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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Klinik des Kolon- und Rektumkarzinoms

Die Inzidenz der kolorektalen Karzinome in Europa stieg in den letzten 20 Jahren von
5 bis 15 po 100 000auf etwa 15 ks 25 an. Trotzdem war in den letzten 40 Jahren
eine Abnahme der Mortalitét zu beobadhten. Dies lag vor dlem an den intensiven
Mal3nehmen zur Friherkennurg und der damit verbuncenen Vorverlegung der
Diagnose und dr Behandlung von frihen Stadien. Somit ist das Kolon und
Rektumkarzinom eines der wenigen Tumoren, das trotz einer zunehmenden Inzidenz
eine énehmende Mortditdt zu verzeichnen hat. Statistisch gesehen betrégt das
Lebenszeitrisiko, um an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, etwa 5 — 6%,
wéhrend dbs Risko an einem solchen Tumor zu versterben bel 2,5 — 3% liegt
(Schmoll et a, 1999.

Weltweit liegt der Anteil der Kolon- und Rektumkarzinome an den gesamten
malignen Tumorerkrankungen bei ca 9%. Sie sind somit in den USA sowohl bei den
Frauen der 3. haufigste Tumor nach dem Mamma- und Bronchialkarzinom, a's auch
bei den Mannern nach dem Prostatas und Bronchialkarzinom (American Cancer
Society, 200)). In Deutschland stellen de Kolon- und Rektumkarzinome sogar mit
32,9 Sterbefdlen bei den Méannern und 40,1Fdlen bei den Frauen je 100 000
Einwohrern altersdandardisiert jewells die zweithaufigste Todesursache dar
(Tumorzentrum Minchen, 200).

In der Bundesrepulik Deutschland kann de jahrliche Neuerkrankungsrate nur mit
Hilfe des saalandischen Krebsregisters abgeschétzt werden. Dieses gibt fur Manner
und Frauen getrennt 30 s 40 Neuerkrankungen pro 100 O0OEinwohrer und Jahr an.
In verschiedenen Landern weichen die Neuerkrankungsraten teilweise sehr stark
voneinander ab. So sind de hdchsten urter der weil3en Bevolkerung von Kalifornien
und den japanischen Einwohrern vonHawaii (54/100 00Q zu finden, wéhren sie zum
Beispiel in Israd oder Gambia (1,3100 00Q am niedrigsten sind (Schmoll et a,
1999.

Die Inzidenz steigt ab dem 45. Lebengjahr stell an underreicht um das 65. Lebengjahr
ihren Haufigkeitsgipfel. Im Alter zwischen 50 und 80Jahren werden 70% der



Diagnasen eines kolorektalen Karzinoms gestellt, wobei in letzter Zeit ein Anstieg der
Inzidenz fur die Altersgruppe von 35Jahren zu verzeichren ist.

Eine Vielzahl von Studien und Analysen zeigen de Bedeutung von Umweltfaktoren
bei der Entstehung von Kolon- und Rektumkarzinomen auf. Dabel spielen de
ERgewohnleiten neben familidren und lereditdren Faktoren und dr egenen
Prédilektion de gréfde Rolle (Hsing et a, 1999. So steigt das Risiko bei tierischen
Fetten, bal rotem Fleisch und l& einer faser-, gemise- und kalziumarmen Erndhrung.
Dazu tragen auch mangelnde korperliche Bewegung und eine ehdhter Bierkonsum
bei (Giovannucd et a, 1994 und 1998 Allerdings zweifeln neuere Studien de Rolle
von faserreicher Kost bel der Adenomentstehung, die oft Ausgangspunkt bei der
Karzinomentwicklung sind, an (Bonithon-Koppet a, 2000.

90% der Karzinome entstehen auf diese Art und Weise durch de Mutation einer
Vidzahl von Genen in der Adenom-Karzinom-Sequenz. Die restlichen 10% der
Kolon und Rektumkarzinome entstehen durch karzinogene Einflisse auf dem Boden
einer genetischen Pradisposition (Vogelstein et al, 1988 Toribara @ a,1995. Zu
diesen genetischen Alterationen zéhlt die familidre alenomatdse Polyposis (FAP), die
familigre juvenile Polypaosis, das Peutz-Jehgers-, Gardner- und Turcot-Syndrom
(Hamilton et al, 1999 und dbs hereditére nichtpolyptse kolorektale Krebssyndrom
(HNPCC-Syndrom; Peltomaki et a, 1997.

Fur die Zukurft muss das Ziel sein de Inzidenz dieser Karzinome durch ene
gedgnete Pravention zu reduzieren.

Dabei spielt die primére Prévention duch d&tetische und medikamentdse Mal3nahmen
eine wichtige Rolle. Es Dllten bereits erste Erkenntnisse umgesetzt werden, obwohl
die endguiltige Klarung erst noch in grofen Studien stattfinden muss Bis jetzt hat sich
abgezeichnet, dassdie Einnahme von nedrigdosierter Acetylsali cylsdure (100 mg/Tag
p.o. bs zum Lebensende) zu einer Risikoreduktion vonca 40— 50% flihren soll. Der
Wirkungsmedanismus ist auf die Hemmung der Cyclooxygenase-2 zurtickzufihren
(Giovannuwca et al, 1999. Daraufhin wurden grofZ klinische Studien initii ert, um die
Wirksamkeit spezifischer Cyclooxygenase-2-Inhibitoren zur Prévention von Kolon
und Rektumkarzinome zu testen. N-Acetyl-L-cystein-Protease-Inhibitoren,
Antioxidantien und Glutathion-S-Transferase-Induktoren, Folsdure (mehr as
400ul/Tag), sowie moglicherweise Buttersdure (Indukion von Apoptose) oder

Folinsdure (Korrektur einer gestorten DNA-Methylierung) (Levin et al, 1995 stellen



weitere M 6gli chkeiten zur Chemopravention dar. Zusétzlich sollte auf eine vermehrte
korperliche Bewegung geaditet werden.

Der nadhste Schritt ist die sekunddre Prévention. Dabel handelt es sch um
Screeningmethoden, de ene Karzinomfriherkennurg erleichtern sollen. Hier sollte
primér zum Nadcweis von cccultem Blut der Hadmoccaulttest eingesetzt werden. Auch
eine digitale-rektale Untersuchung erweist sich als snnvdl, da sie Prozese bis
maximal 10 cm ab ano ereichen kann. Zusdtzlich missen dagnostische und
therapeutische Strategien, in Form von Rekto-Sigmoidoskopien (bei Bedarf mit einer
Koloskopie kombiniert), fir Risikogruppen entwickelt werden. Dazu zdhlen var alem

Patienten mit den olen genannten Formen der famili &ren Krebssyndrome.

1.2. Metastaserungswege

Kolonkarzinom

Beim Kolonkarzinom findet zuerst meist eine Metastasierung tber den Lymphabfluss
statt. Dabel entsprechen die Abflussvege der arteriellen Versorgung entlang der A.
ileocolica, A. colica dextra, den beiden Asten der A. colica media und cem kurzen
Stamm der A. mesentericainferior mit der A. colicasinistraund den Aa. sigmoideae
Es finden sich im algemeinen de befallenen Lymphknden nicht weiter als 2 — 3 cm
vom Tumorrand entfernt.

Als ein Lymphkndenbefall der pN1- (1 bis 3 Lymphknden befallen) und pN2-
Kategorie (mehr als 4 Lymphknden befallen) gilt eine Metastasierung in de
parakolischen Lymphknden. Die pN3-Kategorie wurde mit der neuen UICC-
Klasdfikation von 1997abgeschafft. Befalene Lymphknden, de Uber die oben
genannten Hauptstamme hinausreichen, z.B. paraaortal, werden als juxtaregionére
Lymphknden bezeichnet und gelten nach der neuen Klassfikation al's Fernmetastasen
(M1Lywm).

Die Leber ist aufgrund des vendsen Abflusses Uber das Pfortadersystem das erste
Metastasierungsorgan. Die Lunge ist der zweithaufigste M etastasierungsort. Es folgen
in der Haufigkeit Skelettmetastasen und Befall von Nebenniere und Gehirn. Eine
peritonede Metastasierung kann sich im fortgeschrittenen Stadium finden.



Rektumkarzinom

Beim Rektumkarzinom findet dhnlich wie beim Kolonkarzinom zuerst meist eine
Metastasierung Uber den Lymphabfluss satt. Dagegen fuhrt das Rektum nur relativ
wenig Lymphgefalie, so dassdie Moglichkeit der Metastasierung erst mit der Invasion
in de Muscularis mucosaeund Submukaosa beginnt. Dabel verlaufen de Lymphgeféiie
entlang der A. redalis superior zur A. mesentericainferior und Uler die Aa redales
inferiores zur seitli chen Bedkenwand Uber die Arteria ili acainterna Gefél3e. Bei sehr
tiefen Tumorsitz besteht aber auch de Mdglichkeit dhnlich dem Anakarzinom nac
distal undinguinal zu metastasieren.

Nad der UICC-Klasdfikation von 1997werden befalene Lymphknden dstal der
Abzweigung der A. mesenterica inferior in das N1- oder N2-Stadium eingeteilt.
Darliber hinaus reichende Lymphknden gelten definitionsgemald als Fernmetastasen
(M1Lywm).

Die venGsen Metastasierungsorgane gleichen denen beim Kolonkarzinom, jedoch

kommen Lungenmetastasen beim Rektum gehauft vor.

TNM-Klasgfikation und Stadiengruppierung des Kolon- und Rektumkarzinoms
(UICC, 1997

T Primartumor

X Primartumor kann richt beurteilt werden
TO Kein Anhalt fir Primartumor

T1 Carcinomain situ*
T2 Tumor infiltriert Submukosa
T3 Tumor infiltriert die Muscularis propria hindurch in die Subserosa oder in nicht

peritonedi siertes perikoli sches oder perirektales Gewebe
T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen? und/oder perforiert das
viszerale Peritoneum
Anmerkungen:
Tis liegt vor, wenn Tumorzellen innerhalb der Basalmembran der Driisen (intragpithelial), oder in der
Lamina propria (intramukos) nachweisbar sind, ohne dass eine Ausbreitung durch die Muscularis
mucosaein die Submukosa feststell bar ist.
“Direkte Ausbreitungin T4 schliel}t auch die Infiltration anderer Segmente des Kolorektums auf dem
Weg (ber die Serosa én, z.B. die Infiltration des Sigma durch ein Zokalkarzinom.




N Regionédre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurtellt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 3 regiondre Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionédren Lymphknoten
pNO: Regionédre Lymphadenektomie und histologische Untersuchung ibli cherweise von 12 oder mehr
Lymphknoten

Anmerkung Ein mehr as 3 mm grofies Tumorkndtchen im perirektalen oder perikolischen
Bindegewebe ohne histologischen Anhalt fir Reste a@nes Lymphknotens wird in der N-Kategorie ds
regiondre Lymphknotenmetastase klassfiziert. Ein Tumorknétchen bis 3 mm Grofe wird in der T-

Kategorie ds diskontinuierliche Ausbreitung d.h. T3, klasdfiziert.

M Fernmetastasen
MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Stadiengruppierung

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium | T1, T2 NO MO Dukes A
Stadium 11 T3, T4 NO MO DukesB
Stadium 111 jedesT N1, N2 MO DukesC
Stadium IV jedes T jedesN M1 Dukes D

Anmerkung Dukes B setzt sich zusammen aus einer Gruppe mit besserer (T3 NO MO) und schlechterer
(T4 NO MO0) Prognose, ebenso Dukes C (jedes T N1 MO und jedes T N2 MO).

Grading
GX Differenzierung kann richt bestimmt werden
Gl Gut differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Schledt differenziert
G4 Undifferenziert




1.3. Prognosefaktoren beim Kolon- und Rektumkarzinom

Die heutigen Therapierichtlinien beim Kolon- und Rektumkarzinom richten sich vor
alem nach der TNM-Klassfikation der UICC. Um die angestrebte individuelle
Tumortherapie aich tatsadlich zu ereichen, bedarf es weterer und reuer
Prognosefaktoren, de in der Lage sind, eine genauere Einteilung und
Risikoabschdtzung einer Tumorerkrankung zu ermdglichen. Erst dadurch kann eine
unter interdisziplindren Gesichtspunken opimale Therapiestrategie in de Wege
geleitet werden.

Dass ein Prognasefaktor von der UICC auch als ein solcher akzeptiert wird, muss er
mehrere Kriterien erfullen. Fur die Evaluation muss die intra-/interinstitutionell e
Messvariabilit & getestet werden, der neue Prognosefaktor mit etablierten korreliert
werden, ein begrenztes Kollektiv univariat endpunkanalysiert werden, das Koll ektiv
auf mindestens 100 auswertbare Patienten erweitert werden, des Patientengut einer
anderen Institution gleich statistisch analysiert werden undeine Konfirmation in einer
prospektiven, mogli chst multi zentrischen Studie stattfinden.

Damit der Prognosefaktor dann akzeptiert wird, muss die Methode standardisiert
werden, multivariat gegen etablierte Prognosefaktoren in einem zweiten Datenset
einer anderen Institution mit moglichst einer anderen Mef3methode signifikant sein,
eine zusétzliche prognostische Information erbringen, fir einen Endpunk und ein
Patientenkall ektiv definiert sein und duch eine praktikable Methode fir die meisten
behandelnden Institute preisginstig und poblemlos bestimmbar sein (Hermanek,
1999.

Nur wenn ein Faktor auf diese Weise evaluiert wurde, hat er die Moglichkeit, als
Prognosefaktor durch de UICC akzeptiert zu werden. Zu den etablierten Faktoren
zdhlen auf der einen Seite sogenannte konventionell e Parameter, wie zum Beispiel das
TNM-System, das die anatomische Ausbreitung des Tumors kategorisch erfasd, as
auch nreue biologische Faktoren, de aif die biochemischen und molekularen

Eigenschaften des Tumors eingehen.

Etablierte und neue Prognosefaktoren

Die TNM-Kategorien der UICC sind von grofder Bedeutung bei den etablierten
Faktoren. Sie beschreiben de &tuelle Tumorausdehnurg in Form  der



Tumorinvasionstiefe pT, des nodalen Status pN und der pM-Kategorie (Auftreten von
Fernmetastasen) (Hermanek et a, 1995.

Auch das histologische Grading (Newland et al, 1994 Hermanek et al, 1995, das tber
den Differenzierungsgrad des Tumors Auskunft gibt, wurde von der UICC als
Prognoseparameter etabliert. Allerdings konnte man sich immer noch nicht auf eine
weltweit einheitli che Klasgfikation einigen.

Ebenso stellt die Tumorinvasion in Blut- oder Lymphgefél3e @nen in zahlreichen
Studien etabli erten Prognosefaktor dar (Chapuis et al, 1985 Michelass et a, 199)).
Von chirurgisch therapeutischer Seite spielt vor alem der Residuatumorstatus eine
wichtige Rolle fur die Prognose (Hermanek et al, 1994. In desem Zusammenhang
kommt auch der Erfahrung des Zentrums und des behandelnden Chirurgen eine
wichtige unabhéngige Bedeutung zu (McArdle d@ al, 1991 Hermanek et al, 1995.

Der einzige eabli erte tumorbiol ogische Faktor mit einer unabhéngigen prognostischen
Bedeutung ist der Tumormarker CEA. Dieser Marker hat bei préoperativ erhdhten
Serumwerten (cutoff-Wert: 5 ng/ml) eine signifikant schledhtere Prognaose und sollte
in das TNM Staging System Eingang finden (Wanebo et al, 1978 Lindmark et al,
1995.

Es gibt eine Fille von Prognoseparametern, de in einer Vielzahl von Studien ihre
Unabhangigkeit gezeigt haben und lereits teilweise in den Pathologiebericht integriert
werden. Fur ihre endgultigen Etabli erung mangelt es nur an einer Bestdtigung in einer
statistisch urenfecdhtbaren Studie.

So ist die Mikrosatteliteninstabilit & charakterisiert durch de Langenunterschiede von
einfadhen, repititi ven Mikrosattelitensequenzen, de im gesamten Genom vorkommen.
Nacdhgewiesene Veranderungen in desen DNA-Sequenzen, meist durch Mutationen
von Missnatch Repair Genen verursacht, sind mit einer verbesserten Prognose
korreliert (Sankila & al, 1999.

Weitere molekulare Marker des Tumorgewebes in Hinsicht auf das Uberleben sind der
Verlust des ,Deleted In Colon Cance” (DCC) Gens (Shibata @ a, 1999, de
Mutation des k-ras Gens (Cerottini et a, 1998, erniedrigte p27 Protein Werte (Loda &
al, 1997, Nachwels des Bcl-2 Gen Produkes (Ofner et al, 1995 und de Mutation des
Tumorsuppresorgens p53 (Hamelin et a, 1999.

Dann gibt es noch Faktoren, dein ersten Studien bereits eine prognostische Tendenz
zeigen konren, aber noch in weiteren Studien urtersucht werden missen. In dese
Kategorie gehdren zum Beispiel CA 19-9, CA 72— 4, Sidosyl-Tn, Glycoprotein 72,



MUC-1 Muzin, Laminin, EGF-R, aber auch de Proteasen uPA, der Rezeptor uPA-R
und de Inhibitoren PAI-1 undPAI-2, sowie Kathepsin D (Ubersicht bei Compton et
al, 2000.

1.4. Tumorinvasionsasziierte Proteasen und deren I nhibitoren

Kathepsin D |==p> :

: Rezxptor

T v
Kathepsin B,L =»y
UPA | ==—p
Cystatine
Kifit:c];ggne tPA # V
- Plasmin |=—p H

alpha-2-Makroglobulin MatriX-
apre2Anipestn J| Metall oproteasen

Abbildung 1 Aktivierungssequenz der tumorinvasionsassoziierten Proteasen urd die physiologisch
vorkommenden Inhibitoren (Nekarda, 2007).

Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (UPA)

Die Serinprotesse UPA ist das zentrale Molekil der perizelluldren Proteolyse.
Wahrend viele normale Zellen uPA in physiologischer Hohe sezernieren, konrte die
erhohe Sekretion zuerst beim Ovarialkarzinom nachgewiesen werden (Astedt et a,
1976. Inzwischen wurden erhdhte Werte fir eine Vielzahl von malignen Tumorzell en
dargestellt (Ubersicht bei Schmitt et al, 1997. Seine Funktion ist die Umwandung
von inaktiven Plasminogen in aktives Plasmin. Die Sekretionsform von UPA ist ein
Proenzym (pro-uPA; 52 kDa), das nahezu keine egene enzymatische Aktivitét besitzt.
Pro-uPA besteht aus den drei folgenden funktionell unabhéngigen Einheiten:



- Die, growth-fador-like”-Doméne (GFD), @hnlich dem epidermalen growth-facor
(EGF) (Appella @ a, 1987.

- Die,Kringle“-Doméne, die ene Bindurgsdelle enthélt.

- Die Serinproteasen-Domane, mit einer katalytischen Triade.

Dieses pro-uPA wird duch mehrere Faktoren in de &tive Form Uberfihrt. Dabei
entsteht durch de Einwirkung von Kathepsin B und L, hochmolekularen Kalli krein,
dem Nervenwachstumsfaktor-gamma und duch Plasmin  das Sgenannte
hochmolekulare uPA (HMW-uPA). Eine weitere &tive Form (niedermolekulares =
LMW-uPA) entsteht durch die Abspatung des amino-terminalen Fragments (ATF)
mit 36 kDa Beide &tiven Formen von WPA konren sowohl durch Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), as auch duch Typ 2 (PAI-2) in vivo inhibiert
werden. Dabei entstehen stabile 1:1 stochiometrische Komplexe zwischen den
Inhibitoren und WPA (Andreasen et a, 1986. Diese Komplexe konren internalisiert
und duch Endazytose agebaut werden (Nykjae et a, 1992 und 1997 Da die
Inhibitoren meist im Uberschuss vorhanden sind, liegt uPA im physiologischen

Zustand meist in der inaktiven Form vor.

Urokinase Plasminogen Aktivator-Rezetor (UPA-R; CD 87)

UPA-R ist ein zystinreiches hochglykolysiertes Rezeptorproteinmolekil, das zuerst
1985entdeckt wurde (Vassli et al, 1985. Das Molekil hat ein Gewicht von 55 Da,
besteht aus zwei homolgen Domanen undist in der Zellmembran mit einem Glykosyl-
phosphatidyl-inositol (GPI)-Anker verankert (Dano et a, 1994. Beide oben
beschriebenen aktiven Formen von WPA kénren an desem Rezeptor binden. Durch
eine zusdtzliche Anlagerung von PAI-1 entstehen sogenannte dreifach Komplexe
(UPA/UPA-R/PAI-1-Komplex), die durch Endazytose asfgenommen und abgebaut
werden. Der dadurch freiwerdende uPA-R wird dann erneut in de Zellmembran
eingebaut. Auch geldstes UPA-R, duch das Enzym Phosphdipase C von der
Zéellverankerung abgetrennt, kannin vivo nachgewiesen werden (Stephens et a, 1997.



Kathepsin D

Kathepsin D ist eine Aspertat-Endopeptidase mit katalytischer Aktivitét bel einem pH-
Wert 2,8 — 5,0. Es kommt physiologisch in Lysosomen und Phagosomen vor.
Kathepsin D kann sowohl as Proenzym (52 kDa), as auch in Form eines aktiven
Enzyms (48 kDa), das in zwei weitere Untereinheiten urtertellt werden kann (34 kDa
und 14kDa), in vivo nachgewiesen werden (Schwartz, 1995 Rochefort et a, 1999.
Die proteolytische Kaskade nimmt mit Kathepsin ihren Ausgang (siehe Abbildung 1).

Plasminogen Aktivator Inhibitoren Typ 1 (PAI-1) und Typ 2 (PAI-2)

PAI-1 undPAI-2 gehdren zur Superfamilie der Serin-Protease-Inhibitoren (Serpine)
(Ubersicht bei van Meijer et al, 1995.

PAI-1

PAI-1 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 50 KDa. Seine Funktion
ist die physiologische Inhibition von eém Plasminogen-Aktivator vom Gewebetyp
(tPA). Das von einer Vielzahl von namalen Zell en sezerniertes Molekll hat aber auch
eine gering inhibitorische Wirkung auf LMW- bzw. HMW-uPA und Plasmin. Sowohl
im Blut als auch im perizelluldren Raum bindet PAI-1 sofort an Vitronedin (Deng et
al, 1995. Nur gebuncknes PAI-1 ist aktiv, wahrend freies PAI-1 sofort in de inaktive
Form konwertiert (Stefansonet a, 1996.

PAIL-2

PAI-2 kommt physiologisch sowohl in glykolysierter (70 kDa), als auch in nicht
glykolysierter Form (48 kDa) vor. Seine Funktion ist die physiologische Inhibition
von UPA. Die von Tumorzellen, aktivierten Monazyten und Trophobastenepithel
sezernierte Form ist stabil und kereits biologisch aktiv. Bindurgsproteine konrten his
jetzt noch nicht nadhgewiesen werden.
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1.5. Bedeutung der Proteasen und deren Inhibitoren bei der

Tumor metastasierung

Die aus mehreren Schritten bestehende metastatische Kaskade beginnt mit der
Losldsung von Karzinomzellen aus dem Zellverband duch einen Verlust der Zell-
Zell-Adhasionen (Ghadimi et al, 199§ Liotta @ al, 1997). Um dannin das Blut- bzw.
Lymphsystem zu gelangen bedarf es einer Proteolyse und Invasion cer extrazellularen
Matrix. Proteolytische und adhésive Prozese werden erneut zur Festsetzung der
Tumorzellen im Zielorgan bendtigt. Fir die Etablierung der Metastase spielt die
Neoangiogenese ane wichtige Roll e (siehe Abbildung 2).

Primartumor

Proliferation
Ploidie
Wachstumsfaktoren

Proteolyse
W) Migration
Adhésion

Lymphknoten

Infiltration
Invasion

Fernmetastase
Isolierte Tumorzellen Proliferation
»Mikrometastase* Evas(iion Apoptose
,,dorlr‘r?ancy“ 0 Angiogenese
o~ 5Cl
S -1 Knochenmark Y 0o 0O
o 7 — 14

Abbildung 2 Grundprinzipien der lokalen Tumorprogresson urd Metastasierung im Sinne @ner
»minimal residualen Tumorkrankheit* (Nekarda, 2001).

Fur die Zel-Zel-Adhasion spielt primér die Cadherin/Catenin-Komplexinteraktion
neben anderen Adhasionsmolekilen eine wichtige Rolle.

Die perizell ulére Proteolyse |auft Gber einen Kaskadenprozessab (siehe Abbildung 1),
in deren Zentrum die Umwandung von rezeptorgebundenem Plasminogen in
aktiviertes Plasmin steht (Schmitt et al, 1997 Reuning et al, 1999. Aber auch uPA hat
eine agene proteolytische Aktivitdt, die extrazelluldre Matrix abbauen kann und
aktiviert eigensténdig die Matrixmetall oproteinasen MM P-2 undMM P-9. Der Grund,
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dass die Proteolyse in gerichteter Weise &lauft, liegt an der an Zelen
rezeptorgebuncdenen proteolytischen Kaskade.

Adhéson« Migration
Tumorzéle _
Integri RGD
Pro-

Kathepsin D
Autoaktivierung

/

Vitronectin

SMB

RGD

uPA
Rezeptor

Pro-uP, uPA
»

_ ‘ PAI-1
Kathepsin D
Degradation der Extrazel ulé&rmatrix

Abbildung 3. Die avei Funktionen des Plasminogenaktivatorkomplexes:
1. Perizdlulére Degradation der Matrixstrukturen durch Proteolyse

2. Steuerungder gerichteten Migration urd Adhésion der Zelle (Nekarda, 2007)

PAI-2

Die Aktivierung von Plasminogen geschieht durch rezeptorgebundenes uPA und kann
sowohl durch eine Bindurg von PAI-1, as auch vonPAI-2 verhindert werden (Elli s et
a, 1990. Dabei verbleibt PAI-2 als physiologischer Inhibitor am Rezeptor bis zu
seinem Abbau, wéhrend PAI-1 zusammen mit uPA und dem Rezeptor sofort
endazytiert und abgebaut wird (Cubdllis et a, 1990. Der Rezeptor bleibt in seiner
funktionellen Form erhalten undzirkuliert zurlick an de Oberflache. Bei migrierenden
Zellen kann dadurch natrlich der uPA-Rezeptor an der Oberflache verschoben
werden (Estreicher et al, 1990.

Bel der Verankerung von Tumorzellen an Matrixproteinen spielt Vitronedin eine
wichtige Rolle. Dieses bindet Uber sogenannte Integrine an de Zelle, de
Bindurgsdelle ist das Tripeptid RGD. Auch befindet sich eine Somatomedin-B-
Doméne (SMB) an einer anderen Stell e des Vitronedinmolekils (Seiffert et al, 1997),
die die Bindurgsdelle fur aktives PAI-1 darstellt. Durch eine Bindurg des uPA-
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Rezeptors an de Integrine kann mit dem Vitronedin eine stabil er Komplex entstehen,
der wiederum eine uPA vermittelte Bindurg mit dem an Vitronedin gebundenen PAI-
1 eingehen kann (Wei et a, 1996. Die Loslosung der Tumorzelle vom Vitronedin
und somit vom Tumorzellverband ist deshalb alein abhédngig von der PAI-1-
Konzentration. Eine Erhéhurg fuhrt folglich zu einer vermehrten rezeptorvermittelten
Tumorzellmohilit & (siehe Abbildung 3).

1.6. Fragestelung

Ziel der Arbeit ist es an einem definierten Patientengut mit einem residualtumorfrel

resezierten Kolon oder Rektumkarzinom folgende Fragestell ungen zu urtersuchen:

1. ob de zu urtersuchenden Faktoren UPA, UPA-Rezeptor, Kathepsin D und de
Inhibitoren PAI-1 undPAI-2 im Tumorgewebe ehdht sind,
ob eine prognostische Korrelation zum Uberleben gefunden werden kann,

3. ob im Vergleich zu anderen bereits etablierten Faktoren eine egensténdige
unabhéngige prognasti sche Bedeutung besteht,

4. ob eine Riskostratifizierung (Prognasemodell) mit Hilfe der CART-Analyse
definiert werden kann,

5. ob sich signifikante Unterschiede in der Hohe der Werte von WPA, UPA-R,
Kathepsin D, PAI-1 undPAI-2 im Vergleich vonKolon und Rektumkarzinom
ergeben.
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2. Patienten, Material und M ethoden

2.1. Patienten

Von den am Klinikum Redts der Isar operierten Patienten mit einem Kolon oder
Rektumkarzinom wurde im Zeitraum von 31988 — 11/1996 voninsgesamt 530
Patienten Gewebe entnommen und urserer Tumordatenbank zugefihrt.

Um in das Studienkallektiv aufgenommen zu werden, musden sie den folgenden

Einschluskriterien gentigen:

RO — Resektion
Zum Zeitpunkt der Operation keine Fernmetastasen
Ausreichend as®rviertes Tumormaterial fir eine vali de Beabeitung

W Dd P

Keine neoadjuvante Therapie

Insgesamt erfiillten 305 Patienten mit Kolon- oder Rektumkarzinom (bis 15 cm ab
Linea aocutaneg die oben genannten Einschlusskriterien (= Studienkall ektiv).

Die Lokalisation der Karzinome verteilte sich wie in Tabell e 1 angegeben:

L okalisation Anzahl

Kolon undRektumkarzinom n=305(100%)
Appendix n=1(0,3%)
Coeaum n=27(8,%)
Kolon ascendens n=29(9,5)
Redhte Flexur n=8(2,6%)
Kolon transversum n=13(4,3%)
Linke Flexur n=10(3,3%)
Kolon descendens n=12(3,%)
Sigma n =48 (15, M%)
Rektosigmoid n=5(1,6%)
Proximales Rektum n=38(12,5%)
Mittl eres Rektum n =69 (22,6%)
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Distales Rektum n=45(14,8%)

Tabelle 1: Lokalisationsverteilungder Kolon- und Rektumkarzinome

Dabei handelte es sch in 280 (91,8%) Fallen um einen Primartumor, in 5 (1,6%)
Falen un en kdorektales Zweitkarzinom und in 20 (6,6%) Falen weder um ein

kolorektales Zweit- noch Drittkarzinom.

2.1.1. Kolon

Wie aus der oberen Tabelle zu erkennen ist, ergaben sich flr das gesamte Kolon eine
Kollektivzahl von 153Patienten (50,246).

Dabel handdte es sch um 88 (57,36 der Patienten mit Kolonkarzinom) méannliche
und 65(42,%%) weibli che Patienten.

Das mediane Alter betrug 66 Jahre (35 — 90 Jahre) zum Zeitpunkt der Operation. Der
Median der Nadhbeobadhtungszeit war 47 Monate (16 — 121 Monate). In desem
Zeitraum traten 25Todesfélle (16,3%) innerhalb des K olonkarzinomkoll ektivs auf.
Die Vertellung der Patienten nach dem Stadium und der TNM Klasdfikation (UICC
1997 zeigt Tabelle 2.

Stadium Kategorie Studienkoll ektiv
(UICC 1997 n=153
Stadium | T1,NO, MO 6
n=27(17,6%) T2,NO, MO 21
Stadium I T3, NO, MO 62
n=72(47,1%) T4,NO, MO 10
Stadium Il T1,N1,MO 1
n=54(35,3) T2,N1,MO0 1
T3,N1, MO 29
T4,N1,MO0 7
T1,N2,MO0 0
T2,N2, MO 1
T3,N2,MO0 8
T4,N2, MO 7

Tabelle 2: Stadienverteilungder Kolonkarzinome
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Anaog zu den Richtlinien des Tumorzentrums Minchen wurden Patienten mit einem
Kolonkarzinom Stadium Il einer adjuvanten Chemotherapie zugeflhrt
(Tumorzentrum Miinchen, 200).

2.1.2. Rektum

Beim Rektum untersuchten wir mit 152 Patienten (49,8%) eine &nlich hote Fall zahl
wie beim Kolon.

Die Geschlechtsvertell ung teilte sich in 94(61,8% der Patienten mit Rektumkarzinom)
mannliche und 58(38,2/%) weibli che Patienten auf.

Hier betrug der Altersmedian 63 Jahre (26 — 93 Jahre) und de mediane
Nacdbeobadtungszeit 46 Monate (6 — 109 Monate). Wahrend deser Zeit traten 29
Todesfélle (19,1%) ein.

Die folgende Tabelle gib auch hier Aufschlusstber die Auftellung nach Stadium und
TNM Kategorie (UICC 1997 des Rektumkarzinomkoll ektivs:

Stadium Kategorie Studienkoll ektiv
(UICC 1997 n=152
Stadium | T1,NO, MO 12
n=49(32,2%0) T2,NO, MO 37
Stadium I T3,NO, MO 43
n=48(31,6%) T4,NO, MO 5
Stadium Il T1,N1,MO0 1
n =55 (36,2%) T2,N1,MO0 11
T3,N1,MO0 23
T4,N1, MO 6
T1,N2,MO 1
T2,N2,MO 6
T3,N2,M0 6
T4,N2,MO 1

Tabelle 3: Stadienverteilungder Rektumkarzinome

Neoadjuvant vorbehandelte Patienten wurden von dm  Studienkall ektiv
ausgeschlossen. Adjuvant behandelte Patienten wurden aber eingeschlossen. So

erfolgte bel einer histologisch gesicherten Lymphkndenbeteiligung eine aljuvante
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Chemotherapie. Nicht vorbehandelte Karzinome, die in der postoperativen Histologie
lokal fortgeschritten waren, erhielten eine aljuvante Radio-, Chemotherapie. Bei uT4
Karzinomen wurde aulferdem eine intraoperative Bestrahlung in Betradht gezogen

(Tumorzentrum Minchen, 200).

2.1.3. Normale Schleimhaut

Insgesamt wurde von 91 Patienten namae Schleimhaut gewonren, um die
Medianwerte der Proteasen undinhibitoren mit dem malignen Gewebe zu vergleichen.
Dazu wurde 66 ma Schleimhaut aus normalem Kolon und 25ma aus normalem

Rektum entnommen und ar ELISA-Mesaung zugefihrt.

2.1.4. Datendokumentation und Nachsorge

Die Nachsorgedaten der Patienten in deser Studie ehielten wir durch telefonische
Gespradhe mit den Patienten und dren Hausérzten. Im Falle a@nes Rezidivs oder
Todesfall es wurde der letzten Arztbrief zur Datenverifizierung herangezogen.

Alle Klinischen und hstopathologischen Daten wurden dann in einen strukturierten
Erfassungsbogen im chirurgisch-onkdogischen Labor dokumentiert und auf ihre
Vollstandigkeit geprdift.

Aus diesem Bogen flossen folgende Parameter in de Statistik mit ein:

Alter Alter des Patienten zum Zeitpunk der Operation

Geschleat Geschledht des Patienten: mannlich-weiblich

pT —Kategorie Nach der UICC, 1997 pT1-pT4

pN —Kategorie Nacd der UICC, 1997 pNO-pN2

Stadium Nach der UICC, 1997 Stadium | —1lI

Grading Nach der UICC, 1997 G1 -4

Tumorlokalisation Lokdisation im Kolon odr Rektum nadh der
UICC,1997

A_Censor An Karzinomfolgen verstorben
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Uberlebenszeit Anzahl der Monate bis zum Tod oder letzter
Nadsorge

uPA ELISA-Wert des Plasminogenaktivators  vom
Urokinasetyp (= Urokinase)

uPA-R ELISA-Wert des Urokinase-Rezeptors

Kathepsin D ELISA-Wert von Kathepsin D

PAI-1 ELISA-Wert des Plasminogenaktivator Inhibitors Typ
1

PAI-2 ELISA-Wert des Plasminogenaktivator Inhibitors Typ
2

Tabelle 4: Aufstellungder verwendeten Parameter

2.2. Material

Gleich an de Resektion anschliefSend wurde sowohl aus dem Tumor als auch aus der
normalen Schleimhaut ein mindestens 1 cm® grofRes Gewebestiick entnommen, in
flissgem Stickstoff schockgefroren und s zur weiteren Verarbeitung dort gelagert.

Fir die ELISA-Mesaung in dieser Studie bendtigten wir von dem Tumorgewebe 20 —
30 Schnitte von 60 um Dicke, die in einem gekihlitem Kryo-Rohrchen assrviert
wurden. Zur Beurtellung des Tumoranteils wurde zu Beginn und am Schluss der
jeweiligen Serie @n 7um dicker Schnitt hergestellt. Nadch einer konventionellen
Farbung mit Hamatoxylin / Eosin wurden dese Schnitte mikroskopisch kortrolli ert.

Zur Weiterverarbeitung wurden de tiefgekihlten Kryostatschnitte mit dem
Mikrodismembrator der Firma Braun-Melsungen (Mesungen, Deutschland)
pulverisiert und in 400 yl TBS (0,02 M TrissHClI — 0,125 M NaCl, pH 8,5
aufgenommen. Um die Extraktionsmenge zu steigern wurde dem Puffer 1%
nichtionisches Detergenz Triton X-100 (SIGMA, Munchen, Deutschland) zugesetzt.
Bel 4°C wurde die Suspension zuerst Gber Nadt kontinuierlich gemischt und dann
durch Ultrazentrifugation de Zytosol- von der Kern- bzw. Zelfragmentfraktion
getrennt. Bis zur definitiven Verarbeitung wurde der Uberstand in 50 pl-Aliquas

aufgeteilt underneut in flissgem Stickstoff tiefgefroren.
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2.3. Methodeder ELISA-Mesaing

Die Extraktionswerte des Tumorgewebes und der normalen Schleimhaut wurden mit

kommerziell erhdtlichen ELISA-Kits gemessen. Zwei Kontrollen zur Plausibilit &

wurden immer mitgefuhrt.

1. Zdlkulturtberstand einer Mammakarzinomzellli nie mit hohen Proteasenwerten
(Prof. Schmitt, Frauenklinik der TU Minchen).

2. Gepodter Laborstandard aus 6 gastrointestinalen Karzinomen.

Zur Standardisierung wurden de Extraktionswerte der biochemischen Parameter dem

Gesamtprotein des Gewebes in Korrelation gesetzt.

Nachweis von uPA

UPA wurde mit dem IMUBINDO uPA-ELISA-Kit der Firma american diagnostica
(#8949 gemessen. Die unterste Nachweisgrenze lag bel 10 py uPA/ml Probe. Der
ELISA-Kit erkannte uPA in Form von Einzellketten, de sekretorische Vorstufe pro-
uPA undHochmol ekulargewichtsformen von WPA.

Die Intrasssayvarianz lag zwischen 0,36 und 12,44, die Interassyvarianz lag bei
7,%%.

Nachweis des uPA-Rezeptors

Der uPA-Rezeptor wurde mit dem IMUBINDO Total uPA-R-ELISA-Kit der Firma
american diagnostica (#893 gemes®n. Die unterste Nachweisgrenze lag bel 0,1 rg
UPA-R/ml Probe. Es wurde von dm Assay sowohl l6sliches wie natives uPA-
Rezeptor-Protein, als auch uPA-Rezeptor-Komplexe ekannt.

Die Intrasssayvarianz lag zwischen 4,86 und 9,86, de Interassyvarianz lag bei
7,6%.

Nachweis von Kathepsin D

Kathepsin D wurde mit dem Rapid Format Cathepsin D-ELISA-Kit der Firma
oncogene science (# QIA 29) gemessen. Die unterste Nadhweisgrenze lag bel 6,25 g
Kathepsin D/ml Probe. Sowohl die inaktive Vorlauferform, als auch de &tive Form
von Kathepsin D wurden durch den Test erkannt.

Die Intrasssayvarianz lag zwischen 2,26 und 12,84, die Interassayvarianz bei 4,6%.
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Nachweisvon PAI-1

PAI-1 wurde mit dem IMUBINDO PAI-1-ELISA-Kit der Firma american diagnostica
(#821) gemessen. Die unterste Nachweisgrenze lag bel 50 ug PAI-1/ml Probe. Der Kit
erkannte sowohl inaktives (latentes), as auch aktives und in Komplexen gebundenes
PAI-1.

Die Intrasssayvarianz lag zwischen 0,6 und 10, P6, Interassyvarianz lag bei 6,2%.

Nachweisvon PAI-2

PAI-2 wurde mit dem IMUBINDUO PAI-2-ELISA-Kit der Firma american diagnostica
(#823 gemes=n. Die unterste Nachweisgrenze lag bel 50 pg PAI-2/ml Probe. Mit
dem Assay konrte sowohl niedermolekulares und hahmolekulares, als auch de frel
und gebundene Form von PAI-2 erkannt werden.

Die Intrasssayvarianz lag zwischen 0,26 und 10,846, die Interassayvarianz bei 2,6%.

Bestimmung von Protein

Die Extraktionswerte der enzelnen Proteasen und Inhibitoren wurden dem
Gesamtprotein des Gewebes in Korrelation gesetzt. Die Bestimmung des Proteins
wurde mit dem Pierce-BCA-Proteinassay (PIERCE, Rockford, IL) durchgefirt.

Die Intrasssayvarianz lag bel 4,82%.

2.4. Methoden der Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem SPSSSoftware Paket (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) im Institut fir Medizinische Statistik und Epidemiologie (IMSE)
der Tedhnischen Universitdt Minchen (Direktor: Univ.-Prof. A. Neil3) durchgefhrt.
Die durch de maximal selektionierende log-rank Statistik ermittelten cutoff-Werte
wurden optimiert, um Gruppen mit hohem bzw. niedrigem Risiko in Hinsicht auf die
Prognose zu dfferenzieren.

Gruppenbezogene Kurven fur das Gesamtlberleben wurden nach Kaplan-Meier
berechnet und dargestellt (Kaplan u. Meier, 1958. Mit dem log-rank Test wurden de
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der einzelnen Gruppen berechnet (Peto u. Peto,
1972.
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Der Einfluss der einzelnen Variablen in Bezug auf das Gesamtuberleben wurden mit
dem propartional-hazards-model von Cox sowohl uni- als auch multivariat untersucht
(Cox, 1972. Mit diesem Modell wurden auch de relativen Risiken fur die
verschiedenen prognostischen Variablen nach der Unterscheidung in hach und riedrig
und de entsprechenden 93%-K onfidenzintervall e bestimmit.

Unterschiede in den Medianwerten von WPA, UPA-R, Kathepsin D, PAI-1 undPAI-2
zwischen Kolonkarzinom und Rektumkarzinom in den einzelnen Stadien wurde mit
Hilffe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefihrt, da keine Normalverteilung
angenommen werden konrte. Mit dem gleichen Testverfahren wurde die Vertellung
der einzelnen Proteasen zwischen dem normalen undmali gnen Gewebe vergli chen.
Eine weitere Methode zur Entwicklung eines Prognosemodells gellt die CART-
Anayse (Classficaion and Regresson TreeAnalysis) dar (Breimann et a, 1984
Segal, 1988. Dabel wird das Kollektiv in jedem Analyseschritt in zwel Pfade mit
maximaler Differenz hinsichtlich des Risikos unterteilt. Bei der CART-Anayse
konren de Wedsalwirkungen der einzelnen Faktoren urtereinander sehr gut beurteilt
werden. Das Ergebnis besteht in mehreren Subgruppen mit ungleichem Risiko.
Generell wurde en p-Wert von< 0,05als sgnifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Kolon

3.1.1. uPA

Normalwerte und Tumorwerte

Normale Kolonschleimhaut (n = 66) hatte e@nen medianen uPA Gehalt von 0,40
ng/mg Protein. Die Spannweite der Werte reichte von 0,12 ig/mg bis 2,87 rg/mg
Protein. Dagegen war der Median im Kolonkarzinomgewebe (n = 153) 3,46 rg/mg
Protein unddamit um den Faktor 8,65erh6ht. Die Werte reichten von 0,20 g/mg bis
15,03 m/mg Protein. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein hachsignifikantes p <

0,001f0r den erhdohten medianen Wert im Tumorgewebe.

Prognostische Wertigkeit

Fur uPA fand sich in der maximal selektierenden log-rank Statistik ein signifikanter
cutoff-Wert (p = 0,01) von 4,06ng/mg Protein. Dabei konrnten 93 Patienten (60,8%)
mit einem niedrigeren Risiko von 60Patienten (39,26) mit einem erhdhten Risiko
unterteilt werden. In der Gruppe mit dem Niedrigrisiko traten 10 Todesféle (10,8%)
auf, wahrend in der anderen Gruppe 15 Patienten (25%) verstarben. In der Kaplan-
Meier-Kurve zeigten sich 5-JULR von 72,36 und D,4%.
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Abbildung 4 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir uPA (p = 0,01)

3.1.2. uPA-R

Normalwerte und Tumorwerte

Die normale Kolonschleimhaut (n = 66) ergab einen medianen uPA-R Gehalt von 1,66
ng/mg Protein. Die Werte reichten von 0,26 g/mg bis 9,33 rg/mg Protein. Die Werte
in den Tumorextrakten (n = 153 reichten von1,01 ry/mg bis 24,40 my/mg Protein und
hatten einen Median von 6,55 g/mg Protein. Diese waren somit um den Faktor 3,95
erhoh. Auch hier ergab der Mann-Whitney-Test ein p < 0,001 fUr den erhohten

medianen Tumorwert.

Prognostische Wertigkeit

Die maximal selektierende log-rank Statistik ergab fur uPA-R enen signifikanten
cutoff-Wert (p = 0,02 von 6,57 g/mg Protein. Es ergaben sich zwei Gruppen mit
unterschiedlichem Risiko. Das Hochrisikokall ektiv mit 75 Patienten (49,0%) hatte 17
Todesféle (22,P%6) zu verzeichnen, wahrend in dem Niedrigrisikokallektiv mit 78
Patienten (51,0%) 8 Todesfall e (10,3%) auftraten. Es ergaben sich 5-JULR von 75,26
und 91,0%.
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Uberlebenskurve fir uPA-R (p = 0,02)

3.1.3. Kathepsin D

Normalwerte und Tumorwerte

Bel Kathepsin D lag der Median im normalen Kolongewebe (n = 66) bei 13108,14
ng/mg Protein. Dabel reichten de Werte von 740 ig/mg bis 23712 m/mg Protein. Bel

einem minimalen Kathepsin D Wert von 1986 g/mg Protein und maximalen von
45966 my/mg Protein ergab sich ein Median fur das maligne Gewebe (n = 153 von
11510 m/mg Protein. Dieser war nicht signifikant um den Faktor 1,14 erniedrigt. Das
Signifikanzniveau im Mann-Whitney-Test war nicht signifikant.

Prognostische Wertigkeit

Mit 7853 rg/mg Protein wurde fur Kathepsin D ein signifikanter cutoff-Wert (p =
0,02 in dem maximal selektierenden log-rank Test gefunden. Die Patientengruppe (n
= 31, 20,3%6) mit dem erh6hen Risiko hatte 8 Todesfélle (25,8%) zu verzeichren,
wahrend auf die andere Gruppe mit 122 Patienten (79,7®6) 25 Ereignisse (20,%)
fielen. Die entsprechenden 5-JULR betrugen 70,86 und 865%.
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Abbildung 6. Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir Kathepsin D (p = 0,02)

3.1.4. PAI 1

Normalwerte und Tumorwerte

Der Gehalt von PAI-1 in namaer Schleimhaut (n = 66) lag im Median bei 1,68
ng/mg Protein. Die Werte reichten von 0,53— 42,78 ng/mg Protein. Der mediane
Tumorwert (n = 153) war mit 14,26 my/mg Protein um den Faktor 8,5 holer als in
normaler Schleimhaut. Die Signifikanzberechnurg im Mann-Whitney-Test ergab ein

p < 0,001fur die ehdhten Proteasen im Tumorgewebe.

Prognostische Wertigkeit

Ein signifikanter cutoff-Wert (p = 0,02 fir PAI-1 fand sich bei 26,57 mymg Protein
unter der Anwendurg der maximal selektierenden log-rank Statistik. Mit diesem
cutoff-Wert konrten 109 Patienten (71,26) mit einem signifikant niedrigeren
Uberlebensrisiko von 44 Patienten (28,8%) unterschieden werden. Die beobadtete
Sterberate in der Niedrigrisikogruppe war 11,%6 (n = 12) gegentiber 27,36 (n=13) in
der Hochrisikogruppe. Die 5-JULR lag bei 88,8% und 71,06.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Uberlebenskurve firr PAI-1 (p = 0,02)

3.1.5. PAI-2

Normalwerte und Tumorwerte

Fur PAI-2 lag der Median in der normalen Schleimhaut (n = 66) bei 0,65 ry/mg
Protein und fatte dabel eine Spannweite von 0,01 i¢/mg bis 15,57 my/mg Protein. Der
mediane PAI-2 Wert im Tumorgewebe (n = 153) war um den Faktor 4,62 signifikant
mit 3,0 rg/mg Protein erhoht. Die Extraktionswerte des Karzinomgewebes reichten
von 0,02— 88,76 m/mg Protein. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,001.

Prognostische Wertigkeit

Bei PAI-2 konrte keine prognostische Unterscheidung im maximal selektierenden log-
rank Test hinsichtlich des Uberlebens gefunden werden (p = 0,08. Es wurde der
forma héchste Pe&k bel 1,74 m/mg Protein zur Testung genommen, da kein
optimierter Wert ermittelt werden konrte. Die entsprechende Kaplan-Meier Kurve

zeigte keinen signifikanten Unterschied bei diesem cutoff-Wert.
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Abbildung 8 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fir PAI-2 (p = n.s.)

3.1.6. Multivariate Cox-Regressonsanalyse

Die Variablen Alter, pT, pN, Grading, uPA, uPA-R, PAI-1, PAI-2 undKathepsin D
wurden in gezeigter dichotomer Vertellung der uni- und multivariaten Anayse
zugefuhrt. Dabei waren pN, das Grading, uPA, uPA-R, PAI-1 und Kathepsin D im
univariaten Cox- Modell signifikant. In der multivariaten Analyse zeigte sich, dassnur
pN, Grading und PAI-1 das Signifikanzniveau fur eine unabhéngige Variable
erreichen konrten. Die zuerst gewahlte Variable und somit von gréder prognostischer
Relevanz war das Grading mit einem relativen Risiko von 3,6(Konfidenzintervall: 1,5
— 8,5. Darauf folgte pN mit einem relativen Risko von 4,3 undenem
Konfidenzinterval von 1,9 ls 10,2. Zuletzt wurde PAI-1 mit einem relativen Risiko
von 2,4(Konfidenzintervall: 1,1—5,4) ausgewahlt.
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Variable

Univariate Analyse

Multivariate Analyse

cutoff- p-Wert pWert Reatives Konfidenz-
Wert Risko intervall
Alter 68 - - - -
pT 1+2 - 3+4 - - - -
PN 0-1,2 <0,001 <0,001 4,3 1,9-10,2
Grading 142 - 3+4 <0,001 0,004 3,6 1,5—
uPA 8,5
uPA_R 4,06 0,019 - = =
Kat D 6,57 0,028 = = =
PA|-1 7853 0,022 - - -
PA[-2 26,57 0,02 0,031 2,4 1,1-5,4
1,74 - - - -

Tabelle 5: Uni- und multivariate Ergebnisse der Cox-Regressonsanalyse beim Kolonkarzinom

3.1.7. CART-Analyse

Die CART-Analyse wurde mit den selben Variablen wie die Cox-Regressonsanalyse
durchgefiihrt. Auch de Dichotomisierung samtlicher Variablen wurde exakt

Ubernommen.

Es konrte nur eine Unterteilung fur das Grading mit p < 0,001gefunden werden. Die
Untergruppe mit dem niedrigen Risiko bestand aus 95 Patienten (62,1%), von denen 8
(8,4%) wahrend des Nachbeobadhtungszeitraumes verstarben. In der Gruppe mit dem
holen Risko waren 58 Patienten (37,9%).

Davon

verstarben in der

Nadbeobacttungszeit 17 (29,3%). Eine weitere Unterteil ung wurde nicht gefunden.
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3.2. Rektum

3.2.1. uPA

Normalwerte und Tumorwerte

In der normalen Rektumschleimhaut (n = 25) betrug der Median des uPA Wertes 0,38
ng/mg Protein undreichte von 0,10 ig/mg bis 1,36 rg/mg Protein. Die Tumorextrakte
(n = 152 befanden sich in einem Bereich zwischen 0,07 m/mg und 21,17ng/mg
Protein. Der Median war mit 3,15 rg/mg Protein um den Faktor 8,29 erhoht. Diese
Erhohurg war im Mann-Whitney-Test mit einem p < 0,001 hehsignifikant.

Prognostische Wertigkeit

Fir uPA konrte kein signifikanter cutoff-Wert (p = 0,15 hinsichtlich des Uberlebens
iIm maximal selektierenden log-rank Test gefunden werden, so dassder formal hochste
Ped&k von 3,78 @/mg Protein zur Testung benutzt wurde. Die zugehdrige Kaplan-
Meier Kurve konrte keinen signifikanten Unterschied bel diesem cutoff-Wert

zwischen den beiden Gruppen zeigen.
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Abbildung 1Q Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir uPA (p = n.s)
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3.2.2. uUPA-R

Normalwerte und Tumorwerte
Normale Rektumschleimhaut (n = 25) hatte @nen medianen uPA-R Gehalt von 1,64

ng/mg Protein. Die Werte reichten von 0,42— 9,53 mymg Protein. Der mediane
Tumorwert (n = 152) war signifikant um den Faktor 3,64 erhoht und lag bei 5,97
ng/mg Protein. Er reichte von 0,46— 31,17 m/mg Protein. Das Signifikanzniveau lag
bei p<0,001.

Prognostische Wertigkeit

Die maximal selektierende log-rank Statistik ergab fur uPA-R enen signifikanten
cutoff-Wert (p = 0,003 von 4,12 /mg Protein. Im Hochrisikokall ektiv mit 113
Patienten (74,3%0) verstarben 28 (24,8%). In der Gruppe mit dem erniedrigten Risiko
(n = 39; 25,®0) lag die Sterberate bei 2,626 (n = 1). Entsprechend ergaben sich 5
JULR von 95,86 und 67,36.
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Abbildung 11 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir uPA-R (p = 0,003
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3.2.3. Kathepsin D

Normalwerte und Tumorwerte

Fur Kathepsin D fand sich in namaler Rektumschleimhaut (n = 25) ein medianer
Gehalt von 1018994 ng/mg Protein. Dabei reichten de Werte von 1004 g/mg bis
23871 m/mg Protein. Der Median im Tumorgewebe (n = 152) betrug 10474,50 g/mg
Protein undwar somit um den Faktor 1,13 ncht signifikant erhoht (p = 0,19. Dabel
gingen de Werte von 3317 /mg bis 29018 m/mg Protein.

Prognostische Wertigkeit

Mit der maximal selektierenden log-rank Statistik wurde an signifikanter cutoff-Wert
(p = 0,03 be 11378 m/mg Protein fur Kathepsin D identifiziert. Die
korresponderenden  Uberlebenskurven  nach  Kaplan-Meier  zeigten  das
unterschiedliche Risiko der beiden Gruppen. Die Gruppe mit dem niedrigen Risiko
umfasde 73 Patienten (48,0%), die Gruppe mit dem erh6hen Risko unfasge 79
Patienten (52,0%). Die beobacteten Sterberaten (n = 9; 12,36 und n= 20; 25,3%)
und de berechneten 5-JULR (82,8% und 66,06) unterschieden sich signifikant.

Kathepsin D

O Kath D> 11378

+ Kath D > 11378
zensiert

Kath D <= 11378

+ Kath D <=11378

Uberleben

4 zensiert
0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit (Monate)

Abbildung 12 Kaplan-Meier Uberlebenskurve firr Kathepsin D (p = 0,03)
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3.2.4. PAlI-1

Normalwerte und Tumorwerte

Der Gehalt von PAI-1 im normalen Rektumgewebe (n = 25) lag im Median bei 1,53
ng/mg Protein. Die Spannweite reichte von 0,11 iy/mg bis 17,05 my/mg Protein. Der
mediane PAI-1 Wert des malignen Gewebes (n = 152) betrug 10,0 rg/mg Protein und
war um den Faktor 6,54 im Vergleich zur normalen Schleimhaut erhoh. Die

Erhéhurg war mit p < 0,001 heh signifikant.

Prognostische Wertigkeit

Der signifikante aitoff-Wert (p = 0,048 von 6,33 /mg Protein wurde mit dem
maximal selektierenden log-rank Test berechnet. Dabei ergab sich eine Sterberate von
23,%% (n = 24) fur die 102 Patienten (67,1%) mit dem erhdhten Risiko undeine Rate
von 1@ (n = 5) fur die 50 Patienten (32,%6) mit dem niedrigen Risiko. In der
Kaplan-Meier Kurve zeigten sich 5-JULR von 68,86 und 85,5%%.
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Abbildung 13 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir PAI-1 (p = 0,048
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3.2.5. PAI-2

Normalwerte und Tumorwerte

Normale Rektumschleimhaut (n = 25) hatte @nen medianen PAI-2 Gehalt von 0,11
ng/mg Protein. Die Werte lagen dabei in einem Bereich von 0,00 g/mg bis 3,23
ng/mg Protein. Der mediane Wert des Karzinomgewebes (n = 152) war um den Faktor
19,82signifikant (p < 0,001 erh6ht undlag bel 2,18 rg/mg Protein. Dabel dedkten de
Werte @nen Bereich von 0,01 g/mg bis 31,17 my/mg Protein ab.

Prognostische Wertigkeit

Fir das Uberleben konrte bei PAI-2 keine prognostische Unterscheidung im maximal
selektierenden log-rank Test gefunden werden. Die zum formal hdchsten Pedk bel
1,84 ry/mg Protein gehdrende Kaplan-Meier Kurve zeigte keinen Unterschied bel
diesem cutoff-Wert (p = 0,07).
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3.2.6. Multivariate Cox-Regressonsanalyse Rektum

Auch beim Rektum fanden Alter , pN, Grading, uPA, PAI-1, PAI-2 undKathepsin D
in entsprechender dichatomer Vertellung in de uni- und multivariate Cox-
Regressonsanalyse Eingang. Univariat signifikant fanden sich das Alter, pT, pN,
uPA-R und Kathepsin D mit dem Uberleben kareliert. Als unabhdngige Variablen in
der multivariaten Cox-Anayse zeigten sich Alter, pN und WPA-R. Dabel wurde der
Nodalstatus pN mit einem relativen Risiko von 2,4(Konfidenzintervall: 1,1 — 5,2
Zuerst ausgewdhlt und war somit von grofder prognostischer Bedeutung. Es folgten
der uPA-Rezeptor mit einem relativen Risiko von 9,4(Konfidenzinterval: 1,3— 70,7
und das Alter mit einem relativen Risiko von 2,6 unceinem Konfidenzintervall von
1,3 bs5,5.

Variable Univariate Analyse Multivariate Analyse
cutoff - p-Wert pWert Relatives  Konfidenz
Wert Risiko Intervall
Alter 68 0,014 0,010 2,6 1,3-5,5
pT 142 3+4 0,006 ] ] _
PN 0-1,2 0,002 0,030 24 1,1-5,2
Grading 1+2 & 3+4 - - - -
UPA 3178 - - - -
uPA-R 4,12 0,019 0,029 9.4 1,3-70,7
Kat D 11378 0,039 - - -
PAI-1 6,33 - - - -
PAI-2 1,84 - - - -

Tabelle 6: Uni- und multi variate Ergebniss der Cox-Regressgonsanalyse beim Rektumkarzinom
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3.2.7. CART-Analyse
Rektum

Bem Rektum wurden de selben Variablen in bereits erwdhnter dichotomer
Auspragung in de CART-Regressonsanalyse engebradht.

Durch die Variable pN ergab sich de aste Unterteilung (p = 0,00)). Dabei konrte
eine Gruppe mit hohem Risiko voneiner mit niedrigem Risiko urterschieden werden.
In der 89 Patienten (63,8%) umfassenden Gruppe mit besserer Prognaose gab esin der
Nadbeobadtungszeit 10 Todesfélle (11,26). In der zweiten Entscheidungsebene
konrte diese Gruppe weiter durch de HOhe des Kathepsin D Wertes unterteilt werden
(p = 0,002. In der prognostisch besseren Gruppe (n = 49; 55,1%) verstarb 1 Patient
(2,02), wahrend kel den 40 Patienten (44,%6) mit schlechterer Prognose 9 Patienten
(22,3%) verstarben. In der Gruppe mit hohem Risiko (n = 51; 36,4%) in der ersten
Entscheidungsebene (pN) verstarben insgesamt 19 Patienten (37,3%). Hier wurde
keine weitere Unterteil ung mehr gefunden.
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Abbildung 15 CART-Uberlebensanalyse air Risikostratifizierungbeim
Rektumkarzinom
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3.3. Kolorektales Gesamtkoll ektiv und Uberleben

3.3.1. uPA

Prognostische Wertigkeit

Fur uPA konrte im maximal selektierenden log-rank Test kein signifikanter cutoff-
Wert in Hinblick auf das Uberleben gefunden werden. Das geforderte
Signifikanzniveau von 0,05 konte mit einem p = 0,06 ncht erreicht werden. Der
formal hochste Pe&k von 2,636 m/mg Protein wurde zur Berechnurg der log-rank
Statistik herangezogen. In der dazu pessenden Kaplan-Meier Kurve egab sich
zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied. Die 5-JULR betrugen
85,06 und 76,2%.

0 uPA>2.636

+ uPA > 2.636
zensiert

UPA <= 2.636

UPA <= 2.636

5 zensiert
0 20 40 60 80 100 120 140

Uberleben
+

Zeit (Monate)

Abbildung 16 Kaplan-Meier Uberlebenskurve firr uPA (p = 0,06)
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3.3.2. uPA-R

Prognostische Wertigkeit

Im kolorektalen Gesamtkoll ektiv ergab sich fur uPA-R mit 3,24 mgy/mg Protein ein
signifikanter cutoff-Wert (p = 0,003 im maximal selektierenden log-rank Test. Dabei
umfasde die Gruppe mit dem niedrigen Risiko 45 Patienten (14,8%) mit 1 Todesfall
(2,20). In der anderen Gruppe waren insgesamt 260 Patienten (85,26) mit einer
beobadteten Sterberate von 20,46 (n = 53). In der Kaplan-Meier Kurve konrten 5
JULR von 96,86 und 76,26 gefunden werden.
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Abbildung 17 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir uPA-R (p = 0,003

3.3.3. Kathepsin D

Prognostische Wertigkeit

Fur Kathepsin D fand sich ein signifikanter cutoff-Wert (p = 0,03 bei 16849 my/mg
Protein im maximal selektierenden log-rank Test. Fir Kathepsin D > 16849 my/mg
ergab sich eine Gruppe mit erhéhtem Risiko, in der 45 Patienten (14,8%) waren, von
denen 12 (26,76) verstarben. Die Niedrigriskogruppe umfasde 260 Patienten
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(85,26) mit einer Sterberate von 16,26 (n = 42). Es ergaben sich 5-JULR von 80,86
und 66,8%0.
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Abbildung 18 Kaplan-Meier Uberlebenskurve firr Kathepsin D (p = 0,03)

3.3.4. PAI-1

Prognostische Wertigkeit

Ein signifikanter cutoff-Wert (p = 0,009 fur PAI-1 fand sich bei 3,75 rg/mg Protein
durch Berechnurg mit dem maximal selektierenden log-rank Test. Mit diesem cutoff -
Wert konrten 37 Patienten (12,1%) mit einem signifikant besseren Uberlebensrisiko
von den restlichen 268 Patienten (87,9%0) unterschieden werden. Mit einer Sterberate
von % verstarb in der Niedrigrisikogruppe niemand. Fir die andere Gruppe betrug
die Rate 20,26 (n = 54). In der Kaplan-Meier Uberlebenskurve egaben sich 5-JULR
von 10®6 und 76,3%.
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3.3.5 PAI-2

Prognostische Wertigkeit

Fur PAI-2 konrte im maxima selektierenden log-rank Test kein signifikantes
Ergebnis erreicht werden. Zur Berechnurg der Kaplan-Meler Kurve wurde der formal
hdchste Pesk bei 0,41 rg/mg Protein mit einem p = 0,24 herangezogen. Zwischen der
ersten Gruppe (n = 34; Sterberate: 14,70 bel 5 Todesféllen) und der zweiten Gruppe
(n = 271, Sterberate: 18,1% bei 49 Todesféllen) ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p = 0,29. Die 5-JULR betrugen entsprechend 90,%6 und 77,3%.
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3.3.6 Multivariate Cox-Regressonsanalyse

Beim kolorektalen Gesamtkoll ektiv wurden uPA, uPA-R, Kathepsin D, PAI-1, PAI-2,
Grading, pT und (N in entsprechender dichotomer Vertellung in die multivariate Cox-
Regressonsanalyse engeschlossen. Wahrend WPA-R, Kathepsin D und PAI-1 in der
univariaten Analyse é@ne prognostische Bedeutung besal3en, konrten sie in der
multivariaten Analyse das geforderte Signifikanzniveau nicht erreichen. Als
unabhéngige Variablen wurden nu das Grading und der Nodalstatus pN bestimmt. Es
wurde pN (p < 0,007 mit einem relativen Risiko von 3,3(Konfidenzintervall: 1,9 —
5,9 zuerst ausgewahlt. Darauf folgte das Grading mit einem relativen Risiko von 2,2
(Konfidenzintervall: 1,3—3,7).
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Variable

Univariate Analyse

Multivariate Analyse

cutoff- p-Wert pWert Reatives Konfidenz-
Wert Risiko intervall
pT 142 o 3+4 - - - -
PN 0-1,2 <0,001 <0,001 3,3 1,9-5,9
Grading 142 3+4 <0,001 0,006 2,2 1,3—
uPA 3,7
UPA-R 2,636 - - - -
Kat D 3,24 0,003 - - -
PAI'l 16849 0,03 - = =
PA[-2 3,75 0,006 - - -
0,41 - - - -

Tabelle 7: Ergebnisse der univariaten log-rank Statistik und multivariaten Cox-Regressonsanalyse
beim kol orektalen Gesamtkoll ektiv
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3.4. Vergleich der Vertellung der Proteasen und deren Inhibitoren

Um signifikante Unterschiede der Proteasenwerte in den drei Stadien zwischen Kolon
und Rektum zu testen, wurde der Mann-Whitney-Test durchgeftihrt.

3.4.1. Stadium |

Im Stadium | ergaben sich zwischen den Kolonkarzinomen (n = 27) und cn

Rektumkarzinomen (n = 49) fir die Proteasen UPA, UPA-R, Kathepsin D, PAI-1 und
PAI-2 keine signifikanten Unterschiede. Eine Ubersicht gibt Tabelle 7.

uPA uPA-R Kathepsin D PAI-1 PAI-2
Median Kolon |3,86 4,90 11151,00 7,12
Median Rektum | 3,11 4,95 10687,00 6,19 2
p-Wert* 0,17 0,88 0,62 0,46

Tabelle 8: Mediane fir Kolon- und Rektumkarzinom im Stadium |I. P-Wert des Mann-Whitney 2-
Proben-Tests.
* Exakte aweiseitige Signifikanz

3.4.2. Stadium Il

Far PAI-1 konrte im Mann-Whitney-Test ein signifikanter Unterschied (p = 0,03 der
Werte der Kolonkarzinome (n = 72) und cer Rektumkarzinome (n = 48) festgestellt
werden. Fir ale anderen Proteasen konrte das Signifikanzniveau nicht erreicht
werden (Tabelle 8).
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uPA uPA-R Kathepsin D PAI-1 PAIL-2
Median Kolon |3,47 6,89 11766,00 19,30 3,61
Median Rektum | 3,14 7,30 11370,00 12,55
p-Wert* 0,29 0,63 0,98 0,03

Tabelle 9: Mediane fur Kolon- und Rektumkarzinom im Stadium II. P-Wert des Mann-Whitney 2-

Proben-Tests.
*Exakte aveiseitige Signifikanz

3.4.3. Stadium Il

Fir uPA, UPA-R, PAI-1, PAI-2 und Kathepsin D waren die Unterschiede zwischen
Kolon (n = 54) und Rektum (n = 55) im Mann-Whitney-Test nicht signifikant (Tabelle

9).

uPA uPA-R Kathepsin D PAI-1 PAI-2
Median Kolon |3,37 7,48 11618,00 094, 1,98
Median Rektum | 3,20 6,08 12403,00 11,52
p-Wert* 0,57 0,68 0,36 0,19

Tabelle 10: Mediane fur Kolon- und Rektumkarzinom im Stadium IlI. P-Wert des Mann-Whitney 2-

Proben-Tests.
* Exakte aweiseitige Signifikanz
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4. Diskusson

Prognosefaktoren spielen eine immer grof¥ere Rolle zur Planung und Durchfihrung
einer individudlen Tumortherapie. Sie teilen de Patienten in genau definierte
Gruppen ein, fur die unterschiedliche Therapiestrategien nawendg sind. In deser
Arbeit wurden die Faktoren der tumorassozii erten Proteolyse uPA, uPA-R, Kathepsin
D, PAI-1 und PAI-2 unersucht. Diese spielt sich an der Grenze zwischen der
Tumorzelle und dr perizelulden Matrix ab, de as Kollagengefledit,
Grundsubstanz, Entziindurgszellen und Bindgewebszellen besteht. Nad der
Publikation vonAstedt und Holmberg (1976 wurden Testsysteme entwickelt, um die
Enzymaktivitét der Protease uPA im Tumorgewebe zu bestimmen. Dabel entdedkte
man, dassuPA im Tumorzellkulturen erh6ht ist und mit der Progresson des Tumors
korreliert. Auf Grund von mcht zu mesenden Bindurgskomplexen und
Zellmembranverletzungen zeigte die Gewebe-Enzymographie oft widerspriichliche
Ergebnise. Erst die Entwicklung von spezifischen Antikorpern ermdglichte ene
quantitative Bestimmung des Gesamtpods, inklusive der inaktiven Proenzyme
(Ubersicht bei Duffy, 1996.

Die in deser Arbeit benutzte Methode der ELISA-Mesaung bietet die Vorteile der
Wiederhabarkeit, der Objektivitat der Ergebnisse und de tber einen langen Zeitraum
maogli che Lagerung und Neubestimmung der Werte. Dazu reichen bereits 100 bs 300
mg Feuchtgewicht Tumorgewebe fur eine reprasentative Analyse aus (Ruiter et al,
1998. Es wurde dafir eine Gewebemenge von 15x 60 um dicken Gefrierschnitten
mit einer histologisch kortrollierten Tumorgewebemenge von mehr als 40 %
verwendet. Die dabei verwendeten ELISA-Kits wurden im BIOMED-1 Programm
evauiert (Swee et a, 1998.

Eine andere haufig in der Literatur verwendete Methode ist die Immunhistologie,
deren Vortell in der gesonderten Beurteilung einzelner Zellgruppen liegt. Ihr Nadteil
liegt in der Subjektivitét der Evaluierung der Ergebnisse.

In deser Arbeit wurden UPA, UPA-R, Kathepsin D, PAI-1 und PAI-2 beim Kolon-
und Rektumkarzinom bestimmt. In fast allen pubizierten Studien zu diesen Faktoren
werden de Ergebnisse von Kolon undRektum gemeinsam betradhtet. Auch in deser
Arbeit wurden de Ergebnisse fur das Gesamtkoll ektiv ausgewertet, aber auf Grund
der unterschiedlichen Klinik, Therapie, Lokalrezidivrate und

Fernmetastasi erungswege wurde das Kolon und Rektumkarzinom zusétzli ch getrennt
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betrachtet und rach Hinweisen gesucht, ob eine unterschiedliche Betrachtung
hinsichtlich der Prognose auf Grund bologischer Parameter gerechtfertigt ist.

Bel der Bestimmung der cutoff-Werte des kolorektalen Gesamtkoll ektivs mit dem
maximal selektierenden log-rank Test konrte fir uPA und PAI-2 (p = 0,06 und p=
0,23 kein Signifikanzniveau erreicht werden. Dementsprechend zeigten diese beiden
Werte auch in der univariaten Anayse keine prognaostische Bedeutung. Dies geht im
Gegensatz zu einer Vielzahl von Publikationen, in denen sowohl uPA (Ganesh et d,
1994, i; Buo et a, 1995 Ganesh et a, 1997 Yang et a, 2000, als auch PAI-2
(Ganesh et a, 1994,i; Ganesh et a, 1997 uni- und multivariat signifikant waren.
Allerdings konrte auch Fujii et al, 1999in einer immunhstochemischen Arbeit fir
UPA keine prognostische Bedeutung aufzeigen. Erst in der Betrachtung des Quotienten
aus UPA positiv undPAIL-2 negativ ergab sich eine prognostische Aussagekraft.
UPA-R, Kathepsin D und PAI-1 waren dagegen in der univariaten Anayse
signifikant, verloren ihre prognostische Bedeutung alerdings in der multivariaten
Anayse. Die stérkste prognostische Bedeutung besal3 der Nodalstatus pN mit einem
relativen Riskko von 3,3.Dieses Ergebnis dimmt mit einer Vielzahl von bkereits
pubizierten Arbeiten Gbkerein (Hermanek et al, 1995. Dies zeigt, dassunabhédngig von
der Grole des Tumors eine bereits dattgefundene lymphagene Metastasierung die
Prognose des Patienten verschledhtert. Als weiteren urebhéngigen prognostischen
Faktor wurde das Grading mit einem relativen Risiko von 2,2 ausgewahlt, das einen
in vielen Studien etablierten Prognoseparameter darstellt (Newland et a, 1994
Hermanek et al, 1995.

In deser Arbeit konrte die in einer Vielzahl von Studien nachgewiesene unabhangige
prognostische Bedeutung fir die Proteasen des kolorektalen Karzinoms nicht bestétigt
werden. Aber im Gegensatz zu anderen Autoren wurde @n klar definiertes
Patientengut verwendet, in dem alle residualtumorfrel reseziert wurden und zum
Zeitpunkt der Operation frel von Fernmetastasen waren. Ein weiterer Vorteil li egt in
der fast gleichen Anzahl von Kolon+ und Rektumkarzinomen, de in keiner anderen
pubizierten Studie areicht werden konrte. Zusétzlich wurden de hier vorliegenden
Untersuchungen mit der bis dato gréf@en Patientenzahl durchgefihrt, so dass diese
Ergebnisse sicher einer erneuten Uberpriifung bediirfen.

Bel der getrennten Betrachtung des Kolon- und Rektumkarzinoms wurden ferner die
Werte der Protessen und ihrer Inhibitoren im malignen und nomaen Gewebe

untersucht. Im Tumorgewebe des Kolons waren vergleichend zum Normalgewebe die
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Werte fur uPA um 8,65¢ erhoht, fir uPA-R 3,95, fur PAI-1 8,5¢ und fur PAI-2
4,6. Mit einer Erniedrigung im Tumorgewebe um den Faktor 1,14 konte fir
Kathepsin D mit einem p = 0,38 lein Signifikanzniveau erreicht werden.

Ahnliche Beobadhtungen konrten auch fur das Rektum gewonren werden. So war
UPA um den Wert 8,2%, uPA-R 3,64, PAI-1 6,54 und PAI-2 19,8% im
Tumorgewebe signifikant erh6ht. Kathepsin D zeigte @ne nicht signifikante (p = 0,19
Erhohurg um den Faktor 1,13. Hierbei féllt auf, dass ®wohl beim Kolon-, als auch
beim Rektumkarzinom Kathepsin D im Tumorgewebe nicht signifikant gegeniber
dem Normalgewebe verdndert ist, aber jewell s eine univariat prognostische Bedeutung
besitzt. Auffélli g ist auch de starke Erh6hurg von PAI-2 im malignen Rektumgewebe
(19,8%) im Vergleich zum Kolon (4,62, wahrend ale anderen Verdnderungen
zwischen Normal- und Tumorgewebe beim Kolon undRektum dhnlichen sind. Auf
der Basis von ELISA-Bestimmungen von Tumorextrakten fanden sich auch in
Arbeiten anderer Arbeitsgruppen entsprechende Ergebnisse. So wurde bei Skelly et al,
1997 ebenfalls fur das Kolon undRektum getrennte uPA Mesaungen vorgenommen.
Dabel war uPA im Tumorgewebe des Kolons um den Faktor 3,5 undim Rektum um
den Faktor 3,7 erhoht. Des weiteren wurden Erhéhurgen im  Tumorgewebe
kolorektaler Karzinome fur uPA von 1 (de Bruin et al, 198§, 6,5 (Ganesh et d,
1994,i) und 6,% (Herszenyi et a, 1999 nachgewiesen, fur PAI-1 5,% (Herszensyi et
a, 1999 und fur Kathepsin D 1,7x (Gaandiuk et al, 1993. Fir PAI-2 konrte ane
signifikante Erhohurg des PAI-2 Antigenwertes bei Dukes C kolorektalen
Karzinomen um den Faktor 1,8im Vergleich zum Stadium Dukes B gezeigt werden
(Ganesh et a, 1997.

Um die Ergebniss der pubizierten Arbeiten zu Uberlebensanalysen vergleichen zu
konren, muss man de Publikationen hnsichtlich ihres Residuatumor- und
Metastasenstatus evaluieren. Da an Koll ektiv mit RO-resezierten undmetastasenfreien
Patienten verwendet und zusétzlich noch de Karzinome nadh Kolon und Rektum
aufgetrennt wurden, ist nur ein eingeschrankter Vergleich zwischen den hier
vorliegenden Ergebnisen und lereits pubizierten moglich.

Die Parameter Geschledht, pT, pN, Stadium, Grading, uPA, uPA-R, Kathepsin D,
PAI-1 und PAI-2 wurden unvariat mit dem log-rank Test in Hinblick auf das
Uberleben urtersucht. Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede der
dichotomisierten Gruppen beim Kolonkarzinom fur pN, Stadium, Grading, uPA, uPA-
R, Kathepsin D und PAI-1. Kathepsin D war dabei invers korreliert, so dass im
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Gegensatz zum Gesamtkollektiv beim Kolonkarzinom niedrige Werte mit ener
schledhteren Prognase @nhergingen. PAI-2 konrte mit einem p = 0,08 dis geforderte
Signifikanzniveau nicht erreichen. Beim Rektumkarzinom waren pT, pN, uPA-R,
Kathepsin D und PAI-1 mit dem Uberleben karreliert. PAI-2 war auch hier mit einem
p = 0,07 ncht mehr signifikant.

Ganesh et a konrte 1994 (i) an 92 Patienten mit einem kolorektalem Karzinom
zeigen, dass UPA und PAI-2 mit dem Gesamtuberleben korreliert waren. Im
Normalgewebe zeigte sich eine Signifikanz fur erniedrigte tPA Werte fur das
Gesamtiberleben, de in Vebindurg mit uPA im Tumorgewebe, UPA
(Tumorgewebe)/tPA (Normalgewebe), den stérksten unvariaten Prognoseparameter
darstell te.

Im selben Jahr konrte Ganesh et a (1994, ii) in einer anderen Arbeit auch fir den
UPA-R ene univariate prognostische Bedeutung fir das Gesamttiberleben nachweisen.
Yang et a, 2000 konte bei 59 tell s metastasierten Patienten fur uPA und UPA-R mit
Hilfe der Immunhstochemie ane Korrelation sowohl fur das Gesamtuberleben, as
auch fir das rezidivfreie Uberleben zeigen. Dies war fur PAI-1 und PAI-2 nicht der
Fall.

Fir PAI-1 zeigten auch andere immunhstochemische Studien fir kolorektale
Karzinome &nliche Ergebnisse (Buo et a, 1995 Ganesh et al, 1994,i). Nielsen et d,
1998 gelang es im Gegensatz dazu mit der ELISA-Methode bel kolorektalen
Karzinomen eine Korrelation zum Uberleben fur PAI-1 im Plasma nachzuweisen. Im
Tumorgewebe gelang dies auch Angermeier et a, 1998 fir 53 RO resezierte
Rektumkarzinome. Ein Grund fir die Unterschiede im Nadweis von PAI-1 duch
Immunhistochemie und ELISA dirften in der Vertelung von PAI-1 in der
extrazell uléren Matrix und Stroma li egen.

Eine multivariat signifikante Bedeutung fur PAI-2 konrte aufer von Ganesh et al,
1994 (i) bei einem kolorektalen Mischkall ektiv auch fir das Rektumkarzinom alein
von Angermeier et al,1998mit Hilfe der ELISA Methode nachgewiesen werden.

Fir eine Vielzahl von anderen Tumorentitéten konrte ane &nlich Bedeutung der
Proteasen und atren Inhibitoren sowohl in der Tumorprogresson undMetastasierung,
as auch in der Uberlebensprognose gefunden werden (Ubersicht bei Duffy et al,
1999. So konrte zum Beispiel Nekarda & a, 1994 leim Magenkarzinom fur uPA
eine univariate und for PAI-1 sowohl eine univariate, as auch eine multivariate

prognostische Bedeutung zeigen.
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Ebenfalls beim Magenkarzinom konrten Allgayer et a, 1997fur Kathepsin D in einer
semiquantitativen Immunhistochemiestudie bei 203 Patienten sowohl eine univariate,
als auch eine multivariate prognostische Bedeutung fir das rezidivfreie Uberleben
nachweisen. Hier waren aber erhdohte Werte mit einer schlechteren Prognose
verbuncen. Das Gesamtiiberleben war dagegen nu in der univariaten Analyse
signifikant. Bel den Kathepsin D Werten des Kolonkarzinoms zeigt sich im Vergleich
zum Magenkarzinom e ne umgekehrte prognostische Bedeutung.

In der multivariaten Analyse nach dem Cox-Regressonsmodell waren fir das
Kolonkarzinom pN, Grading und PAI-1 urebhédngige Prognaosefaktoren. Die Reihurng
nach dem relativen Risko war pN (4,3), Grading (3,6) und PAI-1 (2,4). Bem
Rektumkarzinom waren des das Alter, pN und WPA-R. Das relative Risiko erbradite
hier die Reithenfolge uPA-R (9,4), Alter (2,6) und (N (2,4). Hierbel falt auf, dass
UPA-R flr einen hiologischen Parameter ein erstaunlich holes relatives Risiko besitzt
und in der multivariaten Analyse noch vor dem prognostisch etabli erten Nodalstatus
ausgewdhlt wurde. Mit Hilfe von UPA-R lasg sich eine Hochrisikogruppe mit 113
Patienten identifizieren (entspricht 74,36 der gesamten Rektumkarzinome). Da
biologische Faktoren namalerweise aif Grund ihres niedrigen relativen Risikos nur
as Stratifizierungsparameter in  Untergruppen denen, bekommt uPA-R beim
Rektumkarzinom eine ganz neue Bedeutung.

PAI-2 konrte kein statistisch signifikantes Niveau in der multivariaten Analyse
ereichen. Dies geht im Gegensatz zu der multivariaten Anayse von 53
Rektumkarzinomen, bel der PAI-2 einen urabhdngigen prognostischen Faktor darstellt
(Angermeier et al, 199§. Da e sch be diesen 53 Rektumkarzinomen um en
Teilkollektiv der in deser Arbeit verwendeten Patienten handelt, sind de Ergebnisse
von Angermeier et a auf Grund der geringeren Fall zahl in Frage zu stell en.

In einer weiteren Studie war PAI-2 bei einem kolorektalen Mischkall ektiv ebenfall s
multivariat signifikant, wahrend UPA keine prognostische Bedeutung mehr erlangte
(Ganesh et al, 1994,).

Dies konnte Ganesh et a, 1994 (ii) in einer aus dem gleichen Jahr verdffentlichten
Arbeit auch fur den uPA-R zeigen.

In einer immunhistochemischen Untersuchung konrte sowohl fur uPA, as auch fir
UPA-R eine unabhéngige prognostische Bedeutung nadhgewiesen werden (Yang et a,
2000.
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Fur Kathepsin D konrnten keine Daten einer multivariaten Analyse in der Literatur fur
Kolon undRektumkarzinome gefunden werden.

Hier zeigt sich, dass der Nodastatus pN, wie bel einer Vielzahl anderer
gastrointestinaler Karzinome (Siewert et a, 1998, sowohl beim Kolon-, als auch beim
Rektumkarzinom eine unabhéngige prognostische Bedeutung besitzen. Bel
Betrachtung der Proteasen und ihrer Inhibitoren alerdings zeigte sich, dass
unterschiedliche Faktoren in der multivariaten Analyse das Signifikanzniveau
erreichten. Wahrend keim Kolonkarzinom PAI-1 eine unabhéngige prognaostische
Bedeutung besal3, war dies beim Rektumkarzinom uPA-R. Weiterhin bemerkenswert
ist die umgekehrte Bedeutung der Kathepsin D Werte des Kolonkarzinoms im
Vergleich zum Rektumkarzinom, zum kolorektalen Gesamtkollektiv und anderer
gastrointestinaler Karzinome, wie das Magenkarzinom (Allgayer et al, 1997.

Die CART-Analyse bietet im Gegensatz zur multivariaten Analyse nach dem Cox-
Regressonsmodell den Vortell, dass Patientengruppen mit einem signifikant
unterschiedlichem Risiko auf Grund der evauierten Prognoseparameter definiert
werden konren (Hermanek et al, 1990Q. Diese Form des Prognosemodell s entspricht
mehr den kli nischen Gegebenheiten.

Dabel wurden fur das Kolonkarzinom zwel Gruppen identifiziert. In der ersten Ebene
erfolgte @ne Unterteilung in G = 1 oder 2 undG = 3 ockr 4. Dabei stellte die besser
differenzierten Karzinome die niedrig Risiko Gruppe mit einer DOD-Rate von 8,46
dar. In der hoch Risiko Gruppe verstarben dagegen 17 von 58 Patienten (DOD-Rate:
29,3%). Beim Rektumkarzinom fanden sich eine Risikounterteilung in drei Gruppen.
Einmal nadh dem Lymphkndenstatus und zum zweiten wurde die Gruppe der
nichtbefall enen Lymphknden (pN = 0) nach Kathepsin D unterteilt. Die Patienten mit
befalenen Lymphknoten (pN = 1 oder 2) stellten de prognostisch urglinstigste
Gruppe mit einer DOD-Rate von 37,36 dar. Die Gruppe mit nicht befallenen
Lymphknden und Kathepsin D Werten von grofer 11378 m/mg Protein hatte e@ne
DOD-Rate von 22,36. In der prognastisch gunstigsten Gruppe (pN = 0 undKathepsin
D <=11378 my/mg Protein) verstarb von 49Patienten nu einer (DOD-Rate: 2%).

In der Literatur gibt es keine vergleichbaren Studien mit CART- Analysen fur das
kolorektale Karzinom.

Auch fur die getrennte stadienabhdngige Beobadtung der Proteasenwerte beim Kolon
und Rektumkarzinom gibt es nur wenige vergleichbare Publikationen in der Literatur.

Auf Grund dx unterschiedlichen Metastasierungswege und der teilweise doch
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differenten Therapieregime wurde der Frage nachgegangen, ob es auf biologischer
Ebene enen Hinweis dafur gibt, Kolon- und Rektumkarzinome ds unterschiedliche
Entitdten zu betraditen. Allerdings erhielt man bel dem stadiengetrennten Vergleich
der tumorasziierten Proteasen und deren Inhibitoren, bis auf eine Erhéhurg von
PAI-1 im Stadium Il beim Kolonkarzinom, kein signifikantes Ergebnis. Skelly et a
konrte 1997 fur uPA eine signifikante (p = 0,03 Erhdéhurg im Tumorgewebe des
Kolon im Vergleich zum Rektum bei einem etwa halb so grofm Kollektiv
nachweisen. Hier erfolgte aer keine Auftrennurg nach den Tumorstadien. Weiter
geht auch aus der Publikation richt hervor, ob de Stadienverteilung in den beiden
Kollektiven dhnlich ist. So 18sg sich nicht beurteilen, ob deser Unterschied auf die
Lokalisation, oder auf das Stadium zurtckgeht.

Der Unterschied fur PAI-1 im Stadium Il in den stadienadaptierten Vergleichen, de
inverse Bedeutung von Kathepsin D beim Kolonkarzinom und de unterschiedlichen
multivariaten Ergebnise bel der getrennten Betrachtung des Kolon- und
Rektumkarzinoms ollte im Hinblick auf die Auftelung von Kolon- und
Rektumkarzinomen in weiteren Studien urtersuchen werden.

Ahnlich wie beim Magenkarzinom (Siewert et al, 1999 ist beim Kolonkarzinom der
stérkste unabhdngige prognostische Parameter der nocdhle Status, beim
Rektumkarzinom steht er an dritter Stelle. Dies zeigt, dassunabhangig von der Grole
des Tumors eine bereits gattgefundene lymphagene Metastasierung die Prognose des
Patienten verschledtert.

PAI-1 war beim Kolonkarzinom neben pN und dem Grading, und WPA-R beim
Rektumkarzinom neben dem Alter und pN ein urebhdngiger Prognosefaktor. Fur
UPA-R konnte dies in zwei anderen Studien fur das kolorektale Karzinom aufgezeigt
werden (Ganesh et a, 1994,ii; Yang et al, 2000.

Somit zeigte sich, dass wohl PAI-1 beim Kolonkarzinom, als auch uPA-R beim
Rektumkarzinom eine unabhéngige prognostische Aussagekraft besitzen, wahrend sie
im Gesamtkollektiv das Signifikanzniveau nicht erreichen konrten. Dies erlaubt die
Prognosegruppen weiterhin - zu  opimieren und somit einer individuellen
Tumortherapie  ndher  zu kommen. Des  waelteren konrten de
tumorinvasionsasziierten  Proteasen bel grolerem  Verstandns  eigene
Therapieansatzpunke bieten. Hier spielen vor allem die Antisense-Oligonucleotid-
Tedchndogie, Antikorper gegen das Proteasensystem, natlirliche oder synthetische
Enzyminhibitoren und UPA- oder uPA-R-Analoga @ne immer grofere Rolle. Zid ist
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es dabei das Tumorinvasions- und Metastasierungspatential des Tumor essentiell zu
reduzieren (Schmitt et al, 1997.
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5.  Zusammenfasaing

An 153 Kolonkarzinomen und 152 Rektumkarzinomen wurden prospektiv die
invasionsassoziierten  Proteolysefaktoren (uPA, uPA-R, Kathepsin D) und de
Inhibitoren (PAI-1, PAI-2) auf ihre prognostische Bedeutung fur das Uberleben
untersucht. Einschluskriterien waren: eine RO-Resektion, keine Fernmetastasen zum
Zeitpunk der Operation (UICC Stadium | — lIlI), keine Vorbehandung und de
ausreichende Asservation schockgefrorenen Gewebes des Primértumors.

Aus histologisch kortrolli ertem Tumorgewebe und Normal gewebe wurden mit Triton-
100 inkuberte Zytosolextrakte hergestellt und WPA, uPA-R, Kathepsin D, PAI-1 und
PAI-2 mit kommerziell erhdltli chen ELISAs gemessen.

Beim Kolonkarzinom befanden sich 27 Patienten (17,8%) im Stadium |, 72 Patienten
(47,2%) im Stadium Il und 54 Patienten (35,3%) im Stadium IIl. In der medianen
Nacdbeobadtungszeit von 47Monate (16 - 121) verstarben 40 Patienten (26,1%) der
153 in Folge enes Rezidives.

Die Werte im Tumorgewebe des Kolons waren im Vergleich zum Normalgewebe fir
uPA um 8,65, fur uPA-R 3,95, fur PAI-1 8,5 und fur PAI-2 4,6 signifikant
erhoht. Fir Kathepsin D im Tumorgewebe zeigte sich kein statistischer Unterschied
zum Normal gewebe mit einer Erniedrigung um den Faktor 1,14.

Beim Kolonkarzinom fand sich eine signifikante Korrelation zwischen pN-Kategorie,
Stadium, Grading, uPA, UPA-R, PAI-1 undKathepsin D mit dem Uberleben. Dabei
zeigte Kathepsin D eine inverse Korrelation im Gegensatz zum Rektumkarzinom und
kolorektalen Gesamtkoll ektiv. Fir PAI-2 konrte keine Korrelation mit dem Uberleben
gezeigt werden. In der multivariaten Analyse (Cox-Regressonsmodell) konrten de
pN-Kategorie (RR = 4,3), das Grading (RR = 3,6 und PAI-1 (RR = 2,4 ds
unabhéngige Prognoseparameter identifiziert werden.

In der CART-Analyse konnten beim Kolonkarzinom bei vorgegebener Unterteilung
nach dem Grading (G 1, 2 wersus G 3, 4) insgesamt zwei Prognosegruppen definiert
werden. Die prognostisch gunstigere Gruppe der héher differenzierten Karzinome (G
=1, 2 hatte ene DOD-Rate von 8,24. In der anderen Gruppe (G = 3, 4 war die
DOD-Rate 29,3%.
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Beim Rektumkarzinom waren 49 Patienten (32,20) im Stadium |, 48 Patienten
(31,8%) im Stadium Il und 55Patienten (36,26) im Stadium I11. Bei einer medianen
Beobadtungszeit von 46Monaten (6 — 109 verstarben 40(26,3%) der 152 Patienten
in Folge e@nes Rezidives.

Die Werte im Tumorgewebe des Rektums waren im Vergleich zum Normal gewebe fur
UPA 8,2%, fur uPA-R 3,64x, fur PAI-1 6,54 undfir PAI-2 19,8% signifikant erh6h.
Kathepsin D zeigte @ne Erh6hurg um den Faktor 1,13 ohme statistischen Unterschied
zum Normal gewebe.

In der univariaten Uberlebensanalyse beim Rektumkarzinom fand sich eine
signifikante Untertellung fur die pT-Kategorie, pN-Kategorie, Stadium, uPA-R,
Kathepsin D und PAI-1. Fir uPA und PAI-2 konrte kein Signifikanzniveau erreicht
werden. In der multivariaten Analyse waren UPA-R (RR = 9,4), das Alter (RR = 2,6)
und N (RR = 2,4) unabhéangige Prognoseparameter.

Im CART-Prognosemodell beim Rektumkarzinom konrten insgesamt drel
prognostisch urterschiedliche Patientengruppen identifiziert werden. Dabel erfolgte
die este Unterteilung nach dem Lymphkndenstatus pN (pNO versus pN+). Die
prognostisch bessere Gruppe der nicht befalenen Lymphknden (pNO) konrte in der
zweiten Ebene durch Kathepsin D unterteilt werden. Die prognostisch beste Gruppe
war Lymphknden negativ und ette @nen Kathepsin D Wert von Keiner 11378 m/mg
Protein (DOD-Rate: 2%). Die zweite Gruppe war ebenfals Lymphknden negativ und
hatte enen Kathepsin D Wert von grof}er 11378 m/mg Protein bel einer DOD-Rate
von 22,96. Die schlethteste Gruppe war Lymphknden pgsitiv, ohre wetere
Unterteilung (DOD-Rate: 37,3%).

In der vergleichenden, stadienadaptierten Untersuchung der Proteasenwerte und ceren
Inhibitoren zwischen Kolon- und Rektumkarzinom konnten bis auf PAI-1 im Stadium
[l keine Unterschiede festgestellt werden.

Beim kolorektalen Gesamtkollektiv besal3en uPA-R, Kathepsin D, und PAI-1 in der
univariaten Anayse @ne prognostische Bedeutung. In  der multivariaten
Uberlebensanalyse waren nu die pN-Kategorie (RR = 3,3) und ds Grading des
Tumors (RR = 2,2) unabhéngige Prognoseparameter.
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6. Ausblick

Im Vergleich zu anderen pubizierten Studien hatte diese Arbeit eine grofe
Patientenfall zahl und urtersuchte en klinisch interessantes Subkdl ektiv (RO, Stadium
I — IlI). Sowohl beim kolorektalen Gesamtkollektiv, als auch bel der getrennten
Auswertung stellte der Nodastatus pN enen sehr wichtigen Klinischen
Prognoseparameter dar. Beim Rektumkarzinom konnte mit dem CART-Modell fur
Patienten mit pNO eine weitere prognostische Unterteilung durch Kathepsin D
gefunden werden. Von cen Proteasen/Inhibitoren beim Kolonkarzinom hatte PAI-1
eine unabhangige prognostische Bedeutung. Beim Rektumkarzinom war dies der uPA-
R mit einem fur einen biologischen Faktor ungewohrich hoken relativen Risiko von
9,4. Beide agnen sich zur Bildung von Gruppen mit unterschiedlicher Prognose und
damit zur Therapieoptimierung. Der Unterschied zwischen Karzinomen des Rektums
und ds Kolons in der stadienadaptierten, wergleichenden Untersuchung der

Proteasenexpresson fur PAI-1in Stadium Il bedarf noch weiterer Untersuchungen.
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8.2. Abkurzungsverzechnis
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