Markern untersuchen konnen.
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