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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) steht durchschnittlich und weltweit gesehen an
dritter Stelle aller maligner Tumore (Parkin et al. 2005). Weltweit sind 1,2 Millionen
Falle bekannt, wovon die hdchsten Inzidenzraten in Australien/Neuseeland und
Westeuropa anzutreffen sind und die niedrigsten in Afrika und Sidzentral-Asien.
Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Die Anzahl der Todesfalle betragt etwa
die Halfte der Inzidenz. Das KRK ist damit die viert-haufigste zum Tode flhrende
Krebserkrankung (Ferlay et al. 2010). In Deutschland ist das KRK mit 16% aller
Krebsneuerkrankungen nicht nur das zweithaufigste diagnostizierte Krebsleiden,
sondern mit Gber 13.000 Todesfallen bei Mannern und Frauen die zweithéufigste
Krebstodesursache. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei ca. 60% (Krebs in
Deutschland 2005/2006. Haufigkeiten und Trends. www.gekid.de). Patienten, die das
50. Lebensjahr Uberschritten haben, zeigen eine deutlich ansteigende Wahr-

scheinlichkeit an einem KRK zu erkranken.

Altersspe_ziﬁéclle Erkrankungsraten in Deutschland nach Geschlecht, fur 1980, 1990 und 2006, ICD-10 C18-21
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Abbildung 1: Altersspezifische Erkrankungsraten i n Deutschland, Manner (aus Robert-Koch-
Institut 2010, Krebs in Deutschland 2005/2006, Haufigkeiten und Trends)
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Dies verdeutlicht, dass das KRK eine Erkrankung des hdheren Alters ist (s.
Abbildung 1). Aber auch der Anteil von Patienten, die vor dem 45. Lebensjahr
erkranken, ist mit 10% nicht unwesentlich. Im Durchschnitt liegt das Erkrankungsalter
bei Mannern bei 69 Jahren und bei Frauen bei 75 Jahren (Robert-Koch-Institut
2006).

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Atiologie und Risikofaktoren, die die Entstehung des kolorektalen Karzinoms
beeinflussen, sind vielschichtig. Dazu gehoéren erblich endogene, aber auch exogene

Faktoren, wie zum Beispiel der Lebensstil.

1.2.1 Exogene Faktoren

Als Beispiel fur exogene Einflussfaktoren gilt der Alkohol- und Tabakkonsum. So
steigt die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms, mit einer Latenzzeit von 35 Jahren,
dosisabhangig mit dem Konsum von Zigaretten (Giovannucci et al. 1994). Chao et al.
wiesen 1997 in einer US-Studie nach, dass ca. 12% aller kolorektalen Karzinome
dem Rauchen zugeschrieben werden kdnnen (Chao et al. 2000). Der Alkoholkonsum
von 30g oder mehr pro Tag konnte als ein weiterer Risikofaktor fur das KRK
ausgemacht werden (Cho et al. 2004).

Ein entscheidender Einfluss auf die Entwicklung eines KRK wird auch der Erndhrung
zugeschrieben. Der Konsum von tierischen Fetten und ,rotem“ Fleisch steht hierbei
vor allem im Vordergrund, denn dessen vermehrter Verzehr steht in direktem
Zusammenhang mit einer erhdhten Inzidenz des KRK (Franco et al. 2005). Der
Verzehr von Obst und Gemise hat einen positiven Effekt auf die Pravention des
KRK. Insbesondere Menschen, die weniger als zwei Mahlzeiten Obst und Gemise
pro Tag zu sich nehmen, kdnnen durch eine gesteigerte Aufnahme dieser

Nahrungsmittel ihr Risiko fir ein KRK senken (Terry et al. 2001).

1.2.2 Endogene Faktoren

Abgesehen von den exogenen Einflissen, sind auch genetische Faktoren flr die
Entstehung des kolorektalen Karzinoms entscheidend. In Zwillingsstudien wurde
festgestellt, dass ca. 30% der KRK-Falle familiar bedingt sind (Lichtenstein et al.
2000; Kemp et al. 2004; Davidson 2007). Ein besonders hohes Risiko haben hierbei

Personen, die mehrere betroffene oder besonders jung erkrankte Familienmitglieder

2
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aufweisen (Johns und Houlston 2001). Die Erkrankung eines KRK in der
Eigenanamnese ist ein weiterer endogener Risikofaktor. Das Risiko solcher
Patienten fur die Entwicklung eines Adenoms liegt bei 30-48% und fur ein zweites
KRK bei 0,6-9% (Balleste et al. 2007). Aber auch die Vorerkrankung an einer
chronisch entzindlichen Darmerkrankung (CED), wie Colitis ulcersosa oder Morbus
Crohn, kann das Risiko steigern (Bernstein et al. 2001).

Ungefahr 5% der hereditdaren Form des KRK kdnnen penetrant vererbten und gut
charakterisierten Mutationen zugeschrieben werden (Jasperson et al. 2010). Diese
sogenannten syndromalen Erkrankungen stellen eine spezielle Untergruppe dar, da
bei ihnen ein besonders erhtéhtes Risikopotenzial besteht, an einem KRK zu
erkranken. Die familiare adenomattse Polyposis (FAP) und das hereditéare nicht-
polyptse kolorektale Krebssyndrom (HNPCC) sind wohl die bekanntesten Vertreter

dieser Art.

HNPCC oder auch Lynch-Syndrom, ist ein autosomal dominant vererbtes Syndrom,
das 1-5% der kolorektalen Karzinome ausmacht und hierbei vor allem junge
Menschen betrifft (Kemp et al. 2004). Dabei tritt es zumeist rechtsseitig mit wenigen
grof3en Polypen auf und ist haufig mit Veranderungen im DNA-Reparatursystem, den
Mismatch-repair Genen, wie beispielsweise MLH1 und MSH2, verbunden (Davidson
2007). Es mussen bestimmte Kriterien erfillt werden um die Diagnose eines HNPCC
zu stellen, welche nach Amsterdam und Bethesda eingeteilt werden (Vasen et al.
1999; Rodriguez-Bigas et al. 1997).

Auch die familidre adenomatdse Polyposis gehért zu den Erkrankungen mit
autosomal dominantem Erbgang und bedingt etwa 1% der Karzinome.
Charakteristischer Weise entstehen viele adenomattse Polypen, die meist schon in
jungen Lebensjahren der Patienten zum KRK entarten (Galiatsatos und Foulkes
2006). Eine Ursache auf DNA-Ebene ist auch hier zu finden. 1991 konnte das APC-
Gen (adenomatdse polyposis Coli Gen) identifiziert werden, welches fur die meisten
Falle des FAP verantwortlich ist (Varesco 2004).

Abgesehen von diesem kleinen Anteil bekannter syndromaler Erkrankungen sind

Gene fur die restlichen ca. 25% des familiar bedingten KRK nicht ganzlich identifiziert
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und lassen auf eine polygene Vererbung schlieRen, welche im Kaptitel 1.7,
Genomweite Analysen und molekulargenetische Vorbefunde zum KRK, weiter

ausgefuhrt werden.

1.3 Pathogenese

Das Adenokarzinom ist das haufigste Kolonkarzinom und seine Entstehung liegt
hauptsachlich auf der Adenom-Karzinom-Sequenz begrindet. Diese beschreibt die
Abfolge der Entwicklung vom gesunden Kolonepithel Gber das benigne Adenom bis
zum Karzinom (Fearon und Vogelstein 1990). In den letzten Jahren wurde diese
These in zahlreichen Studien mit klinisch pathologischen und genetischen Belegen
bestatigt (Michor et al. 2005). Verschiedene genetische Ereignisse fihren dazu, dass
es in mehreren Schritten zur Karzinogenese kommt. Dabei spielt vor allem der
Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen, Gene, welche die unkontrollierte
Teilung von Zellen verhindern und somit die Krebsentstehung hemmen, eine
entscheidende Rolle. Ebenso ist die Aktivierung von Onkogenen, Gene, welche die
Krebsentstehung fordern, ein wichtiger Schritt in der Karzinogenese. Diese beiden
Verdanderungen lassen ein normales Darmepithel zu einem hyperproliferativen
Epithel und letztendlich zu einem metastasierenden Karzinom werden. Die
chronologische Abfolge ist dabei weniger wichtig als das Zusammentreffen mehrerer
genetischer Alterationen.

Wie in Abbildung 2 dargestellt, steht am Beginn der Kette der Veranderungen die
Inaktivierung des Tumorsuppressorgens APC, wodurch daraufhin die Tumor-
entstehung eingeleitet wird (Powell et al. 1992). Dieses Gen ist die ursachliche
Alteration, die bei der familiaren adenomatdsen Polyposis (FAP) zur Erkrankung fihrt
und dessen Veranderung in ca. 85% der Falle bei der Entwicklung eines kolorektalen
Karzinoms auszumachen ist (Michor et al. 2004). Es konnte ein Zusammenhang von
Adhasionsproteinen wie beispielsweise Catenin mit dem APC-Gen nachgewiesen
werden. Somit besteht die Funktion des APC-Genproduktes wahrscheinlich darin das
Zytoskelett zu stabilisieren und die Zelladhasion zu vermitteln (Cruz-Bustillo Clarens
2004; Su et al. 1993). In weiteren Schritten erfolgen Mutationen in Onkogenen, wie
dem KRAS-Gen (Kirsten-rat-sarcoma-viral-oncogene). Dieses Protoonkogen ist in
70% der kolorektalen Karzinome veréandert (Michor et al. 2005). Das KRAS Protein,

als Produkt des mutierten KRAS-Gens, Ubermittelt der Zelle einen ungebremsten
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Wachstumsreiz, wodurch nicht mehr kontrollierbar wachsende Tumorzellen
entstehen. Des Weiteren kommt es durch den Verlust des DCC-Gens (Deleted in
colon carcinoma) und dem p53-Gen, die normalerweise als Tumorsuppressorgene
fungieren, zur Tumorprogression. Mutiert das DCC-Gen, was in 70% der KRK und
50% der fortgeschrittenen Adenome zu finden ist, verdndert dies den
Zellzusammenhalt und fuhrt zu ausgepragten Dysplasien (Calvert und Frucht 2002).
Der Ausfall des p53-Gens fuhrt letztendlich zur Entwicklung des Karzinoms. Das
Protein p53, auch genant ,der Wachter des Genoms*, hat die wichtige regulatorische
Aufgabe, die Replikation geschadigter DNA zu verhindern und die Apoptose
geschadigter Zellen zu fordern. Bleibt dieser programmierte Zelltod durch eine
Inaktivierung des p53 aus, ist dies einer der entscheidensten Faktoren, die zu einem
ungebremsten Tumorzellwachstum fuhren (s. Abbildung 2). Die Bedeutsamkeit des
p53-Gens zeigt sich darin, dass eine Mutation dieses Gens in 90% aller Malignome
zu finden ist und somit eine der haufigsten krankhaften Verdnderung bei
Krebserkrankungen darstellt (Michor et al. 2005).

Normales Hyperproliferatives
Epithel Epithel Adenom Karzinom

ddde

APC KRAS DCC p53
Mutation Mutation Mutation

Abbildung 2: Adenom-Karzinom-Sequenz  (Hardy et al. 2000)

Es ist allerdings noch nicht geklart, welchen Einfluss Keimbahnmutationen auf die

Adenom-Karzinom-Sequenz haben.
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1.4 Kilinik und Diagnostik

Das kolorektale Karzinom wéachst haufig symptomlos und wird somit haufig zu spat
entdeckt. Wenn es zu Symptomen kommt, sind diese eher unspezifisch und nicht
eindeutig einzuordnen. Zu den maoglichen Symptomen kénnen Blutauflagerungen auf
dem Stuhl sowie Stuhlveranderungen, wie Diarrhoen, gehoren. Nicht zu
vernachlassigen sind auferdem die haufiger vorkommenden B-Symptome, wie
Abgeschlagenheit oder Gewichtsverlust, die auf ein eventuelles Tumorgeschehen
aufmerksam machen konnen. Wenn der Verdacht eines kolorektalen Karzinoms
besteht, sollte eine grindliche Untersuchung folgen, die unter anderem eine digitale
rektale Untersuchung sowie apparative Diagnostik beinhalten sollte. Hierbei ist die
wichtigste Untersuchungsmethode die Darmspiegelung. Durch die Koloskopie
besteht nicht nur die Moglichkeit verdachtiges Gewebe zu biopsieren, sondern auch
gleichzeitig Krebsvorstufen in Form von Polypen entfernen zu kénnen, um ein
Fortschreiten der Adenom-Karzinom Sequenz zu verhindern. Die Pravention des
kolorektalen Karzinoms, im Sinne von Friherkennungsmafinahmen, ist seit dem Jahr
2002 in das Fruherkennungsprogramm gesetzlich aufgenommen. Dieses beinhaltet
fur die Altersgruppe von 50-54 Jahren einen Hamocculttest, der verstecktes Blut im
Stuhl nachweist und ab einem Alter von 55 Jahren eine Darmspiegelung. Eine solche
Koloskopie sollte nach 10 Jahren wiederholt werden.

1.5 Therapie und Prognose

Um die Prognose neudiagnostizierter Patienten abschatzen zu kénnen, ist weiterhin
das Klinisch-pathologische Stadium der wichtigste Parameter und stellt damit die
Basis der therapeutischen Entscheidungsfindung (Weitz et al. 2005).

Die Stadieneinteilung des KRK erfolgt nach der TNM-Klassifikation der UICC (Union
internationale contre le cancer). Hierbei beschreibt T die Ausdehnung des Primar-
tumors, N die Lymphknotenmetastasierung und M die Fernmetastasierung. Die
weitere Einteilung erfolgt dann folgendermal3en: Folgt der Grundkomponente ein X
(Tx, Nx, Mx), ist diese Kategorie nicht beurteilbar. TO bedeutet, dass es keinen
Anhalt far einen Primartumor gibt, Tis steht fir Carcinoma in situ, hierbei ist der
Tumor auf das Epithel beschrankt und wachst nicht invasiv. T1 besagt, dass der
Tumor in die Submukosa eindringt, bei T2 wird die Muscularis propria, bei T3 die

Subserosa und bei T4 werden Nachbarorgane oder das Peritoneum infiltriert. NO
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bedeutet, dass es keine regionalen Lymphknotenmetastasen gibt, bei N1 sind bis zu
drei regionale Lymphknotenmetastasen zu finden und bei N2 sind es vier oder mehr
betroffene Lymphknoten. MO steht fur die Abwesenheit und M1 fir das
Vorhandensein von Fernmetastasen. Wie in der Tabelle 1 dargestellt, werden diesen
Komponenten dann die entsprechenden Tumorstadien zugeteilt (Sobin und Wittekind
2002).

Tumorstadium |TumorgrofRe (T) Lymphknoten (N) Metastasen (M) |5-Jahresiberleben (%)*

I T1-T2 NO MO 93,2

lla T3 NO MO 84,7

b T4 NO MO 72,2
Ila T1-2 N1 MO 83,4
b T3-4 N1 MO 64,1
lllc Jedes T N2 MO 44,3

v Jedes T Jedes N M1 8,1

Tabelle 1: Stadieneinteilung (UICC) (nach Sobin und  Wittekind 2002)
* nach O’Connel et al. 2004

Patienten, bei denen ein Tumorstadium Il oder Ill diagnostiziert wird, werden sofort
chirurgisch behandelt und haben dann eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
von ca. 75% (Nauta et al. 1989). Trotz allem erleiden 25% der Patienten einen
Ruckfall und sterben an ihrer Erkrankung. Auffallig ist, dass die Untergruppe der im
Stadium Ilb diagnostizierten Patienten eine geringere 5-Jahres-Uberlebenschance
hat als Patienten, die im Stadium llla diagnostiziert wurden (O'Connell et al. 2004).

Die Risikobewertung des Stadium Il bleibt daher schwierig.

Das allgemeine therapeutische Vorgehen beim kolorektalen Karzinom besteht vor
allem in der grof3ziigigen, radikalen operativen Entfernung des Tumorgewebes sowie
der drainierenden Lymphwege, wodurch sich je nach Lage des Tumors
unterschiedliche Bereiche einschlieRen. Patienten mit einem vollstandig entfernten
Kolonkarzinom im Stadium Il erhalten eine adjuvante Chemotherapie. Im Gegensatz
dazu besteht weiterhin Unschlissigkeit dariiber, ob eine postoperative, adjuvante
Therapie auch beim Stadium Il eingesetzt werden sollte. Fir diese Patienten gibt es,
die Nachsorge betreffend, keine wissenschaftlich belegte klinische Richtlinie und die
therapeutische Entscheidungsfindung basiert auf einem eingeschrankten Angebot

von klinischen und pathologischen Markern (Lavery und De Campos-Lobato 2010).
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Eine neoadjuvante Therapie, also eine Therapie vor der geplanten Operation, ist vor
allem beim Rektumkarzinom ab dem Stadium Il indiziert. Hierbei wird vor der
Operation eine Radiochemotherapie durchgefuihrt, die das Auftreten eines
Lokalrezidivs senkt und eine bessere Operabilitat durch das Schrumpfen des Tumors
schafft (Schmiegel et al. 2010). Neuere Therapieansatze des KRK beinhalten den
Gebrauch von monoklonalen Antikérpern. Cetuximab, als Antikdrper gegen den
epidermalen  Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), kann bei Patienten in
fortgeschrittenen Stadien, die schlecht auf eine Chemotherapie ansprechen,
verlangernd auf die Gesamtiiberlebenszeit sowie progressionsfreie Uberlebenszeit
wirken und die Lebensqualitat verbessern (Jonker et al. 2007).

Die in letzter Zeit zunehmende Entwicklung molekularer Marker hat in Bezug auf die
Therapie des KRK vielversprechende Ergebnisse zeigen kdnnen. Es konnte zum
Beispiel eine Mutation im KRAS-Gen als pradiktiver Marker fir Patienten
ausgemacht werden, die nicht auf eine Therapie mit EGFR-Antikdrpern ansprechen

(Karapetis et al. 2008). Auch einige andere vermutliche Marker wurden untersucht.

1.6 Genetische Marker

Die Sequenzierung des Genoms 2001 durch das Humane Genom Projekt stellt den
Anfang einer neuen Ara der genetischen Ursachenforschung verschiedener
Krankheiten dar (Lander et al. 2001). Auf dieser Grundlage haben sich eine groRRe
Gruppe von Forschern aus GroRRbritannien, Kanada, Japan, China und den
Vereinigten Staaten von Amerika zusammen geschlossen und das Internationale
HapMap Projekt gegriindet (www.hapmap.org). Ihr Ziel ist es eine Karte zu erstellen,
welche die Varianten der menschlichen DNA-Sequenz beschreibt. Das Verstandis
Uber die Funktion von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) und der Haplotyp-
Blockstruktur ist die Basis fir dieses Projekt.

1.6.1 SNP

Ein Polymorphismus ist eine Genvariante, welche mit einer Frequenz von tber 1% in
der Bevolkerung auftritt. Die haufigste Form genetischer Variabilitat stellt dabei mit
ca. 90% der Sequenzvarianten im menschlichen Genom der Einzelbasen-
polymorphismen dar (Collins et al. 1998). Diese SNPs sind Mutationen eines
einzelnen Basenpaares und finden sich auf kodierenden und nicht kodierenden
Sequenzen der DNA. SNPs koénnen in zwei verschiedenen Varianten, den so
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genannten Allelen auftreten. Diese enthalten unterschiedliche Informationen, sodass
zum Beispiel bei einem erkrankten Menschen anstatt der Base Guanin (G) die Base
Adenin (A) in einem Teil der DNA-Sequenz auftritt (s. Abbildung 3). Als MAF (Minor
Allele Frequency) wird hierbei die Frequenz des am wenigsten vorkommenden Allels
eines SNP bezeichnet (Reid-Lombardo und Petersen 2010).

Abbildung 3: Einzelbasenpolymorphismus, A-T wird durch G-C ersetzt, woraus zwei potentielle
Formen oder Allele an dieser Stelle entstehen (Reid-Lombardo und Petersen 2010).

1.6.2 Haplotyp-Blockstruktur

Die Anzahl der SNPs im menschlichen Genom ist sehr gro3. Um Risikovarianten fir
bestimmte Krankheiten herauszufiltern wird das Prinzip der Haplotyp-Blockstruktur
genutzt. Einzelne Allele eines SNPs kommen, soweit sie raumlich nah beieinander
liegen, abhangig voneinander vor. Dies nennt man Kopplungsungleichgewicht.
Aufgrund des Vorliegens der ersten Variante kann also auf das Vorliegen der zweiten
Variante geschlossen werden. Zusatzlich ist die Zahl der unterschiedlichen
Allelkombinationen, die auch als Haplotypen bezeichnet werden, durch die
Abhangigkeit der Allele voneinander eingeschrankt. Dies bedeutet fur die Suche
genetischer Risikofaktoren einer Krankheit einen erheblich reduzierten Arbeits-
aufwand (Freudenberg et al. 2002). Das internationale HapMap-Projekt hat diese
Erkenntnisse genutzt und die Mitglieder haben DNA von 270 Menschen untersucht.
Die Probanden kamen aus unterschiedlichen L&ndern verschiedener Kontinente.
Afrika war mit Teilnehmern aus Nigeria, Asien mit den Landern China und Japan und
Amerika mit Probanden aus den USA vertreten. Auch Europa wurde durch den
Einfluss von Verwandtschaften zwischen US-amerikanischen Birgern und
Europaern mit abgebildet. Aufgrund dieser ethnischen Mischung verschiedener

Menschen sollten die Ergebnisse weltweite Gultigkeit bekommen.
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Die SNPs und dazugehdrige Haplotypen stehen auf der Datenbank des NCBI
(National Center for Biotechnology) fur die Erforschung krankheitsbezogener,
genetischer Risikofaktoren zur Verfugung (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sie werden fir
genomweite Assoziationsstudien, bei denen das ganze Genom auf Risikogene
untersucht wird und Kandidatengenstudien, bei denen vorher ausgewéhlte Gene

untersucht werden, genutzt.

1.7 Genomweite Analysen und molekulargenetische Vor  befunde
zum KRK

Es ist nicht bekannt, inwieweit das KRK-Risiko auf exogene oder genetische
Faktoren zurlckzufuhren ist. Dennoch ist es wichtig, Grinde fur die familiare
Haufung zu finden, um daraus die Mechanismen der Krebsentstehung besser

verstehen und Pravention betreiben zu kénnen (Hemminki und Chen 2004).

Da es keine eindeutige Losung gibt, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass das
Zusammenspiel aller Faktoren in Bezug auf die Karzinogenese eine wesentlich
groRere Rolle spielt, als der Einzelne. Es mussen dementsprechend mehrere
geringfligig durchsetzbare Gene (low-penetrance genes) oder Genvarianten
aufeinandertreffen, damit ein Prozess entsteht, der durch das Zusammenwirken von
Genetik und Umwelt komplettiert wird und letztendlich zur Karzinogenese fihrt.
Betreffende Gene konnten nicht nur Onkogene, Tumorsuppressorgene und Gene,
welche die Mikroumgebung des Darms aufrecht erhalten, sein, sondern ebenso
Gene, die am Stoffwechsel oder an der Methylierung der DNA beteiligt sind. Auch die
Immunantwort beeinflussende Gene sind hier méglicherweise involviert. Studien
beziglich Genen, die an dem Schutz der DNA vor karzinogen bedingten Schaden
beteiligt sind, waren nach ersten positiven Ergebnissen entdeckter Assoziationen
eher enttduschend, da sie in nachfolgenden Studien nicht bestatigt werden konnten
(Tomlinson et al. 2010).

Mittels mehrerer Metaanalysen niedrigpenetranter Gene (low-penetrance genes)
konnten einige Polymorphismen identifiziert werden. Houlston und Tomlinson
veroffentlichten 2001 eine Studie zu Polymorphismen und dem Risiko des
kolorektalen Tumors. Anhand der Metaanalyse von 50 Studien zeigten sie, dass ein
erhohtes Risiko des KRK vor allem mit den Polymorphismen APC-11307K, HRAS1-
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VNTR und MTHFR einhergeht (Houlston und Tomlinson 2001). Weitere ,low
penetrance genes* wie GSTT1, HRAS1-VNTR, ALDH2, NAT2 (Phanotyp), die das
Risiko fur einen Tumor erhéhen, konnten in der Metaanalyse von de Jong bestétigt
werden. Im Zusammenhang von MTHFR und Tp53 (Intron3) mit der Krebs-
entstehung wurde ein erniedrigtes Risiko festgestellt. Auch der Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-alpha) konnte als risikoverstarkender Faktor (TNF-alpha (a2)), aber
ebenso als risikoverringernder Faktor (TNF-alpha a5, al3) des KRK identifiziert
werden (de Jong et al. 2002).

Durch die Einfihrung genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) ist es moglich
geworden, viele neue Informationen im Zusammenhang von genetischen
Risikofaktoren und Krankheiten zu sammeln. Ein entscheidender Nachweis vieler
Assoziationen von Genvarianten mit unterschiedlichsten und haufigen Volks-
krankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis, der koronaren Herzkrankheit und dem
Morbus Crohn, innerhalb einer Kohorte der britischen Bevoélkerung, ist dem
Wellcome Trust Case Control Consortium 2007 gelungen (Consortium 2007). Solche
Studien, die das menschliche Genom scannen, wurden vor allem durch den Einsatz
neuer besonderer Chips (500-1000K), zum Beispiel von der Firma Affymetrix, die
auch in der oben beschriebenen Studie eingesetzt wurden, ermdglicht. So konnten
mittels genomweiter Assoziationsstudien auch fir das KRK relevante Risikofaktoren,
beispielsweise auf dem Gen 8924, gefunden werden, die vorher als solche nicht
erkannt werden konnten (Tomlinson et al. 2007; Zanke et al. 2007). Es folgten
weitere Veroffentlichungen, die Varianten auf den Genen 11923, 15q13.3 sowie
8023.3 und 10p14 finden konnten (Tenesa et al. 2008; Jaeger et al. 2008; Tomlinson
et al. 2008). Ebenso wurde 2007 eine Studie auf der Grundlage genomweiter
Assoziationsstudien veroffentlicht, die bestimmten Allelen auf dem SMAD7-Gen
(18g21.1) ein erhohtes Risiko an KRK zu erkranken zusprach (Broderick et al. 2007).
Houlsten et al. fuhrten dann 2008 eine Metaanalyse von zwei GWAS durch und
konnten dadurch vier zusatzliche Risikovarianten auf den Genen 14q22.2,
16022.1,19p13.1 und 20p12.3 finden (Houlston et al. 2008). Spater folgte eine
weitere Metaanalyse, die wiederum vier bis dahin unbekannte Assoziationen auf den
Genen 1041, 30g26.2, 12g13.13 und 20q13.3 aufdecken konnte (Houlston et al.
2010). Das Nationale Genomforschungsnetz (NGFN) fiihrt auch in Deutschland
genomweite Assoziationsstudien zu genetischen Ursachen von Volkskrankheiten
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durch. Im Rahmen dessen ist zum Beispiel die Arbeit von Lascorz et al. zu nennen,
die nicht nur die Risikoallele auf den Genen 8g24.21 und 11923 bestatigen konnten,
sondern auch einen Zusammenhang zwischen einer erhohter MAPK-
Signalwegaktivitdt und dem gesteigerten Risiko, an Darmkrebs zu erkranken,

erbringen konnte (Lascorz et al. 2010).

1.8 Krebs im Zusammenhang mit Entzindungsmechanisme n

Rudolf Virchow entdeckte nach intensiver Forschung an Tumorgewebe, dass in
diesem Leukozyten nachzuweisen sind. Damit konnte er bereits 1863 einen
Zusammenhang zwischen Entziindung und Krebs herstellen. Seine Vermutung war,
dass der Ursprung des lymphozytaren Infiltrates in einer chronischen Entziindung
liegt, welche die Zellproliferation begunstigt. In den letzten Jahren konnte seine
Annahme untermauert werden, denn es ist nun bekannt, dass ca. 15% aller
Krebsarten durch eine Infektion verursacht werden, bei der chronische
Entzindungsreaktionen eine entscheidende Rolle spielen. Hierbei sind vor allem das
Cervixkarzinom, das mit einer Infektion des humanen Papillomavirus in Verbindung
steht, das Magenkarzinom im Zusammenhang mit einer Helicobacter pylori Infektion
sowie das hepatozellulare Karzinom, welches mit einer Hepatitis assoziiert werden

kann, zu nennen (Balkwill und Mantovani 2001).

Das kolorektale Karzinom ist ebenfalls von groRem Interesse, da es im
Zusammenhang mit dem Vorkommen chronisch entzindlicher Darmerkrankungen
steht und somit Anlass zur weiteren Erforschung der Krebs-Entztiindung Verbindung
gibt (Terzic et al. 2010; Westbrook et al. 2010). Dabei kann eine akute
Entzindungsreaktion allein das Risiko der Karzinomentstehung noch nicht erhéhen.
Erst im chronischen Stadium hat dies einen Einfluss auf das Karzinomrisiko, denn
umso langer die Entzindung besteht, desto grofRRer ist das Risiko, dass sich an
dieser Stelle ein Karzinom entwickelt (Shacter und Weitzman 2002).

Fur das Verstandnis dieses Prozesses ist es zuerst einmal wichtig, die
physiologischen Grundlagen der Entzundungsreaktion zu betrachten. Diese
bestehen aus einem System, das durch unterschiedliche chemische Informations-
vermittiungen Schaden infizierter Gewebe erkennen und die Reparatur der Zellen

einleiten lasst. Zu den Aktivatoren zahlen hierbei einwandernde Entziindungszellen,
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wozu beispielsweise Leukozyten gehéren, sowie Zytokine, die als chemotaktisch
wirkende Modulatoren das Entziindungsgeschehen malfigeblich beeinflussen. Es gibt
dabei inflammatorische und antiinflammatorische Zytokine, die normalerweise zu
einer Selbstlimitierung der Entziindung fuhren. Sind diese Mechanismen defekt, kann
es zu einer Verschiebung im System kommen, die dann in dem unbegrenzten
Prozess einer chronischen Entzindung mindet. Die Entziindungszellen, die lange
Zeit an einem Ort verbleiben, bilden reaktive Sauerstoff- und Stickstoffradikale, die
normalerweise zur Abwehr gegen die Infektion genutzt werden, nun aber zu Schaden
in der DNA der proliferierenden Zellen fihren. Insbesondere der Schaden an
Reparatur- und Apoptoseprogrammen sowie Tumorsuppressorgenen fuhrt zu einer
ungebremsten Replikation der DNA und letztendlich zu unkontrolliert proliferierenden
Zellen. Der karzinogene Prozess wird so weiter vorangetrieben und lasst auf
Grundlage der Entzindung sowohl eine hervorragende Basis fur das
Tumorwachstum, als auch fir die Angiogenese und genomische Instabilitat
entstehen (Coussens und Werb 2002). Da der Darmtrakt von sehr vielen Bakterien
besiedelt ist, muss die Darmschleimhaut erkennen, gegen welche Pathogene
vorgegangen werden muss und welche Bakterien als Symbionten toleriert werden
mussen, um das Gleichgewicht der natirlichen Darmflora aufrecht zu erhalten.
Bakterien besitzen Verbindungen, die von vielen unterschiedlichen Rezeptoren, wie
zum Beispiel Toll-Like Rezeptoren, erkannt werden und das angeborene
Immunsystem aktivieren. Bei den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
scheint dieses Gleichgewicht der Darmflora zusammenzubrechen und die
naturlichen Darmbakterien fihren zu einer entziindlichen Immunantwort (Yamamoto-
Furusho und Podolsky 2007). Dies ist allerdings nicht der einzige ursachliche Faktor
fur die Entstehung einer chronisch entztindlichen Darmerkrankung (CED), denn auch
Umweltfaktoren und eine genetische Pradisposition scheinen die Atiologie
mitzubestimmen (Hanauer und Hommes 2010). Nicht nur bei chronisch
entztindlichen  Darmerkrankungen spielen  Entziindungsmechanismen eine
entscheidende Rolle, welche das Risiko ein KRK zu entwickeln erhéhen konnen,
sondern auch in anderen vererbbaren genetischen Variationen verschiedener
immunologischer Gene wird ein Zusammenhang mit dem erhdhten Darmkrebsrisiko

vermutet.
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Das in der angeborenen Immunantwort beteiligte Gen CARD15 (caspase-activating-
recruitment-domain) konnte bei friherkrankten Patienten als mitverursachender
Faktor des kolorektalen Karzinoms entdeckt werden (Mockelmann et al. 2009). Die
bereits erwahnten Zytokine, die als wichtige Vermittler der Entzindungsreaktion
gelten, wurden ebenfalls in einen Zusammenhang mit Krebs gebracht. Dazu gehoéren
beispielsweise Interleukine (IL), die proinflammatorisch und antientzindlich wirken
konnen. Polymorphismen in dem Promotor dieser Interleukine filhren zu einer
besseren Prognose des KRK. So konnten Wilkening et al. in ihrer Studie zu SNPs in
der Interleukinpromotorregion zeigen, dass bestimmte Allele im antiinflam-
matorischen IL-4 und im proinflammatorischen IL-6 mit einer erhéhten Uberlebens-
rate des Darmkrebs assoziiert sind und somit die SNPs [L4-590 und IL-6-174
maogliche nitzliche prognostische Marker darstellen kénnen (Wilkening et al. 2008).
Ein weiteres antiinflammatorisches Zytokin, welches in Zusammenhang mit der

Prognose des KRK stehen kdnnte, ist das Interleukin-10.

1.8.1 Interleukin-10 und Prognose

Interleukin-10 wurde erstmals 1989 von Fiorentino et al. als ein Zytokinsynthese
hemmender Faktor (cytokine synthesis inhibitory factor (CSIF)) beschrieben, welcher
von Typ2-T-Helfer-Zellen sezerniert wird und die Synthese von Zytokinen der Typ1-
T-Helferzellen hemmt (Fiorentino et al. 1989). Weitere Studien haben ergeben, dass
das Interleukin-10 nicht nur von T-Zellen, sondern auch von vielen weiteren
Immunzellen gebildet wird. Hierbei sind vor allem die Monozyten zu erwahnen, die
eine grol3e Menge von Interleukin-10 bilden kénnen (de Waal Malefyt et al. 1991).
Zur Funktion des Interleukin-10 gehort in erster Linie die, durch die Hemmung der
Entzindungsreaktion bedingte, immunsuppressive Wirkung. Kuhn et al. haben
gezeigt, dass diese Funktion auch in der Entwicklung von Erkrankungen eine
wichtige Rolle spielt. Sie haben 1993 entdeckt, dass IL-10 defiziente Mause vermehrt
chronische Enterocolitiden entwickelt haben (Kuhn et al. 1993). Besonders anzu-
merken ist hierbei, dass viele dieser M&ause spater ein kolorektales Karzinom
entwickelt haben, ahnlich dem erh6hten Vorkommen des kolorektalen Karzinoms bei
Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (Berg et al. 1996). Huang
et al. entdeckten 1999 in einer Studie an Melanomzellen, dass Interleukin-10 nicht
nur eine antientziindliche, sondern auch eine antiangiogene Wirkung hat (Huang et
al. 1999). Weitere Erkrankungen werden mit Interleukin-10 in Zusammenhang

gebracht und fuhren dazu, dass auch auf genetischer Ebene nach Grinden fur
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vermehrte oder verminderte IL-10 Expression gesucht wird. Hierbei stehen vor allem
die Polymorphismen in den Promotorregionen im Vordergrund, da die Regulation der
IL-10 Expression hauptsachlich durch seinen Promotor erfolgt. Daraufhin wurde der
Zusammenhang zwischen IL-10 Promotorpolymorphismen und einem erhéhten
Krebsrisiko untersucht. Es konnten einige Krebserkrankungen gefunden werden,
deren Risiko oder Progression entweder mit erhdhten oder verminderten IL-10
Expressionen einhergehen. Howell und Rose-Zerilli haben 2007 in einem Review 23
bekannte Studien zu IL-10 Polymorphismen und Krebs zusammengefasst. Sie sind
zu dem Schluss gekommen, dass diese Studien die zweiseitige biologische Funktion
des IL-10 als ein einerseits antientzuindliches, potentiell Krebs unterstiitzendes und
andererseits antiangiogenes, potentiell Krebs verhinderndes Zytokin widerspiegelt.
Sie fordern aufgrund der teilweise geringen PopulationsgréfRen dieser Studien
weitere und grofRere Untersuchungen, die den IL-10 Polymorphismus erforschen
(Howell und Rose-Zerilli 2007).

Das kolorektale Karzinom und die Bedeutung des IL-10 Polymorphismus in Bezug
auf dessen Prognose wurde zum ersten Mal von Wilkening et al. 2008 tberprift. In
einer grol3en Kohorte von 308 schwedischen Inzidenzfallen des KRK, mit Daten zu
Tumorstadien und Uberlebensraten, konnte ein Zusammenhang zwischen Tumor-
stadium und IL-10 Polymorphismus gezeigt werden. Patienten, die ein G-Allel des
Promotor SNPs IL-10-1082 trugen, befanden sich vermehrt in frGheren Stadien des
KRK als in spateren Stadien (Wilkening et al. 2008).

1.8.2 Toll-Like-Rezeptor 3 und Prognose

Ein besonderes Protein, welches ebenfalls bei der Entziindungsregulation und damit
bei der Krebsentstehung eine Rolle spielt, ist der Toll-Like Rezeptor 3. TLR-3, auch
CD283 genannt, ist ein endosomales Protein, das zu der Familie der Toll-Like
Rezeptoren gehdrt. Sie spielen vor allem bei der Erkennung verschiedener Antigene
eine Rolle, was eine Aktivierung der angeborenen Immunantwort bedeutet. Ihre
Aufgabe ist es, Strukturen die auf Krankheitserregern vorkommen, so genannte
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), zu erkennen und daraufhin die
Aktivierung bestimmter Gene einzuleiten. Diese Gene kodieren fir Zytokine, Uber
welche die erworbene Immunantwort vermittelt wird (Akira und Takeda 2004). Somit
stellen die Toll-Like Rezeptoren eine wichtige Schnittstelle zwischen angeborener

und adaptiver Abwehr dar. Eines der Zytokine, deren Ausschittung vom TLR-3
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bedingt wird, ist das Interferon-beta (Oshiumi et al. 2003). Im Laufe der Replikation
eines Virus kommt es meistens zur Produktion viraler doppelstrangiger RNA. Diese
ds-RNA kann von dem TLR-3 erkannt werden und anschlieRend die Aktivitat von NF-
KB und der MAPK (mitogen-activated-protein-kinase) verstarken, wodurch die
dendritischen Zellen zur Reifung angeregt werden und die spezifische Immunantwort
die Zellen vor dem Virus schutzen kann. Die synthetische ds-RNA Polyinosinic-
polycytidylic acid (Poly (I:C)) stellt hierbei einen Agonisten des TLR-3 dar
(Alexopoulou et al. 2001). Aber nicht nur die antivirale Abwehr scheint eine Rolle zu
spielen, sondern, wie Salaun et al. in einer Studie an Brustkrebszellen zeigen konnte,

ist TLR-3 auch an dem Apoptoseweg einer Zelle beteiligt (Salaun et al. 2006).

TLR-3 ist nicht ausschlie3lich in Zellen des Immunsystems zu finden, sondern auch
in Zellen, die nicht direkt an der Immunantwort teilhaben, wie zum Beispiel
Keratinozyten oder Endothelzellen (Fujita et al. 2004; Kaiser et al. 2004). Die
dadurch naheliegende Vermutung, dass auch in Tumorzellen eine erhéhte TLR-3
Expression zu finden sein kdnnte, konnten Jiang et al. 2008 bestatigen. Sie fanden
heraus, dass der TLR-3 Rezeptor in vielen Tumorzellen, wie auch in kolorektalen
Tumorzellen, exprimiert wird und die Blockade dieser Rezeptoren zu einem
reduzierten proapoptotischen Effekt des Agonisten Poly (I:C) fuhrt (Jiang et al. 2008).
Schon 2005 wiesen Salem et al. nach, dass der TLR-3 Agonist Poly (I:C) nicht nur zu
einer verstarkten CD8+- T-Zell Antwort fiihrt, sondern auch eine erhdhte Immunitat
gegen den Tumor resultiert (Salem et al. 2005). Diese Ergebnisse zeigen, dass der
TLR-3 einen groRen Anteil an der auf verschiedene Tumoren bezogenen
Immunantwort hat. Jedoch kann noch keine Aussage dazu getroffen werden,
inwieweit genetische Polymorphismen die Prognose karzinombetroffener Patienten

beeinflussen kann.

1.9 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Polymorphismus des Toll-Like Rezeptor 3 und des
Interleukin-10 in Hinblick auf die Entstehung und die Prognose des kolorektalen

Karzinoms zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Rekrutierung

Das Patientenkollektiv besteht aus Patienten mit kolorektalem Karzinom, die
zwischen 2002 und 2005 in norddeutschen Kliniken behandelt sowie dem
Krebsregister Schleswig-Holstein gemeldet wurden. Uber 10.000 Patienten wurden
Anfang 2004 Uber die folgenden Kliniken angeschrieben:

Universitatsklinikum Kiel, das Stadtische Krankenhaus Kiel, das Stadtische Klinikum
Lineburg, das Klinikkum Rotenburg/Wimme, das Elbe Klinikum Stade, das
Allgemeine Krankenhaus Hamburg Altona, das Klinikum Hamburg Eilbek, das
Allgemeine Krankenhaus Hamburg Barmbek, das Klinikum Hamburg Harburg, das
Allgemeine Krankenhaus Bergedorf, das Krankenhaus Reinbek St. Adolf-Stift, das
Klinikum Lippe Detmold, das Martin-Luther-Krankenhaus Schleswig, das Klinikum
Nordfriesland mit den Kliniken in Niebull und Husum, das Malteser sowie das
Diakonissen Krankenhaus Flensburg, die Krankenhduser Rendsburg-Eckernférde,
das Friedrich-Ebert Krankenhaus Neumunster, das Klinikum Neustadt, das Klinikum
Itzehoe, das Westkustenklinikum Heide, das Klinikum Bad Oldesloe und das
Klinikum Bremen-Nord (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Teilnehmende Kliniken
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Insgesamt konnten 2927 Patienten fur die Studie gewonnen werden. In einem
populationsbasiertem Gebiet nérdlich des Nordostseekanals, welches Schleswig-
Holstein bis zur Grenze Danemarks beinhaltet, wurde keine Altersgrenze festgelegt.
Um eine Hochrisikokohorte zu erstellen, wurde zusatzlich bei allen Patienten, die
sudlich des Nordostseekanals rekrutiert wurden, eine Altersgrenze von 65 Jahren
beschlossen.

2.2 Rekrutierungsplattform Popgen

Popgen — kurz fur Populationsgenetik - ist ein Forschungsprojekt des Nationalen
Genomforschungsnetzes (NGFN) an der Universitat Kiel, welches im Jahre 2003
initiiert wurde. Hierbei handelt es sich um den Aufbau einer Biobank, die genutzt
wird, um die Beziehung zwischen Genotyp und Phanotyp zu erforschen. Das Projekt
wird durch das Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF) geférdert. Fur
die Patientenidentifikation, die Rekrutierung und letztendlich die Genotypisierung
werden medizinische, bioinformatische, statistische und epidemiologische Bereiche
genutzt. Das Forschungsprojekt Popgen hat bis heute Uber 150.000 Proben
gesammelt. Es beinhaltet mehr als 30 verschiedene Projekte und ist dabei, sich
stetig zu vergréRern. Das Einzugsgebiet erstreckt sich vom Nordostseekanal in
Schleswig-Holstein, inklusive Kiel, Richtung Norden bis an die danische Grenze (s.
Abbildung 4). In diesem Gebiet mit Uber einer Million Einwohnern und 41
Krankenhdusern steht somit in seiner Grofie und Zusammensetzung ein
Patientenkollektiv zur Verfigung, welches zur Reprasentation der Bevolkerung im
Stande ist. Aktuelle Projekte beinhalten verschiedenartige Fragestellungen, wie zum
Beispiel die Langlebigkeit des Menschen oder genetische Ursachen der haufigsten
Volkskrankheiten. Es werden Krankheiten aus unterschiedlichen Bereichen der
Medizin untersucht, zu denen unter anderem das Gallensteinleiden, die koronare
Herzkrankheit, die Psoriasis, die Parodontitis, der essentielle Tremor, das zerebrale
Anfallsleiden bei Kindern, die chronisch entztindliche Darmerkrankungen sowie das
kolorektale Karzinom gehéren. So wurde Popgen auch fiur diese Studie als
Rekrutierungsplattform genutzt, um ein bevolkerungsreprasentatives Patienten-

kollektiv zu erstellen.
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2.3 Follow-up

Es wurden 2264 Patienten von den zu Beginn des Projektes gewonnenen 2927
Patienten erneut angeschrieben. Der restliche Anteil der Patienten hatte in eine
weitere Kontaktaufnahme oder in die Zusendung eines Studienberichts nicht
eingewilligt und wurde somit nicht erneut kontaktiert. Jedem der 2264 Patienten
wurde ein Brief zugesendet, der einen Follow-up Fragebogen, einen Fragebogen zur
Lebensqualitat und eine Aufforderung zur Teilnahme an einer Befragung zu
Ernahrungsgewohnheiten beinhaltete. Eine Einwilligung in die Zusendung
allgemeiner Ergebnisse mit Informationen Uber die Entwicklung der Studie und ein
freigemachter Ruckumschlag fur die Rucksendung der ausgefillten Unterlagen
wurden ebenfalls mitverschickt. Der in diese Studie eingeflossene Follow-up
Fragebogen (Genetische Ursachen des Dickdarmkrebses, Folgebefragung 1, s.
Anlage), beinhaltet unter anderem Fragen zu Geschlecht, Geburtsdatum,
KorpergrolR3e, Gewicht, Therapiemalinahmen, Nebenwirkungen, Metastasenbildung
und Operationen. Ebenso wurde das Datum der letzten Nachsorgeuntersuchung
sowie der Name des durchfihrenden Haus-/Facharztes erfragt. Die Antworten der
Patienten wurden anschlieRend digitalisiert. Patienten, die sich nach drei Monaten
Wartezeit noch nicht zurtiickgemeldet hatten, wurde ein Erinnerungsschreiben
gesendet, ein weiteres folgte nach erneuten vier Monaten Wartezeit. Sollte daraufhin
keine Rucksendung eingegangen sein, erfolgte eine Abfrage des Melderegisters, um

gegebenenfalls Adressanderungen der Patienten erfahren zu kénnen.

Die Follow-up Zeit dieser Studie wurde vom Diagnosedatum bis zum KRK
spezifischen Tod bemessen. Zudem wurde die Zeit durch das Ende der
Nachverfolgung, welches durch das Datum des letzten Kontakts mit dem
behandelnden Arzt festgelegt wurde, sowie durch den Tod aufgrund anderer

Ursachen, zensiert.

2.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden ausschlie3lich Patienten in die Studie eingeschlossen, die in der
Popgendatenbank registriert waren. Von der gesamten Kohorte von 2264 Patienten
konnte durch Aktenstudium, Patientenkontakt und Kontakt zum behandelnden Arzt
fur 614 Patienten folgende Daten vollstdndig erhoben und diese Patienten in die

Studie eingeschlossen werden. Die restliche Anzahl der Patienten, von denen
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Informationen zu einem dieser Punkte nicht erlangt werden konnte, wurden nicht in

die Studie eingeschlossen.

1) Vollstandige Information tber das klinische Stadium, die Gber die intraoperative
Dokumentation und die pathologische Einteilung erlangt wurde

2) Letzter Kontakt zu dem Patienten, gesetz dem Fall, dass er noch lebte, nicht
langer als ein Jahr, ausgehend von November 2009, zurtickliegend

3) Durch den Hausarzt bestatigter Tod des Patienten

4) Deutsche Staatsangehorigkeit, die durch einen eindeutigen Geburtsort beider
Elternteile und der selbstberichteten Ethnizitat des Patienten bestatigt wurde

5) Verfugbarkeit von mindestens 5 ug DNA

6) Information Uber die Art der Operation (nur Patienten mit elektiven Eingriffen

wurden eingeschlossen)

Ausschlusskriterien waren die Erfullung der Amsterdam oder Bethesda Kriterien ftr
HNPCC genauso wie eine Vorerkrankung maligner Genese oder der Erkrankung an

einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung.

2.5 Datenschutz und Ethik

Der Datenschutz wurde gesichert, indem die personlichen Patientendaten
unabhangig von den Fragebdgen und Proben gespeichert wurden. Zuvor wurde
jedem Fragebogen eine Studien-ID-Nummer zugeteilt und somit jeder Teilnehmer
pseudonymisiert. Das unabhangige Landeszentrum fur Datenschutz in Schleswig-
Holstein hatte an dem Verfahren datenschutzrechtlich keine Beanstandungen. Da die
Daten anonymisiert wurden und somit kein Rickschluss der Ergebnisse auf einzelne
Patienten mehr mdoglich war, wurde den Patienten angeboten, allgemeine
Informationen zum Fortgang des Projektes zu erhalten. Diese wurden ihnen, sofern

sie sich einverstanden erklarten, zugeschickt.

Der Erstantrag vom 29.09.2003 dber den Studienplan, Popgen-populations-
reprasentative Stichprobe fiir die populationsgenetische Exploration im NGFN Phase
1 (Aktenzeichen A 156/03), wurde am 25.11.2003 von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel als berufsethisch
und berufsrechtlich unbedenklich eingestuft. Der Erweiterungsantrag zur
Folgebefragung, die Grundlage dieser Arbeit ist, wurde am 22.07.2009 eingereicht
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und ebenfalls Uberprift. Auch hier stimmte die Ethikkommission am 30.07.2009
damit Uberein, dass es keine berufsethischen und berufsrechtlichen Einwande gibt

(s. Anlage).

2.6 Genotypisierung

Die SNPs die eine Gruppe von Kandidatengenen enthalten (Tabelle 2), wurden aus
der dbSNP Datenbank des National Center of Biotechnology herausgesucht

(www.ncbi.nlm.nih.giv/snp).

Gene rs-Nummer | Chr. Allelnukleotid Variation Minimal Allel Frequenz
Major/Minor (MAF)
CCR-2 rs1799864 3 G/A V64l 0.11
CTLA-4 rs231775 2 AIG T17A 0.40
CTLA-4 rs3087243 2 G/A nearGene-3 0.40
EVER2 rs7208422 17 T/IA N306I 0.50
IL-10 rs1800896 1 AIG Promoter 0.48
IL-10 rs1800872 1 GIT Promoter 0.24
IL-1B rs1143627 2 TIC nearGene-5 0.32
IL4-R rs1805010 16 AIG 175V 0.47
IL4-R rs1805015 16 AIG S503P 0.16
IL4-R rs1801275 16 AIG Q576R 0.20
IL-6 rs1554606 7 GIT intron 3 0.45
IL-6 rs1800797 7 G/A Promoter 0.48
LTA rs1041981 6 CIA T60N 0.36
TIRAP rs8177374 11 CIT S180L 0.17
TLR-3 rs5743305 4 AT Promoter 0.38
TLR-3 rs3775291 4 CIT L412F 0.29
TLR-8 rs3761623 X G/A Promoter 0.49*
TLR-9 rs5743836 3 TIC Promoter 0.14
TLR-9 rs352140 3 AIG P545P 0.42
Tabelle 2: Auflistung untersuchter Polymorphismen, Chr.= Chromosom

Selektionskriterien fur die eingeschlossenen Marker waren eine bekannte
intragenische Lokalisation und eine mindeste Allelfrequenz von > 10 % in der
kaukasischen Bevolkerung. AuRerdem musste fur diese Marker schon zuvor eine
maogliche Assoziation zwischen einem entzundlichen Mechanismus und einer
vermehrten Krebsanfalligkeit beschrieben worden sein. Die Genotypisierung wurde

mit der von Castro et al 2009 und Schmitt et al 2006 bereits beschriebenen, auf der
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Luminex Technologie basierenden SNP Genotypisierungsprobe durchgefiihrt (Castro
et al. 2009; Schmitt et al. 2006) .

Zusammengefasst bedeutet dies, dass eine multiplex PCR mit insgesamt 10ng
humaner DNA mit dem multiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) durchgefuhrt
wurde. Die verwendeten Primer waren biotinyliert und es entstanden PCR Produkte
mit einer GrolRe von 100 bis 200 bp. Bei der anschlieenden Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten Polystyrolpartikeln (Beads) wurden diese PCR Produkte
erfasst (Luminex Corp., Austin, TX). Fir jedes der ausgesuchten SNP-Allele wurde
eine 17-18 Nukleotid grofRe spezifische Probe konstruiert. Nach der Hybridisierung
wurden die Komplexe mit Strep-PE Konjugaten gelabeld, gewaschen und daraufhin
mit dem Luminex 100 Analysator untersucht. Dieser arbeitet mit zwei Lasern, welche
die beadeigene Farbe erkennen und die Reporterfluoreszenz quantifizieren. Die
Probe wurde mit einem Referenzpanel aus 90 DNA Proben des internationalen

HapMap Projektes kalibriert.

2.7 Datenanalyse

In allen Analysen wurde die SAS Software Version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC)
benutzt. Die beobachteten Genotypfrequenzen wurden auf das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht getestet. Nicht bereinigte Zusammenhénge zwischen genetischen
Markern und Patientenmerkmalen wurden mit dem X2 Test berechnet. Odds Ratios
(ORs) mit einem 95% Intervall wurden mit unbereinigten, polytomen, generalisierten,
logistischen Regressionsmodellen berechnet. Auf das Uberleben des KRK bezogene
Effekte verschiedener Genotypen wurden mit der Kaplan-Meier-Uberlebens-
schatzung berechnet. Die Analyse anderer prognostisch signifikanter Parameter
wurde mit der univariaten und multivariaten proportionalen Hazard-Analyse nach Cox
durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. In der
proportionalen Hazard Analyse nach Cox wurden zeitabhangige Kovarianten als
Interaktion der Prédiktoren mit der Zeit erhoben. Keine der Interaktionen war
statistisch signifikant, was bedeutet, dass die Modelle die Cox- Regressionsmodell
Annahme erfillen. Eine Korrektur fir multiple Vergleiche wurde nicht angewendet,
um mogliche biologische Effekte der untersuchten Varianten in Verbindung mit
Entzindungsprozessen in der Krebsentwicklung sowie eine mdégliche Korrelation

zwischen den beobachteten Variablen in Betracht zu ziehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtkollektiv

Am 24.08.2009 wurden 2264 Patienten, von denen Blutproben sowie die Einwilligung
in eine erneute Kontaktaufnahme oder das Interesse an der Zusendung eines
Studienberichts vorlagen, mit einem Follow-up Fragebogen angeschrieben. Eine
direkte Absage erteilten 27 Patienten. 204 der Angeschriebenen konnten nicht
erreicht werden, da bei 45 von ihnen keine aktuelle Adresse vorlag und von 159 kein
Antwortbogen zurtickgesendet wurde. Nach Aussendung eines ersten und zweiten
Erinnerungsschreiben sowie einer Abfrage des Melderegisters, um neue Adressen
verzogener Probanden zu erhalten, lagen am Ende 1676 ausgefullte Fragebdgen
vor. Zusatzlich mussten 354 Patienten als verstorben registriert werden. Der
Gesamtriicklauf betrug somit 90,86% (s. Tabelle 3).

Gesamtaussendung Follow-up (ab 24.08.09) 2264 100%
Eingegangene Fragebdgen nach 1. Aussendung 1278 56,5%
Versendung 1. Erinnerungsbogen (09.11.09) 808 35, 7%
Eingegangene Fragebdgen nach 1. Erinnerungsbogen 270 11,9%
Versendung 2. Erinnerungsbogen (11.KW) 446 19,7%
Eingegangene Fragebdgen nach 2. Erinnerungsbogen 54 2,4%
Melderegisterauskunft 113 5,0%
Eingegangene Fragebdgen nach Melderegisterauskunft 57 2,5%
Versendung 1. Erinnerungsbogen nach Melderegisterauskunft (07.12.10) 56 2,5%
Eingegangene Fragebdégen nach 1. Erinnerungsschreiben nach | 17 0,75%

Melderegisterauskunft

Absagen 27 1,2%
Verstorbene 354 15,6%
Verzogen, ohne aktuelle Adresse 45 2,0%
Keine Antwort erhalten 159 7,0%
Gesamtricklauf 2057 90,86%

Tabelle 3: Follow-up Ubersicht
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Nach Auslese der Patienten, welche die Einschlusskriterien nicht vollstdndig zu
erfullen vermochten, konnten mit einer Kohorte von 614 Patienten 327 Manner und
287 Frauen in die Studie eingeschlossen werden. Dies bedeutet einen geschlechter-
spezifischen Anteil von 53,3% Manner zu 46,7% Frauen. Zum Zeitpunkt der
Diagnose waren mit 341 Patienten 55,5% junger als 65 Jahre. Die restlichen 273
Patienten entsprechend einem Anteil von 44,5%, waren lber oder genau 65 Jahre
alt. Bei 328 Patienten lag das Karzinom im Rektum lokalisiert und bei 286 im Kolon,
dieses bedeutet einen Anteil von 53,4% fur das Rektum und 46,6% fur das Kolon (s.
Tabelle 4).

Parameter Anzahl der Patienten Anzahl der Patienten in %
Gesamtanzahl der Patienten 614 100
Geschlecht

Méanner 327 53,3
Frauen 287 46,7
Alter zum Diagnosezeitpunkt

<65 341 55,5
=265 273 44,5
Lokalisation

Rektum 328 53,4
Kolon 286 46,6

Tabelle 4: Eigenschaften der Patienten

Wie in Tabelle 5 beschrieben, ergab die histopathologische Einteilung der Patienten
spezifischen Tumoren, dass mit 479 Patienten der grote Teil ein maRig
differenziertes G2 Karzinom aufwies. 20 der Patienten hatten ein gut differenziertes
(G1), 98 ein schlecht differenziertes (G3) und ein Patient ein undifferenziertes (G4)
Karzinom. Bei 16 Patienten konnte der Differenzierungsgrad nicht bestimmt werden
(Gx). Dem TNM-Stadium I, welches einen regionaren Tumor T1-T2, keine regionale
Lymphknotenmetastasierung und keine Fernmetastasen beinhaltet, konnten mit
einem Anteil von 26,2% die meisten Karzinome zugeteilt werden. Darauf folgten in
absteigender Reihenfolge das Stadium Il (regionédrer Tumor T3-T4, keine regionale
Lymphknotenmetastasierung und keine Fernmetastasen) mit 25,6%, das Stadium llI
(jeglicher regionarer Tumor, Lymphknotenmetastasierung 1-3 und keine Metastasen)
mit 24,3%, das Stadium IV (jeglicher regiondrer Tumor, jegliche Lymphknoten-
metastasierung und Fernmetastasen) mit 21,7% und 2,3%, die keinem Stadium
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zugeteilt werden konnten. Bei sechs Patienten gab es keinen Anhalt fir einen
Primartumor (T0), 76 wurden als T1, 138 als T2, 327 als T3, 58 als T4 und neun als

nicht beurteilbar (Tx) oder Carcinoma in situ (Tis) klassifiziert. Bei 355 Patienten,

welche einen Anteil von 57,8% ausmachen, konnte, im Gegensatz zu den restlichen

41,5%, keine regionare Lymphknotenmetastasierung (N-) gefunden werden. Die

regionaren Lymphknoten von vier Patienten konnten nicht beurteilt werden (Nx). Es

konnten aullerdem bei den meisten Patienten (78%) keine Fernmetastasen
gefunden werden (M-), diese fanden sich bei 21,9% (M+) (s. Tabelle 5).

Parameter

Anzahl der Patienten

Anzahl der Patienten in %

Histopathologisches Grading (G)

Gl 20 3,3
G2 479 78,0
G3 98 16,0
G4 1 0,2
Gx 16 2,6
Pratherapeutische Tumorstadien

I 161 26,2
Il 157 25,6
[l 149 24,3
v 133 21,7
Keine Zuordnung maoglich 14 2,3
Primar Tumor (T)

TO 6 1,0
T1 76 12,3
T2 138 22,5
T3 327 53,3
T4 58 9,4
Tis oder Tx 9 1,5
Regionare Lymphknoten (N)

N- 355 57,8
N+ 255 41,5
NX 4 0,6
Fernmetastasen (M)

M- 479 78,0
M+ 135 21,9

Tabelle 5: Histopathologisches Grading und TNM-Klas  sifikation
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Zum therapeutischen Vorgehen konnten zwei Parameter erhoben werden. Es
bestand die Information dartber, ob die Patienten neoadjuvant und adjuvant
therapiert wurden. Neoadjuvant wurden 11% der Patienten behandelt, 83,7% wurden
es nicht und bei 4,7% ist nicht bekannt, ob sie eine neoadjuvante Therapie erhalten
haben. Die adjuvante Therapie haben 40,4% aller Patienten bekommen, 45,8%
Patienten wurden nicht adjuvant therapiert und bei den restlichen 13,2% war dies
nicht bekannt. Als neoadjuvante Therapie haben finf Patienten eine Radiotherapie
und 63 Patienten eine Radiochemotherapie bekommen. Als adjuvante Therapie
haben 13 Patienten eine Radiotherapie und 86 eine Chemotherapie erhalten, davon
wurden 68 Patienten mit 5-Fluoruracil/Folinsdure (5FU/FA) behandelt. 59 Patienten
haben eine Radiochemotherapie erhalten, von diesen haben 18 eine Radio-
chemotherapie mit 5FU/FA bekommen. Bei drei Patienten wurde eine Immuntherapie
angewendet und bei weiteren funf Patienten eine nicht bekannte andere Therapie (s.
Tabelle 6).

Parameter Anzahl der Patienten Anzahl der Patienten in %

Neoadjuvante Therapie*

Erhalten 68 11,0
Keine 517 83,7
Unbekannt 29 4,7

Adjuvante Therapie**

Erhalten 250 40,4
Keine 283 45,8
Unbekannt 81 13,2

Tabelle 6: Therapeutisches Vorgehen
* Beinhaltet: Radiotherapie (5) und Radiochemotherapie (63)
** Beinhaltet: Radiotherapie (13), Chemotherapie (86), Radiochemotherapie (59),
Immuntherapie (3), Chemotherapie mit 5-Fluoruracil/Folinsaure (68),
Radiochemotherapie mit 5-Fluoruracil/Folinsaure (18) und Andere (3)
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3.2 Genetische Marker und Prognose des KRK

Tabelle 7 zeigt die untersuchten Gene mit rs-Nummer und die Angabe auf welchem
Chromosom das jeweilige Gen liegt. Alle veranschaulichten SNPs konnten mit einer
mittleren Auftretenswahrscheinlichkeit von 99,4% in 600 Patienten erfolgreich
genotypisiert werden und keiner von ihnen zeigte eine Abweichung vom Hardy-

Weinberg Gleichgewicht.

Gene rs-Nummer Chr. Gene rs-Nummer  Chr.
CCR-2 rs1799864 3 IL-6 rs1554606 7
CTLA-4 rs231775 2 IL-6 rs1800797 7
CTLA-4 rs3087243 2 LTA rs1041981 6
EVER2 rs7208422 17 TIRAP rs8177374 11

IL-10 rs1800896 1 TLR-3 rs5743305 4
IL-10 rs1800872 1 TLR-3 rs3775291 4
IL-1B rs1143627 2 TLR-8 rs3761623 X
IL4-R rs1805010 16 TLR-9 rs5743836 3
IL4-R rs1805015 16 TLR-9 rs352140 3
IL4-R rs1801275 16

Tabelle 7: Auflistung der untersuchten Gene mit rs- Nummer und Angabe des Chromosoms

Chr.= Chromosom

Wie in Tabelle 8 dargestellt, konnten 4 der 19 untersuchten SNPs als statistisch
signifikant mit einem Stadium des KRK assoziierten werden. Hierzu gehéren der
SNP rs1800872 (IL-10) mit einer Odds Ratio (OR) von 2,6 und einem 95%
Konfidenzintervall (Cl) von 1,0-6,6, der SNP rs1805015 (IL4-R) mit einem OR von
0,1 und einem 95%CI von 0,01-0,8, der SNP rs1800797 (IL-6) mit einer OR von 2,0
und einem 95%CI von 1,0-3,2 sowie der SNP rs5743836 (TLR-9) mit einer OR von
0,5 und einem 95%CI von 0,3-0,9. Als Referenzgruppe wurden Patienten im Stadium
| herangezogen. Die Anzahl der Falle konnte sich in geringem Umfang &ndern, da

einige Parameter nicht eindeutig zugeordnet werden konnten.

Durch die ebenfalls in Tabelle 8 veranschaulichten Ergebnisse der Sub-Analyse
jedes einzelnen der TNM-Klassifikation formenden Komponenten, Tumorgrof3e (T),
Lymphknotenmetastasierung (N) und Fernmetastasierung (M), konnte der SNP
rs1805010 (IL4-R) mit einer OR von 1,6 und einem 95%CI von 1,1-2,4 mit dem

Tumor (T) assoziiert werden.
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Risio-  |Genotyp [Félle| Modell [Tumorstadium2 | Modell | Tumor-3* [Lymph3**- Metastasen
Faktor 1 groBe(T) knoten (N) (M)3***
OR|95%CI OR|95%CI |OR| 95%CI |OR| 95%CI
IL-10 TT 36 [TT/GG |l 1,1/0,4 3,2l TT/GG[1,10,5 2,32,111,03 4,2/0,6[0,3 1,6
rs1800872 |GT 206 [TT/GG Il |2,6[1,0 6,6/ GT/GG[1,00,7 1,4/0,70,5 1,000,705 1,1
GG 336 [TT/GG |V |1,0/0,3 3,0
GT/GG |Il 1,110,2 1,8
GT/GG |l 0,906 1,5
GT/GG |V [0,50,5 1,3
IL4-R GG 135 |GG/AA |l 1,0/0,5 1,8 GG/AA{1,0/06 1,5[1,2/0,7 1,9/05/0,3 1,0
rs1805010 |GA 271 |GG/AA Il 1,408 2,6/ GA/AA161,1 241,108 1,71,006 15
AA 164 |GG/AAlV 10,603 1,2
GA/AA Il 1,5/0,9 2,5
GA/AA Il 1,408 2,4
GA/AA IV 1,20,7 2,1
IL4-R
rs1805015 |GG 21 |GG/AA Il 0,40,1 1,3] GG/AA|0610,2 1,400,502 1,3/0,1[0,0 1,1
AG 147 \GG/AA Il 0,5/0,2 1,6/ AG/AA|09/0,6 1,4/0906 1,300,805 1,3
AA 414 |GG/AA |V |0,1[0,010,8
AG/AA |l 0,90,9 0,5
AG/AA Il 0,4/0,4 0,4
AG/AA IV 0,2/0,2 0,4
11-6
rs1800797 |AA 139 |AA/GG |l 201,0 3,2] AA/GG[15/0,9 2,409/06 15/1,2/0,7 2,0
GA 279 IAA/GG Il 1,105 2,1 GA/GG|1,20,8 1,709/06 1,300,805 1,3
GG 165 |AA/GG IV [1,3[0,0 2,5
GA/GG Il 1,6 0,9 2,8
GA/GG |l 1,006 1,7
GA/GG |V 1,006 1,6
TLR-9
rs5743836 |CC 12 |CC/TT |l 0,60,1 2,4 CC/TT|0,7/0,2 2,310,301 1,2{1,9/0,6 6,3
TC 144 |CC/TT Il |- - - TC/TT|0,805 1,220,805 1,141,208 1,9
TT 427 |ICC/TT |V 0,9/0,2 3,5
TC/TT |l 0,004 1,1
TC/TT |l 0,5/0,3 0,9
TC/TT IV [0,9/0,5 1,5

Tabelle 8: Assoziation des Genotyps mit den Tumorst
TumorgrélRe (T), Lymphknoten (N) und Metastasen
OR=0dds Ratio, Cl= Konfidenzintervall,

1

2

adien und Subanalyse fir

(M)

Die Anzahl der Falle &ndert sich in geringem Umfang aufgrund nicht eindeutig

zuzuordnender Parameter
Stadium | Patienten als Referenzgruppe
3* TumorgroRe T1+T2 als Referenzgruppe, TO,Tx und Tis Félle wurden von der Analyse

ausgeschlossen,
3** keine Lymphknotenmetastasierung als Referenzgruppe, Nx Falle wurden von der

Analyse ausgeschlossen,

x**Keine Fernmetastasierung als Referenzgruppe
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Der einzige Risikofaktor, der sowohl mit dem Stadium als auch mit einem der TNM
Komponenten in Zusammenhang gebracht werden konnte, ist der rs1800872 im IL-
10 Gen. Fur Trager des TT-Genotyps konnte eine Assoziation mit dem Stadium Il
(egliches T mit Lymphknotenmetastasierung) des KRK mit in der Subanalyse
assoziierter Lymphknotenbeteiligung (N) bestatigt werden (OR=2,1; 95% CI=1,03-
4,2). Als Referenzgruppe wurde fur die Tumorgréf3e (T), das Tumorstadium T1 und
T2 fur die Lymphknotenmetastasierung (N) Patienten ohne pathologische Lymph-
knoten (NO) und fur die Fernmetastasierung (M) Patienten, bei denen keine
Metastasen gefunden wurden (MO), herangezogen. Patienten mit diagnostiziertem
TO, Tx, Tis und Nx wurden nicht mit einbezogen.

3.2.1 Stadienassoziation des Toll-Like Rezeptor 3

Der SNP rs3775291 konnte bei der Untersuchung des TLR-3 nicht statistisch

signifikant mit einem der Tumorstadien assoziiert werden (s. Tabelle 9).

Genetischer Genotyp | Falle | Modell Tumor- OR 95% ClI P- P-
Risikofaktor stadien* Wert | Trend
TLR-3 TT 42 TT/CT I 1,1 0,4 2,6 0,9 0,8
rs3775291 CT 256 TT/CC i 0,6 0,2 1,8 0.4
CcC 284 | TT/CC v 1,5 0,6 3,5 0,4

CT/CC |1 1,1 0,7 1,7 0,8

CcT/CC |1l 0,9 0,6 1,5 0,8

CT/ICC | IV 1,0 0,6 1,7 0,9

Tabelle 9: Toll-Like Rezeptor 3 Assoziation mit Tum  orstadien
OR= Odds Ratio, Cl= Konfidenzintervall, Stadium | als Referenzgruppe

Auch nach der Subanalyse der einzelnen die TNM-Klassifikation formenden

Komponenten konnte keine Assoziation des TLR-3 gefunden werden (s. Tabelle 10).

Tumorgrole (T)* Lymphknoten (N)** Metastasen (M)***
Modell OR 95% ClI P-Wert OR 95% CI P-Wert OR 95% ClI P-
Wert
TT/CC | 1,1 06 21 |08, 1,0 05 19 |10 1,6 08 33 |02
CT/CC | 1,2 08 1,7 |0,3 0,9 0,7 13 |06 1,0 0,7 15 |10

Tabelle 10: Subanalyse der TNM-Komponenten fir den  Toll-Like Rezeptor 3
OR= Odds Rato, Cl= Konfidenzintervall
*Tumor T1+T2 als Referenzgruppe, TO, Tx und Tis wurden ausgeschlossen
**keine Lymphknotenmetastasierung (NO) als Referenzgruppe, Nx wurde ausgeschlossen
***Keine Fernmetastasen (MO0) als Referenzgruppe
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3.3 Faktoren im Zusammenhang mit Uberleben

Auf Grundlage der aus bis zu 13 Jahren Follow-up bestehenden Daten unserer
Kohorte haben wir den Einfluss der analysierten SNPs auf das spezifische
Langzeitiberleben untersucht. Bei 582 Patienten, mit vollstandig vorhandenen
Genotyp und Follow-up Informationen, konnten wir eine durchschnittliche Follow-up
Periode von 46,9 Monaten erreichen. Die 5-Jahres Uberlebensrate lag bei 73% und
die 10 Jahres Uberlebensrate bei 65%.

In der univariaten Analyse konnte das Alter zum Diagnosezeitpunkt mit der
Patiententiberlebensrate in Zusammenhang gebracht werden. Im Gegensatz dazu
konnte keine Assoziation des Geschlechts und der Lokalisation des Karzinoms mit
der Uberlebensrate gefunden werden. Die Gesamtzahl der Patienten andert sich in
geringem Umfang, da einige Parameter nicht eindeutig zugeordnet werden konnten

und aus diesem Grund aus der Analyse ausgeschlossen wurden (s. Tabelle 11).

Parameter Falle* Verstorben | HR 95% ClI P-Wert
Alter zum Diagnosezeitpunkt

=65 256 77 1,53 1,11 2,11 0,009
<65 327 73 1,00 -- --

Geschlecht

Manner 308 79 1,02 0,74 1,42 0,9
Frauen 271 67 1,00 -~ -~

Lokalisation

Colon 275 72 0,98 0,73 1,38 1,0
Rektum 307 78 1,00 -- --

Tabelle 11: Prognostische Faktoren im Zusammenhang mit dem Uberleben beim kolorektalen
Karzinom, HR= Hazard Ratio, Cl= Konfidenzintervall,
*Anzahl der Falle &ndert sich in geringem Umfang aufgrund nicht eindeutig
zuzuordnenden Parametern

Wie in Tabelle 12 abgebildet, konnten auch die Tumorstadien und TNM-
Komponenten mit der Uberlebensrate der KRK Patienten in Zusammenhang
gebracht werden. Hierbei konnte vor allem eine Assoziation des Tumorstadium 1V,
mit einer Hazard Ratio von 27,98 und des Stadium Ill, mit einer Hazard Ratio von

3,39, gefunden werden. In der weiteren Analyse ergibt sich ein Zusammenhang der
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TumorgroRe (T), der Lymphknotenmetastasierung (N) und der Fernmetastasierung
(M) und somit aller drei die TNM-Klassifikation formenden Komponenten mit der

Uberlebensrate.

Parameter Falle* | Verstorben | HR 95% ClI P-Wert
Tumorstadium

Stadium IV 125 92 27,98 14,40 54,37 <0,0001
Stadium 111 140 27 3,39 1,64 7,00 0,001
Stadium I 149 19 1,87 0,87 4,03 0,1
Stadium | 154 10 1,00 -- --

TumorgréiRe (T)

T4+T3 362 125 3,60 2,31 5,62 <0,0001
T1+4T2 205 23 1,00 -- --

Regionare Lymphknoten (N)

N+ 239 103 4,37 3,07 6,21 <0,0001
N- 339 45 1,00 -- --

Fernmetastasen (M)

M+ 126 92 13,73 9,66 19,51 <0.0001
M- 452 56 1,00 -~ -

Tabelle 12: Tumorstadien als prognostische Faktoren fiir das Uberleben beim kolorektalen
Karzinom, HR= Hazard Ratio, Cl= Konfidenzintervall,
*Anzahl der Falle andert sich in geringem Umfang aufgrund nicht eindeutig
zuzuordnenden Parameter
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3.3.1 IL-10 Assoziation mit dem Uberleben

Keiner der funf mit einem der Tumorstadien oder der TNM-Klassifikation assoziierten
SNPs konnte statistisch signifikant mit der Uberlebensrate beim kolorektalen
Karzinom assoziiert werden. Insbesondere konnte kein Zusammenhang zwischen
dem SNP rs1800872 im IL-10 Gen und der Uberlebensrate gefunden werden (s.
Tabelle 13).

Parameter Falle Verstorben HR 95% ClI P-Wert
Interleukin-10

rs1800872

TT 36 10 1,29 0,67 2,49 0,45
GT 201 50 0,94 0,66 1,34 0,74
GG 324 83 1,00 -- --

Tabelle 13: Interleukin-10 Assoziation mit der Uber  lebensrate
HR= Hazard Ratio, Cl= Konfidenzintervall

3.3.2 Toll-Like Rezeptor 3 Assoziation mit der Uber  lebensrate

Bei dem SNP rs3775291 im TLR-3 Gen wurde eine statistisch signifikante
Assoziation mit dem Uberleben beim KRK gefunden. Patienten, die den TT Genotyp
tragen, haben ein um 93% erhohtes Sterberisiko verglichen mit Patienten des CC
Genotyps (HR=1,93; 95% CI 1,14-3,28) (s. Tabelle 14).

Parameter Falle Verstorben HR 95% Cl P-Wert
TLR-3

rs3775291

TT 39 17 1,93 1,14 3,28 0,015
CT 246 62 1,01 0,72 1,43 0,94
CcC 280 69 1,00 -- -

Tabelle 14: Toll-Like Rezeptor 3 Assoziation mit de  r Uberlebensrate
HR= Hazard Ratio, Cl= Konfidenzintervall

Die folgenden Kaplan-Meier Uberlebenskurven (Abbildung 5-7) reprasentieren das
KRK spezifische Uberleben in Bezug auf den TLR-3 Genotyp.
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3.3.2.1 Kaplan-Meier Analyse fur das Gesamtkollekti v

Unter allen Patienten hatten diejenigen, die den TT-Genotyp tragen, ein signifikant
kurzeres Uberleben als diejenigen mit dem CC oder dem CT Genotyp (Log-Rang-
Test, P = 0,03).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier Schatzung fir das spezifi ~ sche Uberleben beim kolorektalen
Karzinom in Zusammenhang mit dem Genotyp  des Toll-Like Rezeptor 3,
Gesamtzahl(n) = 582, P-Werte beziehen sich auf den Log-Rang-Test
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3.3.2.2 Kaplan-Meier Analyse fur die Stadienabhangi  gkeit

Kaplan-Meier Uberlebensschatzungen des TLR-3 Genotyps wurden fiur alle unter-
schiedlichen TNM Stadien erstellt. Hierbei ergab sich, dass der Effekt der TLR-3
Variante auf die 157 Patienten mit einem im Stadium Il diagnostizierten KRK
begrenzt war (Log-Rang-Test, P=0,03, HR 4,14; 95% CI 1,24-13,84). Es gab keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der TLR-3 Variante und dem KRK Uberleben
bei Patienten, die als Stadium I, Ill und IV diagnostiziert wurden (P=0,73, P=0,61 und
P=0,87, flur Log-Rang Test entsprechend).
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Schatzung fir Patienteni  m Stadium Il des kolorektalen Karzinoms

Gesamtzahl(n) = 157, P-Werte beziehen sich auf den Log-Rang-Test
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3.3.2.3 Kaplan-Meier Analyse mit dem Einfluss der E  ndtherapie

Analysen, die auf Patienten, die keine adjuvante Therapie erhalten haben,
beschrankt waren, zeigten einen starkeren Effekt der TLR-3 Variante auf das KRK
Uberleben (HR=3,2: 95% CI 1,4-7,7 fir den homozygoten Genotyp TT) als der
Effekt, der bei der gesamten Patientengruppe gefunden werden konnte (HR= 1,93;
95% CI 1,11-3,28).
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Schatzung fur Patienten o hne adjuvante Therapie
Gesamtzahl(n) = 283, P-Werte beziehen sich auf den Log-Rang-Test
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3.3.2.4 Multivariate Analyse des KRK Uberlebens und  TLR-

Anschlieliend wurde multivariat untersucht, ob die Einbeziehung von anderen mit
dem KRK Uberleben assoziierten Variablen die Parameterschatzung fiir den TLR-3
Polymorphismus beeinflusst. Der TT Genotyp blieb auch nach der Adjustierung fur
das Diagnosealter, die pathologischen Tumorstadien und die Lymphknotenmetasta-

sierung als Risikofaktor in der multivariaten Analyse bestehen (s. Tabelle 15).

Parameter Anzahl der Risikofélle | HR 95% ClI P-Wert
Alter zum Diagnosezeitpunkt

>65

TT 39 191 1,12 3,25 0,02
CT 246 1,05 0,74 1.48 0,9
CcC 280 1,00 -- --
Tumorstadium

TT 39 1,48 0,87 2,53 0,1
CT 241 1,11 0,79 1,56 0,5
CcC 271 1,00 -- --

TumorgréiRe (T)

TT 39 1,83 1,08 3,12 0.03
CT 242 1,02 0,72 1,43 0,9
CcC 270 1,00 - --

Regionare Lymphknoten (N)

TT 39 1,99 1,17 3,39 0,01
CT 246 1,12 0,79 1,58 0,5
CcC 277 1,00 - --
Fernmetastasen

TT 39 1,34 0,78 2,28 0,2
CT 246 0,77 1,52 0,66 1,0
CcC 280 1,00 - --

TLR-3 rs3775291

TT 39 1,93 1,14 3,28 0,02
CT 246 1,01 0,72 1,43 0,9
CcC 280 1,00 -- --

Tabelle 15: Multivariate Analyse der Toll-Like Reze  ptor 3 spezifischen Uberlebensrate beim
kolorektalen Karzinom , HR= Hazard Ratio, Cl= Konfidenzintervall,
*beinhaltet Alter zum Diagnosezeitpunkt, T und N
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4 Diskussion

Mit der Entschlisselung des Genoms wurde eine neue Grundlage geschaffen, auf
der Ursachen- und Risikoforschung vor allem fur das weit verbreitete KRK betrieben
werden konnen. Erfolge in der Erforschung von Keimbahnmutationen konnten bereits
mit der Entdeckung einiger Assoziationen zwischen veranderten Genloci und dem
kolorektalen Karzinom, wie beispielsweise APC-11307K, HRAS1-VNTR und MTHFR,
erzielt werden (Houlston und Tomlinson 2001). Insbesondere aber durch die
EinfuUhrung genomweiter Assoziationsstudien konnten einige relevante Risikogene
wie das BMP4 (bone morphogenetic protein 4), CDH1 (cadherin 1), RHPN2 (Rho
GTPase binding protein 2) und vor allem SMAD7 (SMAD family member 7)
identifiziert werden (Broderick et al. 2007; Houlston et al. 2010). Bisher wurde
allerdings keines dieser Risikogene zum Uberleben korreliert und eine
abschlieRende Entscheidung Uber die Bedeutung dieser Marker, in Bezug auf das
therapeutische Management und die Risikobewertung fur den Patienten, blieb bisher

aus.

Die Entwicklung neuer molekularer Marker auf Basis somatischer Mutationen hat
bereits in jungster Vergangenheit begonnen und konnte vielversprechende
Ergebnisse in Hinblick auf die Therapie des KRK zeigen. Besonders hervorzuheben
ist hierbei der KRAS Mutationsstatus. Mit dem Nachweis eines KRAS-Wildtyps im
Tumorgewebe ist eine Vorraussetzung dafur erfullt, dass der Patient von einer
Behandlung mit anti-EGFR-Antikdrpern profitieren kann (Allegra et al. 2009). Der
KRAS Mutationsstatus ist allerdings bisher der einzige biologische Marker, der fur
das metastasierte KRK und das Ansprechen auf eine medikamentbse Therapie

akzeptiert ist.

Zu den weiteren untersuchten Markern gehort unter anderem die
Mikrosatelliteninstabilitat. Popat et al. fassten 2005 in ihrem Review 32 Studien
zusammen und zeigten, dass Patienten mit einer Mikrosatelliteninstabilitét,
verglichen mit Patienten mit stabilen Mikrosatelliten, nach Therapie mit Flourouracil
eine bessere Prognose haben (Popat et al. 2005). Verlust der Heterozygotie auf
Chromosom 18q, Thymidilat-Synthase, VEGF und IL-8 werden als weiter mdgliche
Marker diskutiert (Cunningham et al. 2010).
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In der vorliegenden Studie konnte nun mit dem TLR-3 Polymorphismus zum ersten
Mal ein multivariater Zusammenhang zwischen Genen und Uberleben gezeigt
werden (Castro et al. 2011). Zuséatzlich konnte mit dem IL-10 Polymorphismus ein
Zusammenhang mit der Lymphknotenmetastasierung hergestellt werden. Die ersten
Schritte, die zur individuellen Risikobewertung des KRK Patienten beitragen,
basierten bisher auf somatischen Mutationen. In dieser Studie konnten wir dies nun

auch fur Keimbahnmutationen erstmals darstellen.

4.1 Kollektiv

Die durchgefuhrte Studie beinhaltet Patienten, die von einer homogenen
kaukasischen Population deutscher Vorfahren rekrutiert wurde, welche durch den
Geburtsort beider Eltern festgelegt wurde. Dies ist wichtig, um ein Confounding durch
ethnische Unterschiede zu verringern. Damit diese Stichprobe die Bevdlkerung
Deutschlands reprasentieren kann, bedarf es einer niedrigen Rate an Zu- und
Abwanderung von Patienten. Dies kann durch eine geografische Begrenzung, wie
sie im Popgen-Rekrutierungsgebiet mit den Grenzen zu Danemark, dem Nord-
Ostsee-Kanal und Nord- und Ostsee zu finden ist, gewahrleistet werden (Krawczak
et al. 2006). Dementsprechend stellt die Popgen-Region in Norddeutschland ein

ideales Gebiet zur Erforschung genetischer Prognosemarker dar.

Obwohl die Teilnahmerate der initial angeschriebenen Patienten nur 29% betrug und
lediglich elektiv operierte Patienten in die Studie einbezogen wurden, gibt es keinen
Anhalt, dass die Studie hierdurch verzerrt wurde. Dies zeigt sich an der prozentualen
Verteilung der UICC Stadien auf die Anzahl der KRK Falle, welche in anderen
westlichen Landern, wie beispielsweise der Kohorte von Green et al. 2007 in
Grol3britannien oder der aus Nord-Kalifornien stammenden Studie von Doria-Rose
et. al aus dem Jahr 2004, ahnlich ist (Green et al. 2007; Doria-Rose et al. 2004).

Die Gesamtzahl der in diese Studie zum Uberleben eingeschlossenen Patienten war
mit Uber 500 Fallen relativ gro3. So konnte der Forderung nach Studien mit
umfangreicheren PopulationsgdlR3e, wie sie von Howell und Rose-Zerilli in ihrem 2007
verfassten Review zum IL-10 Polymorphismus und Krebsrisiko geauf3ert wurde,
nachgegangen werden. Die durchschnittliche Fallzahl, der 23 von Howell und
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Rose-Zerilli beschriebenen Studien betrug 293, somit stand bei unserer Studie mit
fast doppelter Anzahl ein aussagekraftiges Patientengut zur Verfiugung (Howell und
Rose-Zerilli 2007).

Hinzu kommt, dass bei dieser Studie zuséatzlich die Untersuchung der Patienten in
Hinblick auf Prognosemarker, wie Alter, Geschlecht, Lokalisation und UICC Stadium,
durchgefiihrt wurde. Auch hierbei war das untersuchte Patientenkollektiv
reprasentativ, denn mit 53,3% Manner zu 46,7% Frauen, einer Lokalisation von
53,4% im Rektum zu 46,6% im Kolon und 55,5% Patienten mit einem Alter unter 65

Jahre war das Verhaltnis nahezu ausgeglichen.

4.2 Prognosefaktoren

Das Alter zum Diagnosezeitpunkt konnte statistisch signifikant mit dem Uberleben
assoziiert werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von
Heminki et. al 2010, die ein geringeres Uberleben von Patienten alter als 80 Jahre
verglichen mit Patienten, die junger als 50 Jahre waren, zeigten, sowie den
Ergebnisse von Angell-Andersen et al., die eine Gruppe von 75-79 Jahrigen mit 60-
64 Jahrigen verglichen und ebenso ein hdheres Sterberisiko fur die altere Gruppe
belegen konnten (Hemminki et al. 2010; Angell-Andersen et al. 2004). In unserer
Studie konnte das Alter Giber 65 Jahre mit der Uberlebensrate assoziiert werden. Die
Vermutung liegt nahe, dass Therapieart und Ansprechen sowie Komorbiditaten

hierfir ursachlich sein kénnten (Lemmens et al. 2005; Rutten et al. 2007).

Den zuvor berichteten geschlechterspezifischen Unterschied der Uberlebensraten,
mit einer besseren Uberlebensrate fir Frauen, konnten wir in unserer Studie im

Gegensatz zu Fernandez et al. 2000 nicht bestatigen (Fernandez et al. 2000).

Die weitere Analyse hat aul3erdem keine Assoziation zwischen der Lokalisation und
der Uberlebensrate gezeigt. Dies bestéatigt die Ergebnisse aus anderen europaischen
Landern. Wahrend 1988-1990 die Uberlebensrate fur Patienten mit einem im Rektum
lokalisierten Tumor noch schlechter war als fiir Patienten mit Kolonkarzinomen, zeigt
die EUROCARE Studie von Brenner et al. einen Anstieg der Uberlebensrate
zwischen den Jahren 2000 und 2002, welcher dazu fuhrt, dass, wie bei unseren
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Ergebnissen, Patienten mit einem Rektumkarzinom keine schlechtere Prognose
haben als Patienten, deren Tumor im Kolon lokalisiert ist (Brenner et al. 2011).

Es ist allgemein bekannt, dass die Stadieneinteilung des KRK die grundlegende
Prognose bedingt (Labianca et al. 2010; O'Connell et al. 2004). Auch in unserer
Studie konnten das Tumorstadium sowie die Unterteilung in Tumorgrolle,
Lymphknoten- und Fernmetastasen signifikant mit der Uberlebensrate assoziiert
werden. Die Stadieneinteilung stellt zwar die Basis der therapeutischen
Entscheidung, sie erlaubt aber allein gesehen keine genaue Vorhersage der
Prognose fur den einzelnen individuellen Patienten (Weitz et al. 2005).

4.3 TLR-3

Es gibt einen groRen Bedarf, neue prognostische Marker fir KRK Patienten zu
finden. Insbesondere um die Situation neu diagnostizierter, im Stadium Il des KRK
erkrankter Patienten zu verbessern, ist es erforderlich, solche Marker zu erforschen.
Diese spezielle Patientengruppe hat mit einem erheblicher Anteil von etwa 25% ein
erhohtes Risiko, ein Rezidiv zu entwickeln (Sobrero 2006). Unsere Studie sollte die
mdogliche Rolle von 19 ausgesuchten Genvarianten, von in Immunsystem und
Entzindungsgeschehen involvierten Genen, in Bezug auf die Prognose und
Progression des KRK untersuchen und konnte den bereits von Rudolf Virchow
erkannten Zusammenhang von Krebs und Entzindungsmechanismen weiter
untermauern (Balkwill und Mantovani 2001). Es konnte gezeigt werden, dass ein
Polymorphismus (Leu421Phe, rs3775291) im TLR-3 Gen ein unabhéangiger
prognostischer Marker fur das krankheitsspezifische Uberleben von Stadium i
diagnostizierten KRK Patienten ist. Der am Immunsystem beteiligte TLR-3 gehort zu
der Familie der Toll-Like Rezeptoren, die in die Erkennung von verschiedenen
PAMPs involviert sind, welche zur Aktivierung der angeborenen Immunantwort
fuhren und die anschlieRende adaptive Immunantwort mitbestimmen. Es wurde
bereits beschrieben, dass der TLR-3 nicht nur eine antivirale IFN Antwort unterstttzt
(Oshiumi et al. 2003; Alexopoulou et al. 2001), sondern auch den proinflam-
matorischen Weg durch Aktivierung von NF-kappaB und MAPK einleiten und die
Apoptose durch Caspase 8 beeinflussen kann (Salaun et al. 2006; Schroder und
Bowie 2005). Dies sind Mechanismen des Immunsystems, die, wenn sie nicht richtig
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funktionieren, zur Karzinogenese beitragen. Die Studie am TLR-3 zeigt, dass auch
die Prognose von Krebspatienten von diesen Mechanismen abh&ngig zu sein

scheint.

Dass Toll-Like Rezeptoren bei der Entwicklung des sporadischen KRK beteiligt sind,
zeigen die Studien von Rakoff-Nahoum und Medzhitov sowie Rhee et al. (Rakoff-
Nahoum und Medzhitov 2007; Rhee et al. 2008). Da bisher allerdings nur eine Studie
Polymorphismen in TLR-Genen und hierbei ausschliel3lich in den Genen des TLR-2
und TLR-4 direkt mit dem KRK in Zusammenhang bringen konnte (Boraska Jelavic
et al. 2006), war auch dies ein Anstol3 in unserer Studie, einige TLRs, wie den TLR-
3, TLR-8 und TLR-9 zusatzlich zu untersuchen. Zum TLR-3 konnte bereits gezeigt
werden, dass er in anderen Tumoren, wie beispielsweise in der Entwicklung des

Oesophagus Karzinoms, eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Lim et al. 2009).

Auch die von uns in Bezug auf das KRK untersuchte Korrelation zum Uberleben
konnten fiir den TLR-3 bereits in anderen Tumoren beobachtet werden. So wurde bei
klinischen Studien an Brustkrebspatientinnen Frauen, die eine adjuvante Therapie
mit dem TLR-3 Agonisten Poly (A:D) (Polyadenylic-polyuridycil acid) erhalten haben,
eine bessere Uberlebensrate zugeschrieben als denjenigen, die diese Therapie nicht
bekommen haben (Lacour et al. 1980). Im Gegensatz zu dieser klinischen Fall-
Kontroll-Studie konnte in unserer Studie auf genetischer Basis ein Zusammenhang
zwischen dem TLR-3 und dem Uberleben beim KRK gefunden werden.

Man kann vermuten, dass das schlechtere Uberleben, welches bei Patienten, die
den TT Genotyp tragen, beobachtet wurde, durch Veranderungen der TLR-3
Proteineigenschaften oder dessen Expressionsmuster verursacht werden konnte.
Diese Variation kann die Rolle des TLR-3 als Antikrebs-Immunstimulator
beeinflussen, ebenso den apoptotischen Prozess veréandern und somit zu einem
besseren Uberleben der Tumorzellen fiihren. Eine strukturelle Analyse des TLR-3
Moleklls konnte zeigen, dass eine Glykosylierungsstelle (Asn413) innerhalb der
Ligandenbindungsstelle der dsRNA fur die Rezeptoraktivierung notig ist (Sun et al.
2006). Da das Asn413 neben dem in unserer Studie mit dem Uberleben assoziierten
Leud412Phe Polymorphismus lokalisiert ist, scheint auch bei unserer Variante eine

Anderung in der Ligandenbindung oder die Dimerisierung des Rezeptors als Ursache
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fur die veranderten Eigenschaften des TLR-3 wahrscheinlich, welche dann zu einer
schlechteren Bekampfung des Tumors und einer geringeren Uberlebensrate der
Patienten mit dem TT Genotyp flihren konnten. Entscheidend ist, dass der
beobachtete Effekt der TLR-3 abhangigen Prognose des KRK eine Klinisch
bedeutende Relevanz haben kann, da TLR-3 Agonisten als adjuvante Therapie-
maoglichkeit in anderen klinischen Studien verschiedener Karzinome bereits
angewendet werden (Laplanche et al. 2000; Taura et al. 2010). Somit besteht die
Hoffnung, dass durch unsere Ergebnisse diese Therapieoption in die spezifische

Behandlung des KRK Patienten einbezogen werden kann.

4.4 1L-10

In einer weiteren Analyse wurden Assoziationen der untersuchten Varianten mit
verschiedenen Progressionsstadien des kolorektalen Karzinoms untersucht. Die
rs1800872 Variante, die in dem Promotor des IL-10 Gens liegt (auch IL-10-592
genannt), wurde statistisch signifikant mit der Lymphknotenbeteiligung im Stadium Il
bei KRK Patienten assoziiert. Der IL-10 Promotor, Haplotyp CGG (der Varianten an
Position -1082, -819, -592), konnte bereits mit einer erhdhten IL-10 Produktion in
Verbindung gebracht werden. Im Gegensatz dazu konnte der TAT-Haplotyp mit einer
erniedrigten 1L-10 Produktion assoziiert werden (Crawley et al. 1999; Suarez et al.
2003). Dies legt die Vermutung nahe, dass der Zusammenhang des in dieser Arbeit
untersuchten IL-10 Polymorphismus mit dem Stadium Ill des KRK auf einer
verminderten Produktion des antiinflammatorischen IL-10, bei Patienten, die den TT-
Genotyp des SNP rs1800872 tragen, begriundet ist. Diese Erkenntnisse stimmen mit
der Beobachtung an der schwedischen Population von Wilkening et. al 2008 lberein,
in der gezeigt wurde, dass bei Patienten, die ein G Allel des IL-10-1082 Promotor
SNPs, dem rs 1800896, tragen, signifikant mehr Tumore im Stadium | und Il als im
Stadium 1l und IV zu finden waren (Wilkening et al. 2008). Da der
Lymphknotenstatus der wichtigste Indikator fir die Notwendigkeit einer adjuvanten
Therapie ist, ist das Vorhandensein eines IL-10 Polymorphismus ein Parameter, der
fur das Lymphknotenstaging bezogene Risikomanagement des KRK in Betracht

gezogen werden sollte.
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45 Resumee und Aussicht

Die intensive Forschung der letzten Jahre konnte zeigen, dass exogene sowie
endogene Faktoren bei der Entwicklung des kolorektalen Karzinoms eine Rolle
spielen. Hierbei sind 30% der KRK Falle familiar bedingt, wobei nur 5% auf
eindeutige Syndrome zurtickgefiuihrt werden kénnen. Die restlichen familiar bedingten
Kolonkarzinome scheinen nicht durch eine einzelne Mutation erklarbar, sondern
legen vielmehr eine polygene Vererbung zugrunde. Ebenso tragen Entziindungs-
mechanismen und Umwelteinflisse, wie Erndhrung, Rauchen oder Alkoholkonsum,
ihren Teil zum individuellen Risiko des KRK bei. Durch die Interaktion von Umwelt
und Genetik ist nicht nur ein einzelner Faktor, sondern das Zusammenspiel mehrer

Faktoren fur das Risiko ausschlaggebend.

Fur den Patienten stellt allerdings nicht die Frage der Ursache den primar wichtigsten
Faktor dar, sondern vielmehr die Bewertung des personlichen Risikos bezogen auf
die Therapieplanung und Prognose. Erste Schritte fur eine solche individuelle
Risikobewertung auf genetischer Ebene wurden bereits mit der Entwicklung
molekularer Marker auf wie dem KRAS- Status erbracht und in Zukunft kdnnen
weitere Ergebnisse erhofft werden. Zusatzlich wurden durch die Einfihrung
genomweiter Assoziationsstudien bereits einige Fortschritte in der Erforschung von
Keimbahnmutationen erzielt, die in Zukunft auch in Hinblick auf die Prognose-

einschatzung der Patienten eingesetzt werden sollten.

Nimmt man die Umwelteinflisse, die Tumorgegebenheiten und die Genetik des
Patienten zusammen, so erkennt man, dass die Kombination dieser Komponenten
fur jeden Patienten unterschiedlich ausfallt und dementsprechend fir jeden Patienten
eigene Charakteristika entstehen, die mit in die Therapieplanung und Risiko-
bewertung einbezogen werden sollten. Unsere Ergebnisse kénnen dazu beitragen,
auf der Basis einer individuellen Risikobewertung, in Zukunft einen auf jeden
einzelnen Patienten abgestimmten individuellen Therapieplan zu entwickeln und

somit dessen Prognose moglicherweise zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Das klinisch-pathologische Stadium ist immer noch der wichtigste Parameter fur die
Prognoseerhebung von neu diagnostizierten KRK Patienten. Obwohl molekulare
Marker flr die Nachsorge behandelter Patienten vorgeschlagen wurden, befindet
sich deren klinische Anwendbarkeit weiterhin in der Entwicklung. Insbesondere fir
KRK Patienten im Stadium Il besteht ein Bedarf, da einige Patienten wahrscheinlich

von einer postoperativen Chemotherapie profitieren wirden.

Um unser Wissen Uber das genetische Profil von KRK Patienten zu verbessern,
fuhrten wir eine Fallstudie durch, die den Zusammenhang zwischen immuno-
logischen Genen und der Prognose sowie dem Uberleben des KRK untersucht.
Hierzu wurden 19 SNPs in 12 Genen von 614 Patienten, der Kieler Kohorte (Popgen)

genotypisiert.

Eine Promotorvariante (rs1800872) im IL-10 Gen wurde mit einer erhohten
Lymphknotenmetastasierung in Verbindung gebracht (OR=2.1, 95% KI=1.03-4.2 fir
Trager des TT Genotyps). AuBerdem konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden,
dass es eine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem SNP rs 377529 im
TLR-3 Gen mit dem KRK Uberleben von Patienten im Stadium |l gibt. Patienten, die
den TT Genotyp tragen, hatten ein um 93 % erhdhtes Risiko zu sterben, verglichen
mit den CC Tragern (HR=3.2, 95% KI 1.4-7.7). Der beobachtete Effekt der TLR-3
Variante war in der Gruppe von Patienten, die keine adjuvante Therapie erhielten,
groer (HR=3,2 95%KI 1,4-7,7).

Unsere Ergebnisse konnen zusatzliche Marker zur Risikobeurteilung von KRK
Patienten im Stadium 1l und individuellen Behandlungsentscheidungen liefern. In
Zukunft sind weitere Studien noétig, welche die Relevanz dieser Ergebnisse in der
Klinik in Bezug auf die Risikobewertung und richtige therapeutische Entscheidungs-

findung sichern.
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7 Anhang

7.1 Patientenfragebogen
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Anhang

Wir freuen uns dartber, dass Sie weiter unsere Studie unterstiitzen. Die Antworten zu
folgenden Fragen werden von uns ohne Bezug zu lhren persdnlichen Daten ausgewertet. Alle

Daten werden verschlisselt gespeichert.

1) Heutiges Datum DDDDDDDD

Tag Monat Jahr
2) Geschlecht o mannlich
a weiblich
3) Geburtsdatum __DDDDDD
_Ta? Monat Jahr
4) KorpergréRe (cm) | D
5) Gewicht (kg) Aktuell:

N

vor Eintritt der Darmkrebserkrankung (ca. 1 Jahr vorher):

N

im Alter von 30 Jahren:

N

Sie waren an Dickdarmkrebs erkrankt und haben sich mit einer Blutspende an unserer Studie
zu den Ursachen dieser Krebserkrankung beteiligt. Um unsere Forschungsergebnisse weiter
vertiefen zu kdnnen, bitten wir um Antworten auf folgende Fragen zu dem Verlauf Ihrer

Krankheit und zu lhren Lebensumstanden:

6) Ist bei Ihnen eine Gallenblasenentfernung durchgefihrt worden,
bevor der Dickdarmkrebs bekannt wurde?
a ja
O nein
nachdem der Dickdarmkrebs bekannt wurde?
a ja

Q nein

Jahr: DDDD oder damaliges Alter: I:“:'

Name und Ort des Krankenhauses, in dem der Eingriff vorgenommen wurde:
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7)

Ist vor der Dickdarmoperation eine Strahlen- oder Chemotherapie durchgefiihrt

worden?

o ja, eine Strahlentherapie
O ja, eine Chemotherapie

Q nein

Falls ,ja“ in welchem Zeitraum fand die Therapie statt?

strahtentnerapie: || J.L [ L[ LI T wis [ L L]

[]

crematrerae. [T IL T T T os LTI
[ ]

Monat Jahr Tag Monat Jahr

Tag Monat Jahr Tag Monat Jahr

Ist nach der Dickdarmoperation eine Strahlen- oder Chemotherapie durchgefthrt

worden?

Q ja, eine Strahlentherapie
Q ja, eine Chemotherapie

Q nein

Falls ,ja“ in welchem Zeitraum fand die Therapie statt?

OO0 0000  es CE 00000

Tag Monat Jahr Tag Monat Jahr
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Name und Ort des Krankenhauses, in dem die Therapie vorgenommen wurde:

8)  Sind bei Thnen Nebenwirkungen wéahrend der Chemotherapie aufgetreten?
a ja
Q nein

Wenn ,ja“, welche?:
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9)  Wurden bei Ihnen vor Therapiebeginn (Chemotherapie/Operation) Metastasen
(Tochtergeschwiilste des Tumors) festgestellt?
a ja
Q nein
Falls ja, wann traten diese auf? DDDDDDDD
Falls ja, wo sind Metastasen festgestellt worden?
a dort, wo der Darmkrebs war
o Leber
o Lunge
o Knochen
10) Traten nach der Therapie Metastasen auf?
a ja
Q nein
Falls ja, wann traten diese auf?
O ]
Falls ja, wo sind Metastasen festgestellt worden?
a dort, wo der Darmkrebs war
Q Leber
o Lunge
o Knochen
11) Sind Metastasen behandelt worden?
o mit Operation
o mit Chemotheraphie
o mit Strahlentherapie
o keine Behandlung
o es sind keine Metastasen aufgetreten
12) Hatten Sie einen Narbenbruch nach der Operation?

o ja
Q nein
Ist dieser operativ versorgt worden?
o ja
Q nein

Falls ja, wann? DDDDDDDD
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13) Gab es weitere Eingriffe aufgrund des Darmkrebses?
a ja
Q nein

Wenn ,ja“, wie oft? |:||:|

Was waren es flr Eingriffe und wann waren diese:
Tag.Monat.Jahr

e

14) st bei lhnen nach dem «date_of _sampling» eine andere Krebserkrankung festgestellt

worden?
a ja
Q nein

Wenn ja, um welche handelt es sich:

o Brustkrebs o Magenkrebs

o Lungenkrebs o Hautkrebs

a Prostatakrebs 0 Blutkrebs

a Leberkrebs a sonstige, welche:
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15) Sind Sie in regelmafiger Nachsorge zum Beispiel beim Haus- oder Facharzt?
a ja
Q nein
Falls ja, wann das letzte Mal? Jahr: DDDD oder damaliges Alter: |:||:|

Wo findet die Nachsorge statt:
Hausarzt: Name/Adresse:

16) Wo und wie leben Sie?

a In einem Wohnheim
a Bei Ihren Kindern
] In einer eigenen Wohnung

Leben Sie dort:

] Alleine
] mit einem/einer Ehe-Lebenspartner/in
] mit anderen Personen
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17) Was trifft auf Sie zu?
o Ich habe nie geraucht.
o Ich habe weniger als 3 Monate geraucht.

o Ich rauche gegenwartig nicht, habe aber friiher geraucht.

Wann haben Sie das Rauchen aufgegeben?

Jahr: DI:“:'D oder damaliges Alter: I:“:'

o Ich rauche gegenwartig.
Was rauchen Sie regelmaRig?
O Zigaretten
o Zigarren/Zigarillos

o Pfeife

Wieviel rauchen Sie pro Tag? DD

Seit wann rauchen Sie regelmafig?

Jahr: DDDD oder damaliges Alter: I:”:'

Herzlichen Dank flr Ihre Mitwirkung!

Bitte beachten Sie auch die folgende Seite
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Wir haben noch eine abschlie3ende Frage an Sie:
Wir kdnnen lhnen leider keine personlichen Untersuchungsergebnisse mitteilen.
Aufgrund vieler Rickfragen von Studienteilnehmern fuhren wir jedoch eine separate

Adressendatei fir die Zusendung allgemeiner Informationen zum Fortgang des Projektes.

Mochten Sie weiterhin Gber die allgemeinen Ergebnisse und Entwicklungen der Studie
informiert werden? Wenn ja, werden wir lhren Namen und lhre Adresse aufbewahren, um
Sie Uber die neuesten Fortschritte zu informieren. Diese Daten werden selbstverstandlich

getrennt von lhren persodnlichen Untersuchungsdaten gespeichert.

O ja, ich mdchte weiter informiert werden. Folgende Daten werden gespeichert:

«first_name» «last_name»
«street»
«postal_code» «city»

Meine Adresse hat sich geandert:

a nein, ich mochte nicht weiter informiert werden

Datenschutzhinweis: Nach Aufnahme der Daten in die Datenbank wird dieses Blatt vernichtet.

Haben Sie Fragen, wenden Sie sich bitte an das pop gen- Studienbiro (Tel.: 0431/597-3710). Gerne
kénnen Sie uns auch eine E-mail schicken an: info@popgen.de.

Nochmals vielen Dank! Und Alles Gute fir Siel

Ihr POPEE Forschungsteam
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7.2 Ethikvotum

MEDIZINISCHE FAKULTAT )
DER CHRISTIAN-ALBRECH™ S-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

Universitate-Kinterkink . Schwanenwag 10 24105 iGel ) Schwanenweg 20
D-24105 Kiel
Telefon 0431 /597-1809
Herrn Telfax 043175971891
PD Dr. C. Schafmeyer Balim:
Klinik fur Aligemeine Chirur jie und A 30.07.2009
Thoraxchirurgie
Haus 18
Arnold-Heller-Strafte 3
24105 Kiel
24105 Kiel
AZ: A 156/03 Erwei erungsantrag

Studienplan:

Projektleiter:

Antragsteller:
Datum des
Antrages:

POPCEN - populationsreprisentative Stichprobe fiir die
popul itionsgenetische Exploration im NGFN

Neu: Genetische Ursachen des Dickdarmkrebses

Jetzt: Fragehogen-Aktion

Ansch eiben, Patienteninformation, diverse Fragebogen

Prof. Dr. S. Schreiber, PD Dr. J. Hampe Klinik fiir
Aliger 1eine Innere Medizin, Universititsklinikum Schleswig-
Holstt in, Campus Kiel

PD Dr. C. Schafmeyer

22.07. 2009 (Eingang 30.07.2009)

Sehr geehrter Herr Kollege Schafmeyer, -
nach Durchsicht der Unteilagen durch mich als Vorsitzenden der Ethik-Kommission

nehmen wir den zu dem ot en genannten Forschungsvorhaben nachgereichten Antrag

zur Kenntnis. Es bestehen veder berufsethische noch berufsrecht[iche Bedenkén.

Mit freundlichen kollegialen Grufien

o Salen b
Prot. Dr.med. Jurgen Schaub

Vorsitzender der Ethik- Kommission
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