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1 Einleitung

Jahrlich sterben weltweit etwa 700 000 Menschen am kolorektalen Karzinom (KRK)
(Marmol et al. 2017). Damit ist das KRK die weltweit vierthdufigste Krebs-
todesursache nach dem Lungen-, Leber- und Magenkarzinom (Brody 2015). In
Deutschland steht das KRK bei den Frauen und bei den Mannern an dritter Stelle der

karzinombedingten Todesfalle (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebssterbeféllen in Deutschland 2014 (umgezeichnet nach Robert Koch-
Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2017)

Nach Angaben des Robert Koch-Instituts Berlin liegt das KRK bei den
Krebsneuerkrankungen bei Frauen an zweiter und bei Mannern an dritter Stelle.
Demzufolge ist die wissenschaftliche Erforschung des KRK von grof3er Bedeutung
fur die Gesellschaft. Zum einen gilt es, Methoden zu etablieren, die es ermdglichen,
die Tumore in einem frihen Tumorstadium zu erkennen und zum anderen gilt es, die
Therapie weiterhin zu optimieren. Bekanntlich sterben trotz Fortschritten in der
Therapie weiterhin viele Patienten an der Progression ihres Tumorleidens. Ein
Groldteil der karzinombedingten Mortalitdt ist auf die Metastasierung des
Primartumors zurickzufihren. Besonders in frlhen, primar nicht metastasierten

Tumorstadien sind daher zusatzliche Marker nétig, um Subgruppen zu identifizieren,



die im weiteren Krankheitsverlauf ein erhdhtes Metastasierungsrisiko aufweisen. Ein
Ansatz zur Verbesserung dieser Risikostratifikation sind Studien Uber die Bedeutung
und die unterschiedlichen Verfahren zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen
(CTC). Die folgende Arbeit befasst sich mit einem neuen, semi-quantitativen
Nachweisverfahren zur Detektion von CTC und deren prognostischer Bedeutung

beim kolorektalen Karzinom.

1.1 Das kolorektale Karzinom

Unter dem Begriff kolorektales Karzinom werden das Kolon- und das
Rektumkarzinom zusammengefasst. Kolonkarzinome werden je nach ihrer
Lokalisation weiter in Karzinome des Kolon ascendens, Kolon transversum, Kolon
descendens und Kolon sigmoideum unterteilt. Rektumkarzinome werden anhand
ihres Abstandes zur Anokutanlinie in Karzinome des oberen (10-15cm), des mittleren

(5-<10cm) und des unteren Rektumdrittels (<5cm) unterteilt.

1.1.1 Risikofaktoren

Das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken wird durch verschiedene
Einflusse erhoht. Ein wichtiger Faktor ist das Lebensalter der Patienten, denn das
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Lebensalter an. Das mittlere
Erkrankungsalter der Frauen bzw. Manner lag im Jahr 2014 bei 75 bzw. 72 Jahren
(Kaatsch et al. 2018). Ein weiterer Faktor ist das Geschlecht - Manner sind weltweit
haufiger betroffen als Frauen. Hier scheinen die Ostrogene der pramenopausalen
Frau protektiv zu wirken (Hoffken et al. 2015).

Kolorektale Karzinome treten familiar gehauft auf. Besonders eine erstgradige
Verwandtschaft zu einer Person mit einem kolorektalen Karzinom erhdht das Risiko
auch zu erkranken (Taylor et al. 2010). Zu unterscheiden von der genannten
polygenetischen, multifaktoriellen Vererbung sind die genetischen Syndrome, die
einem klaren genetischen Vererbungsmodus folgen und die haufig zur
Krebsentstehung in friheren Lebensjahren fihren (Lung et al. 2015). So verursacht
das autosomal-dominant vererbte Lynch-Syndrom ca. 3% der Kkolorektalen
Karzinome (Hampel et al. 2008). Eine Mutation in den sogenannten Mismatch
Repair-Genen (MLH1, MSH2, MSH6, PMS?2) liegt dabei dem erhdhten Risiko einer
Krebsentstehung zugrunde (Chen et al. 2017). Ebenfalls durch eine Mutation bedingt



ist die autosomal-dominant vererbte familidre adenomatdse Polyposis coli, welche in
annahrend 100% der Falle bis zur 4. Lebensdekade zu einem kolorektalen Karzinom
fuhrt (Lung et al. 2015).

Des Weiteren korreliert ein Mangel an Bewegung (Namasivayam und Lim 2017),
eine ungesunde ballaststoffarme Ernahrung und ein erhéhter Body-Mass-Index (BMI)
mit einem erhohten Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken (Ning et al.
2010). Ein regelmaRiger Nikotin- sowie Alkoholkonsum fuhrt ebenso zu einer
Steigerung des Erkrankungsrisikos (Botteri et al. 2008, Fedirko et al. 2011). Zudem
haben Patienten, die an einer chronisch-entzindlichen Darmkrankheit wie zum
Beispiel dem Morbus Crohn oder der Colitis ulcerosa leiden, ein im Vergleich zur
Allgemeinbevdlkerung gesteigertes Risiko fur ein kolorektales Karzinom (Bernstein et
al. 2001, Canavan et al. 2006).

1.1.2 Klinik und Diagnostik

1.1.2.1 Klinische Symptome

Die Symptome eines kolorektalen Karzinoms sind uncharakteristisch. Folgende
Symptome kdénnen als Hinweis, jedoch nicht als Beweis fur das Vorliegen eines
kolorektalen Karzinoms betrachtet werden. So kann eine Blutbeimengung zum Stuhl
auf ein kolorektales Karzinom hindeuten, ist aber auch bei anderen Erkrankungen
wie z.B. Hamorrhoiden zu finden. Als weitere mdgliche Hinweise sind Anderungen
der Stuhlgewohnheiten nach dem 40. Lebensjahr, sowie allgemeine karzinom-
bedingte Symptome wie Leistungsminderung, Mdudigkeit, Gewichtsverlust,
Schmerzen und chronische Anamien aufgrund von Blutungen zu nennen. Im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium kann ein lleus auf ein Karzinom hindeuten.
Kommt es zu einer Metastasierung des Tumors kdnnen hierdurch ebenfalls weitere
Symptome entstehen. Diese kdnnen durch die Infiltration von Organen einerseits

Schmerzen und andererseits eine Funktionsminderung des infiltrierten Organs sein.

1.1.2.2 Diagnose und Einteilung des Tumorstadiums

Die Diagnostik des kolorektalen Karzinoms ist umfangreich. Asymptomatische
Patienten kdnnen ab dem 50. Lebensjahr an Darmkrebsvorsorgeuntersuchungen
teilnehmen. Im Rahmen der Darmkrebsvorsorge wird ab dem 50. Lebensjahr einmal

jahrlich die Stuhluntersuchung auf okkultes Blut von der Krankenkasse bezahlt. Ab



dem 55. Lebensjahr wird eine Vorsorgekoloskopie empfohlen und die Kosten werden
von der Krankenkasse ubernommen. Patienten mit oben genannten Symptomen
oder Patienten mit einem erhdhten Karzinomrisiko aufgrund von Vorerkrankungen
oder erkrankten Verwandten werden entsprechend friher untersucht. Standardmafig
wird eine digitale rektale Untersuchung sowie eine komplette lleokoloskopie mit ggf.
Polypektomie und histologischer Untersuchung durchgeflhrt (Leitlinienprogramm
Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V. (AWMF) 2017).

Zeigt sich in der histologischen Untersuchung ein Karzinom wird im Praparat die
Tiefeninfiltration (T), der histologische Differenzierungsgrad (G), das Vorhandensein
oder Fehlen von Lymphgefalinvasionen (L) und der Resektionsrand (R) beurteilt.
Die histopathologische Beurteilung wird mit dem Prafix p vor dem jeweiligen
Parameter gekennzeichnet. Der Resektionsrand gibt an, ob das Karzinom im
Gesunden (=R0), also komplett entfernt wurde oder, ob das Karzinom den
Resektionsrand Uberschritten hat und ggf. noch Tumorreste im Darm des Patienten
verblieben sind (R1) (Baretton et al. 2011). Des Weiteren wird das Karzinom, das am
haufigsten ein Adenokarzinom ist (Recio-Boiles und Cagir 2018), auf seinen
Differenzierungsgrad untersucht. Man spricht hier vom Grading. Nach der ,Union
internationale contre le cancer® (UICC) unterscheidet das Grading vier
Differenzierungsgrade (G1-G4). G1 entspricht einem gut differenzierten,
entsprechend niedrigmalignen, G4 hingegen einem ent- bzw. undifferenzierten und
entsprechend  hochmalignen  Tumor  (Leitlinienprogramm  Onkologie  der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.
(AWMF) 2017).

Der Tumor wird weiterhin auf bestimmte genetische Mutationen untersucht. Das
Protein Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) ist als sogenanntes
Onkogen ein zentraler Bestandteil des Uber den Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) vermittelten Signalweges zur Zellteilung. Bei einer aktivierenden Mutation im
KRAS-Gen kommt es zu einer ungehemmten Zellteilung. Dies ist fur die Therapie-
planung im metastasierten Stadium entscheidend, da eine Antikdrpertherapie gegen
den EGFR bei mutiertem KRAS zu keiner Verlangerung des Gesamtuberlebens fuhrt
(Karapetis et al. 2008) und somit den betroffenen Patienten nicht zur Verfigung

steht. Erganzend wird fur die Therapieplanung der Vascular Epidermal Growth



Factor Receptor (VEGFR) Status bestimmt, da auch dieser Rezeptor als
Angriffspunkt flr eine Antikdrpertherapie genutzt werden kann.

Zur weiteren Diagnostik erfolgen sogenannte Staging-Untersuchungen. Diese dienen
der Beurteilung der Ausdehnung und potentiellen Metastasierung des Karzinoms.
Ein vollstandiges Staging beinhaltet neben der kompletten Koloskopie, eine
Abdomensonografie, ein Rontgenthorax und eine Bestimmung des carcino-
embryonalen Antigens (CEA) als Tumormarker. Beim Rektumkarzinom wird
zusatzlich eine starre Rektoskopie, eine Magnetresonanz- oder Computertomografie
des Beckens und bei lokal begrenztem Tumor eine rektale Endosonografie
durchgefuhrt. Bei Verdacht auf Fernmetastasen wird beim Kolon- und beim
Rektumkarzinom zusatzlich eine Computertomografie empfohlen, sowie, je nach
Befunden, weitere bildgebende Verfahren.

Anhand der ermittelten Informationen wird das Karzinom in unterschiedliche Stadien
eingeteilt. Diese Stadieneinteilung wurde von der UICC auf der Basis statistischer
Untersuchungen erstellt (Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017). Die
Einteilung in die Stadien erfolgt anhand der TNM Kilassifikation (Wittekind et al.
2014), die die lokale Tumorausdehnung (T), den Befall von Lymphknoten mit
malignen Zellen (N) sowie die potentielle Fernmetastasierung (M) einschlief3t. Die
UICC Stadien reichen von 0 bis IV. Mit Hilfe des Stadiums kann die Therapie geplant
werden und der Krankheitsverlauf und die Uberlebenszeit abgeschatzt werden. Die
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber die UICC Stadien.



Tabelle 1: UICC Stadien fiir das kolorektale Karzinom (Wittekind et al. 2014)

UiCC 2014 T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1/T2 NO MO
Stadium Il T3/T4 NO MO
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
lic T4b NO MO
Stadium lll jedes T N1/N2 MO
A T1/T2 N1 MO
T1 N2a MO
B T3/T4 N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
lic T4a N2a MO
T3/T4a N2b MO
T4b N1/N2 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
IVA jedes T jedes N M1a
VB jedes T jedes N M1b
IvC Jedes T Jedes N M1c

1.1.3 Metastasierung

Der Primartumor besitzt die Fahigkeit des invasiven und zugleich destruktiven
Wachstums. Das die Basalmembran durchbrechende Wachstum erlaubt eine
Absiedlung von Tumorzellen zumeist hamatogen oder lymphogen in andere
Organsysteme (Eccles und Welch 2007). Besitzt die abgesiedelte Tumorzelle die
Moglichkeit zur Angiogenese bilden sich zuerst Mikrometastasen. Aus den

Mikrometastasen konnen dann Metastasen entstehen (Henne-Bruns et al. 2008).



Der haufigste Metastasierungsort des kolorektalen Karzinoms ist die Leber, gefolgt
von der Lunge (van der Geest et al. 2015). Das Metastasierungsmuster beruht vor
allem auf dem Lymph- und Blutabfluss aus der Region des Tumors. Karzinome des
Kolons fuhren daher haufiger zu Lebermetastasen als Karzinome des Rektums. Dies
erklart sich dadurch, dass das Blut vom Kolon ascendens uber die Vena colica
dextra in die Vena mesenterica superior, vom Kolon transversum Uber die Vena
colica media in die Vena mesenterica superior und vom Kolon descendens uber die
Vena mesenterica inferior fliet. Die Venae mesentericae wiederum flieRen in die
Vena portae hepatis und somit in die Leber. Uber diesen Blutabfluss kénnen folglich
Tumorzellen in die Leber gelangen und dort zu Metastasen fuhren. Das Rektum wird
bei der vendsen Gefallversorgung in drei Abschnitte eingeteilt. Der obere Abschnitt
drainiert Uber die Vena rectalis superior in die Vena mesenterica inferior und zuletzt
auch in die Vena portae hepatis und demzufolge in die Leber. Blut des mittleren
Abschnitts hingegen flie3t Uber die Vena rectalis media und Blut des unteren
Abschnittes Uber die Vena rectalis inferior in die Vena iliaca interna. Durch diese
unterschiedliche Gefaldversorgung kommt es im oberen Abschnitt des Rektums
haufiger zu Lebermetastasen als bei den darunter liegenden Abschnitten. Im
mittleren und unteren Abschnitt finden sich haufiger Metastasen der Lunge oder auch

regionare Lymphknotenmetastasen in der Leiste.

1.1.4 Therapie

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms hat sich in den letzten Jahrzehnten stets
weiterentwickelt. Durch auf das Individuum angepasste und zielgerichtetere
Therapien konnten in den letzten Jahren Fortschritte bezliglich der Uberlebenszeit
der Patienten gemacht werden. Die Therapie richtet sich vor allem nach den UICC
Stadien, berucksichtigt also die lokale Tumorausdehnung und Infiltration, den Befall
von Lymphknoten und das Vorhandensein von Metastasen. Die Hauptpfeiler der
Behandlung sind die chirurgische Resektion, die (neo-) adjuvante
Radiochemotherapie beim Rektumkarzinom im UICC Stadium IIl und eine adjuvante
Chemotherapie beim Kolonkarzinom im UICC Stadium |IlI (Leitlinienprogramm
Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017).



Im nicht-metastasierten Stadium ist das vorrangige Therapieziel eine kurative
Resektion des Primartumors. Das Ausmal dieser Resektion ist von der Lokalisation
des Tumors und der damit einhergehenden Gefal3- und Lymphversorgung abhangig.
Die Resektion erfolgt mit der ,no-touch-Technik®, um die Gefahr einer
Tumorzelldissemination zu vermindern (Atkin et al. 2005). Beim Resektionsrand wird
ein zirkumferentieller Sicherheitsabstand von =1mm angestrebt (Park et al. 2014).
Die Lymphadenektomie sollte 12 oder mehr Lymphknoten umfassen
(Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017). Mehrere Studien belegen,
dass eine Resektion von mdglichst vielen tumornahen Lymphknoten mit einer
besseren Prognose einhergeht. Hierbei verbessert sich die Prognose bezogen auf
das Uberleben des Patienten, sowohl bei der Resektion von tumorfreien, als auch
tumorbefallenen Lymphknoten (Prandi et al. 2002, Le Voyer et al. 2003, Ogino et al.
2010).

Der operativen Behandlung folgt je nach Stadium eine postoperative sogenannte
adjuvante Chemotherapie. Hierbei ist zu trennen zwischen dem Kolon- und
Rektumkarzinom. Beim Kolonkarzinom ist eine adjuvante Chemotherapie ab Stadium
Il bei Vorhandensein von Risikofaktoren mdglich. Studien zeigten bei Patienten mit
Kolonkarzinom im Stadium |l ohne Risikofaktoren keine signifikante Verlangerung
der Uberlebenszeit (Benson et al. 2004, O'Connor et al. 2011). Bei Patienten im
UICC Stadium Il mit Risikofaktoren zeigen sich uneinheitliche Studienergebnisse
bezlglich des Benefits einer adjuvanten Chemotherapie. Einerseits konnten Kumar
et al. 2015 in einer Kohorte von 1286 Patienten im UICC Stadium Il belegen, dass
vor allem Patienten mit einer hohen lokalen Tumorausdehnung (T4) sowie auch
Patienten mit den Risikofaktoren (T4, Perforation des Tumors, schlechter
Differenzierungsgrad, = Obstruktion, = LymphgefaRinvasion, Perineuralinvasion,
residualer Tumor nach OP, <12 entfernte Lymphknoten) in der Gesamtheit betrachtet
von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren (Kumar et al. 2015). Andererseits
liel sich dieser Effekt in der Studie von O’Connor et al. nicht nachweisen (O'Connor
et al. 2011). Demnach ist eine Chemotherapie im UICC Stadium Il méglich, aber
standardmafig nicht etabliert. Ab UICC Stadium IIl, also bei positivem
Lymphknotenstatus, zeigt sich hingegen eine signifikante Prognoseverbesserung bei
Durchflhrung einer adjuvanten Chemotherapie (Francini et al. 1994, O'Connor et al.

2011), weshalb diese empfohlen wird (Leitlinienprogramm Onkologie der



Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.
(AWMF) 2017).

In Studien wurde eine verbesserte lokale Kontrolle des Rektumkarzinoms durch eine
zusatzliche praoperative sogenannte neoadjuvante Therapie belegt (Sauer et al.
2012). Daher werden Tumoren des unteren und mittleren Rektumdrittels im UICC
Stadium Il und Il einer neoadjuvanten Radiochemotherapie oder Kurzzeit-
Radiotherapie zugefihrt. Eine adjuvante (Radio-) Chemotherapie ist analog zur
Behandlung des Kolonkarzinoms im Stadium Il moglich und wird im Stadium |lI,
sowie bei Vorliegen histopathologischer Risikofaktoren empfohlen. In der aktuellen
Leitlinie des KRK wird hingegen wegen mangelnder Studienlage keine Empfehlung
fUr oder gegen eine adjuvante Therapie nach schon erfolgter neoadjuvanter Therapie
ausgesprochen (Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017).

Haufig verwendete Chemotherapieprotokolle sind das sogenannte FOLFIRI-Schema
(Fluorouracil, Leucovorin und Irinotecan) sowie die Oxaliplatin-haltigen FOLFOX- und
XELOX-Schemata. Das sogenannte FOLFOX-Schema besteht aus Folinsaure, 5-FU
und Oxaliplatin. Die als XELOX-Schema bezeichnete Kombination setzt sich aus
Capecitabine und Oxaliplatin zusammen. Die medikamentése Therapie des KRK hat
in den letzten Jahren durch die Entwicklung sogenannter zielgerichteter Antikorper
eine deutliche Verbesserung erfahren. Beispielhaft kann bei metastasiertem Tumor
ohne Mutation im KRAS-Gen, also bei Vorliegen des KRAS-Wildtyps, der anti-EGFR
Antikdrper Cetuximab eingesetzt werden. In der sogenannten CRYSTAL-Studie
fuhrte die zusatzliche Gabe von Cetuximab zum FOLFIRI-Schema zu einem
verlangerten Uberleben und einer verringerten Tumorprogression verglichen mit dem
FOLFIRI-Schema ohne Cetuximab (Van Cutsem et al. 2009, Van Cutsem et al.
2015). Bei Vorliegen einer Mutation im KRAS-Gen kann nach Berucksichtigung
weiterer Kriterien eine Therapie mit einem Antikdrper gegen VEGF in Betracht
gezogen werden.

Leider sind bei ca. 20% aller Patienten mit KRK (25% bei Patienten mit
Kolonkarzinom, 18% bei Patienten mit Rektumkarzinom) bei Erstdiagnose bereits
Fernmetastasen vorhanden (Kekelidze et al. 2013). Das therapeutische Vorgehen
bei Metastasierung ist komplex. Ein Therapiealgorithmus wurde in der Leitlinie zum
kolorektalen Karzinom entwickelt. Primares Therapieziel ist die mdglichst starke

Reduktion der Tumormasse. Unterschieden werden primar resektable Metastasen



von nicht resektablen Metastasen. Resektable Metastasen sollen primar reseziert
werden und sind kurativ behandelbar. Primar nicht resektable Metastasen sollen
einer Systemtherapie zugefuhrt werden. Im Verlauf wird durch Folgeuntersuchungen
Uber eine mogliche sekundare Resektabilitat oder den Beginn einer palliativen
Therapie entschieden. Die Wahl des Therapieverfahrens ist weiterhin abhangig von
dem Allgemeinzustand des Patienten und dem Wunsch des Patienten
(Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017). Der Therapieplan wird in
interdisziplinaren Tumorkonferenzen erarbeitet. Entschieden wird dort Uber die
mogliche Resektion des Tumors, ob und welche Radio- und/oder Chemotherapie
durchgefuhrt werden soll, sowie Uber mogliche lokale Verfahren zur Verkleinerung
der Metastasen, wie z.B. die Radiofrequenzablation. Erganzt wird die Behandlung
um Schmerztherapie, psychosoziale und psychoonkologische Unterstutzung. Vor
allem im Rahmen eines palliativen Konzepts haben die genannten supportiven
MalRnahmen eine grof3e Bedeutung.

Nach Abschluss der Therapie beginnt die Zeit der Nachsorge. In den ersten 5 Jahren
nach kurativer Therapie besteht ein erhdhtes Risiko fir ein lokales Rezidiv,
Fernmetastasen oder einen metachronen Zweittumor (Mentges et al. 1988, Enblad et
al. 1990, Galandiuk et al. 1992). In diesem Zeitraum wird daher ein vom
Tumorstadium abhangiges, festes Schema an Untersuchungen empfohlen
(Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF) 2017).

1.2 Zirkulierende Tumorzellen

Einige Zellen des malignen Primartumor und der Metastasen besitzen die Fahigkeit
zur Migration in das Blut- und Lymphsystem. Die Existenz freigesetzter Tumorzellen
im Blut wurde erstmalig im Jahr 1869 postuliert (Ashworth 1869). Die Zellen werden
als zirkulierende Tumorzellen (CTC) bezeichnet. Zu unterscheiden von den CTC sind
die disseminierten Tumorzellen (DTC), die sich im Knochenmark oder in anderen
Geweben befinden. CTC und DTC lassen sich unter dem Begriff isolierte
Tumorzellen (ITC) zusammenfassen und sind durch die UICC als Zellcluster unter

0,2mm oder einzelne Tumorzellen definiert (Markl et al. 2013).
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Die meisten kolorektalen Tumoren sind epithelialen Ursprungs (Recio-Boiles und
Cagir 2018). Nach aktuellem Wissenstand wird davon ausgegangen, dass einige
Tumorzellen durch Transition vom epithelialen zum mesenchymalen Phanotyp
(epitheliale-mesenchymale Transition= EMT) in die Umgebung, sowie in Blut- und
Lymphgefalte wandern kdnnen (Intravasation). Mit dem Blutstrom gelangen die CTC
in die Kapillaren von anderen Organen. Nach Einwanderung der Zellen in das
Gewebe des jeweiligen Organs (Extravasation) und eine Umwandlung der
mesenchymalen in epitheliale Tumorzellen (mesenchymal-epitheliale Transition)
besteht nun die Mdglichkeit der lokalen Proliferation und Metastasenentstehung
(Fidler 2003, Steinert et al. 2012). Die EMT scheint also eine zentrale Rolle im
Prozess der Metastasierung zu spielen, da sie die Migration und Invasion von CTC
ermoglichen und deren Apoptose verhindern kann (Thiery et al. 2009, Sun et al.
2011). Dies zeigt jedoch nur eine Moglichkeit der komplexen Metas-
tasierungskaskade. Der wirkliche Ablauf wird bis heute jedoch nur in Teilen
verstanden.

Schatzungsweise gelangen taglich 10° Zellen pro Gramm Tumorgewebe in das Blut
(Chang et al. 2000). 1970 wies Fidler anhand von Tierexperimenten mit
Melanomzellen nach, dass der Grofdteil der Tumorzellen innerhalb kirzester Zeit im
Blut untergeht, sodass letztendlich nur relativ wenige Tumorzellen potentiell
Metastasen bilden kénnen (Fidler 1970). Aber eben diese, wenn auch wenigen,
Zellen sind entscheidend. In mehreren Studien und Metaanalysen konnte gezeigt
werden, dass der Nachweis von CTC bei Patienten mit KRK mit einem schlechteren
Uberleben einhergeht (Rahbari et al. 2010, Hinz et al. 2017, Tan und Wu 2017).
Unterschiedliche Verfahren zum Nachweis von CTC sind Gegenstand der aktuellen
Forschung. Problematisch an der Detektion ist, dass es verschiedene heterogene
Subpopulationen zirkulierender Tumorzellen gibt. Es gibt sowohl epitheliale Zellen,
als auch mesenchymale Zellen, die eine EMT durchlaufen haben und CTC mit
Stammzellcharakter, die als zirkulierende Tumorstammzellen bezeichnet werden
(Hardingham et al. 2015). Dies ist insofern problematisch, weil die derzeit einge-
setzten Nachweisverfahren die CTC meist mit einem bestimmten Marker detektieren
und somit oft nur eine Subgruppe, nicht aber den gesamten Pool der CTC erfassen.
Aktuelle Nachweisverfahren basieren vor allem auf immunologischen Verfahren und
der Polymerasekettenreaktion Uber die reverse Transkriptase (RT-PCR). Immunzyto-

chemisch werden mittels morphologischer Besonderheiten und Expression spezieller
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Antigene CTC detektiert. Das Cellsearch® System, welches das erste von der U.S.
Food and Drug Administration zugelassene standardisierte System zur Detektion von
CTC beim metastasierten kolorektalen, Brust- und Prostatakrebs ist, nutzt einen
Antikdrper (Ber-EP4) gegen das epitheliale Zelladhasionsmolekil EpCAM (Huang et
al. 2015). EpCAM st auf normalen Epithelzellen exprimiert. Auf Karzinomzellen
einiger Tumore, unter anderem beim KRK, ist dieses oft hochreguliert. Der Antikorper
gegen EpCAM wird bei dem CellSearch® System magnetisch gekoppelt und
ermdglicht dadurch eine halbautomatische magnetische Separation von
Tumorzellen. Es folgt eine Fluoreszensmarkierung der Zellkerne, um nur kernhaltige
Zellen zu selektieren. Im nachsten Schritt wird eine positive Selektion mittels
Antikdrpern gegen Zytokeratin 8, 18 und/oder 19 und die Abtrennung von
Leukozyten mittels negativer Selektion von anti-CD45 Antikdrpern durchgefuhrt. Bei
dem Cellsearch® System ist zu beachten, dass bei CTC, die EMT durchlaufen
haben, eine Herabregulierung von EpCAM nachgewiesen werden konnte und folglich
davon auszugehen ist, dass nicht alle Subpopulationen der CTC erkannt werden
(Gorges et al. 2012). Eine aktuelle Studie zeigt jedoch auch, dass die
Herabregulierung von EpCAM nicht zu einer geringeren Sensitivitat des CellSearch®
Systems fuhrt (Kerr et al. 2017). Dies zeigt, dass weitere grof3ere Studien notwendig
sind, um den Prozess der EMT besser zu verstehen und somit prazisere
Detektionssysteme entwickeln zu kdnnen.

Ein weiteres haufig verwendetes Nachweisverfahren ist der indirekte Nachweis von
CTC und DTC mittels PCR. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine modifizierte
PCR genutzt. Als ein Marker flr die PCR wird Zytokeratin 20 (CK20) verwendet.
CK20 ist als groRRes Intermediarfilament Teil des Zytoskeletts von epithelialen Zellen
und findet sich fast ausschlielllich in Zellen des Gastrointestinaltrakts, in
Urothelzellen und in Merkelzellen (Moll et al. 1992) und eignet sich daher fur die
Selektion von CTC beim kolorektalen Karzinom. Aufgrund der hohen Sensitivitat und
Spezifitat wird der auf dem Nachweis von CK20-mRNA basierenden PCR eine grol3e
Bedeutung zugesprochen (Soeth et al. 1997, Hinz et al. 2015, Hinz et al. 2017).
Weitere bekannte Marker sind EpCAM, CK19, EGFR und CEA. Teilweise werden
diese Marker zum Nachweis von CTC auch in Kombination als sogenannte

Multimarker-PCR genutzt.
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Von den CTC und DTC ist der Begriff Mikrometastase abzugrenzen. Bei
Mikrometastasen handelt es sich nach der Definition der UICC um einen
extravaskularen Tumorzellverbund, der aufgrund seines im Vergleich zu CTC und
DTC grolieren Durchmessers von 0,2 bis 2mm histologisch nachweisbar ist (Markl et
al. 2013).
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1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Evaluation einer neu etablierten semi-quantitativen Multimarker-
PCR zum Nachweis von CK20- und EGFR-positiven zirkulierenden Tumorzellen bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom. Mit dem qualitativen Nachweis von CTC
konnte in unserer Arbeitsgruppe sowie in weiteren friheren Studien bereits der
unabhangig negative prognostische Wert von CTC belegt werden (Rahbari et al.
2010, Hinz et al. 2017). Mithilfe der vorliegenden Arbeit soll nun eine bessere
Prognoseabschatzung und Risikostratifizierung erreicht werden, indem nicht nur das
Vorhandensein von CTC, sondern auch die Quantitat der CK20-mRNA Expression
berlcksichtigt wird. Hierzu wird die Prognose der Patienten anhand der
Uberlebenszeit und des krankheitsfreien Uberlebens dargestellt. Ebenso wurde
aufgrund der auf friheren Arbeiten basierenden Hypothese, dass EGFR-positive
Zellen insbesondere beim Rektumkarzinom mit dem Uberleben korrelieren
(Goldstein und Armin 2001, Spano et al. 2005) die Korrelation Uberpruft.

Ein besonderer Fokus liegt auf den frGhen UICC Stadien | und Il. Patienten mit RO
reseziertem Tumor erhalten in diesen Stadien standardmafig keine adjuvante
Chemotherapie. Jedoch umfassen diese Stadien auch Tumore, welche die Tunica
muscularis und Subserosa infiltrieren und somit metastasierungsfahig sind. Deshalb
soll im Rahmen dieser Arbeit gepruft werden, ob durch die neu entwickelte semi-
quantitative CK20 RT-PCR Risikopatienten in frihen Tumorstadien identifiziert
werden konnen, die ggf. in Zukunft von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren
walrden.

Weiterhin sollen anhand der umfangreich erhobenen klinischen Daten potentiell

prognostische Variablen erfasst und diese mit bisherigen Studien verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Das untersuchte Kollektiv in dieser prospektiven Studie umfasst insgesamt 381
Patienten, die aufgrund eines kolorektalen Karzinoms operiert wurden. Die ethische
Zulassung der Studie erfolgte durch die Ethik-Kommission der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel (AZ110/99, siehe Anhang). Alle eingeschlossenen Patienten
gaben nach ausfuhrlicher Aufklarung vor der Operation und Probenentnahme ihr
schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Die Behandlung der
Patientendaten erfolgte gemaly den Datenschutzrichtlinien streng vertraulich. Die
klinischen und Nachsorgedaten wurden rickwirkend erfasst. Bei den gesammelten
Blutproben wurde durch Mitarbeiter des Instituts fur Experimentelle Tumorforschung
der Christian-Albrechts Universitat zu Kiel eine semi-quantitative RT-PCR zum
Nachweis CK20- und EGFR-positiver zirkulierender Tumorzellen durchgefuhrt. Diese
neugewonnenen Daten wurden mit den Nachsorge- und klinischen Daten verknupft
und durch statistische Auswertung analysiert, inwiefern der Nachweis der CTC eine

prognostische Relevanz hat.

2.2 Einschlusskriterien und Patientenkohorte

Jeder der 381 Patienten wurde in den Jahren 2004 bis 2013 an einem histologisch
gesicherten kolorektalen Karzinom operiert. Die Operationen wurden in der Klinik fur
Allgemeine, Viszeral-, Thorax-, Transplantations- und Kinderchirurgie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus Kiel nach aktuellem Standard
durchgefuhrt. Eingeschlossen wurden nur Patienten bei denen der Primartumor
komplett reseziert wurde (RO). Weiterhin wurden Patienten mit hepatischer Aussaat
des Primarius eingeschlossen, deren Lebermetastasen kurativ (R0) im Rahmen der
Operation des Primartumors synchron reseziert wurden. Ausgeschlossen hingegen
wurden Patienten mit primar metastasietem Tumor, deren Metastasen erst
metachron reseziert wurden. Als Einschlusskriterium zahlte aufllerdem, dass
genugend Blut fur die PCR entnommen werden konnte.

Die histologisch-pathologische Begutachtung und Einteilung der TNM-Klassifikation

der Karzinome erfolgte im Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-
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Holstein, Campus Kiel. Patienten im UICC Stadium Il und IV wurden nach aktuellen
Leitlinien eine adjuvante bzw. palliative Chemotherapie empfohlen. Patienten mit
Rektumkarzinom und einem praoperativen Stadium groRer als T3 oder N1 erhielten
eine neoadjuvante Radiochemotherapie mit 50.4 Gy und zwei Zyklen Chemotherapie
mit 5-Fluoruracil sowie postoperativ 4 Zyklen Chemotherapie mit 5-Fluoruacil. In
einigen Fallen wurde aufgrund der Empfehlungen der interdisziplinaren Tumor-

konferenz davon abgewichen.

2.3 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe befanden sich 15 freiwilige gesunde Spender, welche
ausfuhrlich Uber die Studie aufgeklart wurden und vor der Probenentnahme ihr
schriftliches Einverstandnis zur freiwilligen Teilnahme abgaben. Die Blutproben

wurden ebenfalls mit der im Folgenden beschriebenen Methode analysiert.

2.4 Probenentnahme

Nach Einleitung der Narkose erfolgte praoperativ die Blutentnahme. Das Blut wurde
zentralvendés entnommen und in mit Lithium-Heparin geflliten S-Monovetten
(Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland) asserviert. Bei den gesunden Probanden

erfolgte die Entnahme des Blutes durch die Punktion einer Armvene.

2.5 Semi-quantitative CK20 RealTime-PCR

Es wurde eine semi-quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (semi-
quantitative real time-PCR, gRT-PCR) zum Nachweis von CTC verwendet. Bei
dieser Methode wurde mit je drei parallelen PCR-Ansatzen pro Probe (technische
Replikate) die Amplifikation als Anstieg der Fluoreszenz in Echtzeit gemessen und
mithilfe eines als Referenz der Genexpression dienenden housekeeping-Gens eine

relative Quantifizierung durchgefihrt.

2.5.1 Isolierung der mononuklearen Zellfraktion

Alle Blutproben in Li-Heparin-Monovetten (Sarstedt, NUrmbrecht, Germany) wurden

bei Raumtemperatur (18-25°C) aufbewahrt und innerhalb von 4 Stunden
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zentrifugiert. Die Dichtekissenzentrifugation zur Isolierung der mononukledren
Zellfraktion (MNC), in welcher als Subpopulation auch die CTC enthalten sind, wurde
mit Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Freiburg, Germany) durchgefuhrt. Dafur wurde
Vollblut im Verhaltnis 1:3 mit Zellkulturmedium (RPMI-1640 ohne Zusatze, Life
Technologies, Darmstadt, Germany) verdinnt und anschliel3end vorsichtig in einem
50ml-Zentrifugenrohrchen auf ein 15ml Ficoll-Hypaque Kissen Uberschichtet. Die
Zentrifugenréhrchen wurden anschlieRend fur 40 Minuten bei Raumtemperatur und
400 xg zentrifugiert (Zentrifuge Typ Rotina 420, Hettich, Tuttlingen, Germany;
Zentrifugation bei langsamstem Anlauf und Auslauf ohne Rotorbremse). Bei dieser
Zentrifugation sammelt sich die MNC-Fraktion entsprechend ihrer spezifischen
Auftriebsdichte als Interphase auf dem Ficoll-Hypaque-Kissen, wahrend Erythrozyten
und Granulozyten, die eine hohere Auftriebsdichte besitzen, ein Pellet am
Roérchenboden bilden. Nach der Zentrifugation wurde die MNC-Interphase mit einer
Pipette abgesaugt und in ein neues Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und mit Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) im Verhaltnis 1:2 verdinnt. Anschliel3end wurde erneut
zentrifugiert (Raumtemperatur, 30 Min., 340 xg bei vollem Anlauf und Rotorbremse).
Danach wurden die MNC (Pellet) in 1 ml PBS resuspendiert und mikroskopisch in

einer Neubauer-Zahlkammer quantifiziert.

2.5.2 Isolierung der RNA

Zur Lyse der MNC wurde RNAPure Reagenz (VWR Peqglab, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Das Verfahren der Lyse zur Isolierung der RNA beinhaltet
nach der Aufteilung der Zellsuspensionen und Zentrifugation, das Homogenisieren,
die Phasentrennung nach erneuter Zentrifugation, die folgende RNA-Prazipitation,
das Waschen der RNA und das Ldsen der RNA. Anschlielend wurde die RNA-
Konzentration mit dem NanoDrop 2000c Spectrophotometer (VWR Peglab,
Darmstadt, Deutschland) gemessen. Die Unversehrtheit der RNA wurde mittels

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) kontrolliert.

2.5.3 Synthese der cDNA

Aus jeweils 3ug RNA wurde mit dem Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit fur RT-
gPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nach Herstellerangaben cDNA
synthetisiert.
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2.5.4 PCR

Die PCR wurde mit dem TagMan Universal Master Mix Il (Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland und dem StepOnePlus RealTime PCR-Cycler (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland) durchgefuhrt. Fur jede Analyse wurde 20ul

Reaktionsansatz nach folgendem Schema vorbereitet:

Komponente Volumen fur Endkonzentration
20ul Ansatz [ul]

TagMan Universal MasterMix Il (2x) 10 1Xx

TagMan Gene Expression Assay (20x) 1 1Xx

cDNA + H,O 9 200 ng

Gesamtvolumen 20

Die genutzten qRT-PCR Assays waren folgende TagMan Gene Expression Assays:
KRT20 Hs00966063 m1 (Zytokeratin 20, CK20), TBP Hs00427621_m1 (TATA-
binding protein, TBP), EGFR Hs01076078_m1 (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland).

Pro PCR wurden 200ng cDNA verwendet und es wurden von jeder Probe jeweils drei
technische Replikate verwendet. Der durchschnittliche Schwellenwert der
Amplifikationsreaktion (Ct value) aller Replikate wurde als Grundlage der
Berechnungen genutzt. Fir die semi-quantitative Berechnung der Zielgenexpression
nach der 272¢
TATA bindenden Proteins (TBP) als Referenz und housekeeping-Gen. Die PCR

Reaktion wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

1 Methode (Schmittgen und Livak 2008) diente die Expression des

Schritt  Temperatur Dauer Zahl der Zyklen
1 95 °C 10 Min 1
2 95 °C 15 Sek
65
3 60 °C 60 Sek
4 4°C bis Ende
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2.5.5 Spiking-Experimente

Im Rahmen der Qualitatskontrolle und zur Prifung der Nachweisgrenze der in dieser
Arbeit verwendeten gRT-PCR wurden sogenannte Spiking-Experimente mit dem Blut
eines gesunden freiwilligen Spenders durchgefuhrt. Die CK20-positive menschliche
Kolonkarzinom-Zelllinie HT29, wurde hierfur in RPMI-1640 Medium (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland), supplementiert mit 10% FBS (PAN-Biotech,
Aidenbach, Deutschland) sowie 1mM Glutamax und 1mM Na-Pyruvate (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland), kultiviert. Dann wurden 1000, 100, 10 und 1
HT29 Kolon-Karzinom-Zellen/Zelle zu jeweils 1ml Blut des Spenders hinzugeflgt und
aus dem Blut wurde wie oben beschrieben die MNC-Fraktion durch Ficoll-
Zentrifugation isoliert und daraus Gesamt-RNA prapariert. Die relative Quantitat der
HT-29-Zellen wurde dann mittels der in dieser Arbeit verwendeten CK20 qRT-PCR

analysiert, um so die Sensitivitat dieser Methode zu Uberprufen.

2.6 Klinische Daten

Die klinischen Daten wurden in die Forschungsdatenbank ProWebDB der Klinik fur
Allgemeine, Viszeral-, Thorax-, Transplantations- und Kinderchirurgie des UKSH,
Campus Kiel eingegeben. Die ca. 100 Variablen wurden aus Arztbriefen,
Anamnesebodgen, Operationsberichten, Anasthesieprotokollen, Patientenkurven,
Berichten und Befunden des Instituts flur Pathologie, den Ambulanzakten der
onkologischen Ambulanz des UKSH, dem Krebsregister Schleswig-Holstein aus Bad
Segeberg, sowie von den ambulant weiterbehandelnden Arzten recherchiert.
Beispielhaft fir die ausgewerteten Daten sind hier einige genannt: Datum der
Erstdiagnose, demografische Daten der Patienten, Tumorlokalisation, Tumorstadium
inklusive histopathologischer Befund, genetische Syndrome, Begleiterkrankungen,
Operationsverfahren (offen, laparoskopisch, Konversion von laparoskopisch zu offen,
daVinci), perioperative Therapien, Zeitpunkt von Rezidiven, Zeitpunkt des Todes und

weitere.

2.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM,
Munchen, Deutschland) und MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgien) genutzt.
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Die kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde sowohl als krankheitsfreies
Uberleben (KU), als auch als Gesamtiiberleben (GU) mittels der Kaplan-Meier
Analyse errechnet. Ziel der durchgeflhrten univariaten Analyse war es, bestimmte
Einflussfaktoren und Korrelationen zu untersuchen. Die Berechnung erfolgte hier mit

dem Log-rank-Test. Die Abhangigkeit der Biomarker von klinischen Parametern

wurde mittels des xz Test analysiert. In die multivariate Analyse wurden
Einflussfaktoren, die sich in der univariaten Analyse signifikant zeigten mittels der
Cox-Regressionsanalyse, unter Annahme eines konstanten Hazard Ratio der
jeweiligen Gruppen, eingeschlossen und der Effekt bestimmter Einflussfaktoren auf
die Uberlebenszeit bestimmt und mittels des Hazard Ratio und P-Wertes dargestellt.
Zur Ermittlung eines Cut-Off Wertes, also Schwellenwertes der CK20-mRNA
Expression wurden die ,Receiver-Operating-Characteristic-Kurve“ (ROC-Kurve) und
der Youden-Index verwendet. Der Cut-Off Wert stellt den Wert mit der hochsten
Sensitivitat und Spezifitat dar und ermdglicht so eine Einteilung eines quantitativen
Parameters in zwei Gruppen. Alle berechneten P-Werte sind zweiseitig und wurden

bei einem Wert 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Deskription der Kohorte

3.1.1 Patienten

In der untersuchten Kohorte waren 235 Patienten (61,7%) mannlich und 146
Patienten (38,3%) weiblich. 210 Patienten (55,1%) waren bei Erstdiagnose junger als
70 Jahre, 171 Patienten (44,9%) waren alter als 70 Jahre. Im Mittel lag der Zeitpunkt
der Diagnose bei 68,5 Jahren, wobei der Diagnosezeitpunkt zwischen dem 32. Und
dem 95. Lebensjahr lag. Der Tumor war bei 224 (58,8%) Patienten im Kolon und bei
157 Patienten (41,2%) im Rektum lokalisiert. Anhand des Koérpergewichts und der
Grolle wurde der Body-Mass-Index (BMI) errechnet. Die Klassifikation der World
Health Organinization diente zur Definition von Untergewicht als BMI unter 18,5,
Normalgewicht als BMI zwischen 18,5 und 25 und Ubergewicht als BMI Uber 25 zum
Operationszeitpunkt. Demnach waren 9 Patienten (2,4%) untergewichtig, 155
Patienten (40,7%) normalgewichtig, 207 Patienten (54,3%) Ubergewichtig. Bei 10
Patienten (2,6%) war der BMI unbekannt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Klinische Eigenschaften der Patientenkohorte

Anzahl der Patienten (%)

Gesamt 381 (100,0)
Alter (Jahre)

<70 210 (55,1)

>70 171 (44,9)
Geschlecht

Méannlich 235 (61,7)

Weiblich 146 (38,3)
Tumorlokalisation

Kolon 224 (58,8)

Rektum 157 (41,2)
BMI (kg/m?)

<18,5 9(2,4)

18,5 -25 155 (40,7)

>25 207 (54,3)

unbekannt 10 (2,6)
UICC Stadium

I 118 (31,0)

Il 91 (23,9)

1] 88 (23,1)

1Y 84 (22,0)
pT

TO 8(2,1)

T1 40 (10,5)

T2 100 (26,2)

T3 186 (48,8)

T4 47 (12,3)
pN

NO 225 (59,1)

N1 82 (21,5)

N2 73 (19,2)
pM

MO 296 (77,7)

M1 85 (22,3)
Neoadjuvante Therapie

Ja 54 (14,3)

Nein 323 (84,8)

unbekannt 4(1,1)
Adjuvante Therapie

Ja 136 (35,7)

Nein 237 (62,2)

unbekannt 8 (2,1)
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3.1.2 UICC Stadien

Die Patienten wurden anhand der Ausdehnung ihres Primartumors, dem
Vorhandensein bzw. Fehlen von Lymphknotenmetastasen und Metastasen
unterschiedlichen UICC Stadien zugeteilt. Im UICC Stadium | befanden sich 118
Patienten (31%), im UICC Stadium Il 91 Patienten (23,9%), im UICC Stadium III 88
Patienten (23,1%) und im UICC Stadium 1V, welches eine Metastasierung
voraussetzt, 84 Patienten (22%). Weitere Informationen bezuglich der Verteilung in

die pT-, pN- und pM-Gruppen befinden sich in der Tabelle 2.

3.1.3 Neoadjuvante und adjuvante Therapie

Bei 54 Patienten (14,3%) wurde eine neoadjuvante Therapie durchgefuhrt. Diese
neoadjuvante Radiochemotherapie wurde bei Patienten mit einem Karzinom im
Rektum ab Stadium =2uT3 oder 2uN1 durchgefihrt. 323 Patienten (84,8%) erhielten
keine neoadjuvante Therapie. Bei 4 Patienten (1,1%) ist unbekannt, ob eine
neoadjuvante Therapie durchgefihrt wurde oder nicht. Eine adjuvante Therapie
wurde bei insgesamt 136 Patienten (35,7%) angewandt. 237 Patienten (62,2%)
erhielten keine adjuvante Therapie, bei 8 Patienten (2,1%) ist diese Angabe

unbekannt.

3.1.4 Uberlebensdaten und Nachsorgedaten

Die mediane Nachbeobachtungszeit betragt 34 Monaten (0 - 151 Monate). Es wurde
einerseits errechnet wie viele Patienten 5 Jahre nach Diagnosestellung am Leben
sind (5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate= 5J-GUR) und andererseits wie viele Patien-
ten nach 5 Jahren krankheitsfrei leben (5-Jahres-krankheitsfreie-Uberlebensrate= 5J-
KFUR). Betrachtet man das gesamte Patientenkollektiv liegt die 5J-GUR bei 67,5%
und die 5J-KFUR bei 58,8%.
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3.2 Univariate Analyse

3.2.1 Assoziation von den klinischen Charakteristika mit dem Uberleben der

Patienten

In der univariaten Analyse mittels des Log-Rank-Tests zeigt sich, dass Patienten
Uber dem 70. Lebensjahr eine statistisch signifikant (p=0,038) verringerte 5J-GUR
haben, wohingegen das Alter beim krankheitsfreien Uberleben keinen signifikanten
Faktor darstellt.

Einen signifikanten Unterschied sowohl im Gesamt- (p<0,001) als auch im
krankheitsfreien Uberleben (p=0,006) zeigt der BMI. Normal- und Ubergewichtige
Patienten Uberleben die ersten 5 Jahre nach Diagnose prozentual haufiger als
untergewichtige Patienten. Auch die UICC Stadien weisen mit einem p-Wert<0,001
eine statistische Signifikanz mit dem Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben auf.
Ein niedriges UICC Stadium geht verglichen mit héheren UICC Stadien mit einem
langeren Uberleben einher. Wahrend im UICC Stadium | 87,9% der Patienten die
ersten 5 Jahre Uberleben, sind es im UICC Stadium Il 74,6%, im UICC Stadium llI
53,5% und im UICC Stadium IV 5,6% (Abbildung 2). Ahnliche Daten fanden sich fiir
das krankheitsfreie Uberleben (Tabelle 3). Dieses Ergebnis verdeutlicht zum einen
die grol3e Relevanz der UICC Stadien als Prognosepradiktor und andererseits, dass
es sich bei unserem Patientenkollektiv um eine reprasentative Kohorte handelt.
Weiterhin sind die Komponenten der Stadieneinteilung nach UICC auch einzeln fur
sich genommen signifikant. Die Tiefeninvasion des Tumors (pT), der Lymph-
knotenstatus (pN) und das Vorhandensein bzw. Fehlen von Metastasen (pM)
korrelieren signifikant mit dem Uberleben (Tabelle 3).

Die perioperative Therapie in Form von neoadjuvanter (Radio-)Chemotherapie und
adjuvanter (Radio-)Chemotherapie geht nur als adjuvante Therapie mit einem
signifikant verlangerten Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben einher, nicht aber

als neoadjuvante Therapie.
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Tabelle 3: Einfluss klinischer Charakteristika der Patienten auf das Gesamt-
und krankheitsfreie Uberleben (Log-Rank-Test)

5J-GUR univariate | 5J-KFUR | univariate
in % Analyse (P) | in % Analyse (P)
Gesamt 67,5 58,8
Alter (Jahre) <70 58,7 55,6
0,038 0,185
>70 54,7 51,6
Geschlecht mannlich 54,5 52,4
0,935 0,755
weiblich 62,0 571
Tumorlokalisation Kolon 63,9 58
0,083 0,071
Rektum 49,0 48
BMI (kg/m?) <18,5 22,2 22,2
18,5-25 57,7 <0,001 55,2 0,006
>25 60,6 56,7
UICC Stadium I 87,9 86,8
Il 74,6 67,2
<0,001 <0,001
i 53,5 47,7
\Y, 5,6 3,9
pT TO 58,3 58,3
T1 90,4 90,9
T2 83,6 <0,001 79,0 <0,001
T3 427 39,9
T4 25,9 19,3
pN NO 76,9 73,5
N1 43,5 <0,001 41,6 <0,001
N2 16,5 10,2
pM MO 74,0 69,9
<0,001 <0,001
M1 55 3,9
neoadjuvante Ja 64,2 57,2
. 0,198 0,535
Therapie Nein 55,7 53,4
adjuvante Therapie | Ja 44 1 38,8
0,001 <0,001
Nein 65,5 62,9

P Alle fettgedruckten P-Werte sind als signifikant anzusehen
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Abbildung 2: Kaplan-Meier-Gesamtiiberlebenskurve in Abhédngigkeit der UICC
Stadien
P = P-Werte (Log-Rank-Test). Das 5-Jahres Uberleben ist mit einer fettgedruckten

vertikalen Linie gekennzeichnet.

3.2.2 Kontrollgruppe und Spiking-Experimente

Zur Prufung der Spezifitat der neu entwickelten semi-quantitativen RT-PCR fur CK20
oder EGFR wurde in einer Kontrollgruppe das Blut von 15 gesunden Spendern
untersucht. Keiner der 15 getesteten Spender war positiv fur CK20 oder EGFR.
Durch die Zugabe von HT29 Tumorzellen, wurde die Sensitivitat der qRT-PCR
gepruft. Die Nachweisgrenze lag bei 1 Tumorzelle pro ml Vollblut fur CK20 und 10
Tumorzellen pro ml Vollblut bei EGFR (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Semi-quantitative RT-PCR Analyse der CK20 und EGFR
Expression in mononukledren Zellfraktionen aus peripherem Blut eines
gesunden Spenders, welchem eine definierte Anzahl von Kolonkarzinomzellen

(HT29) zugesetzt wurde

3.2.3 Qualitative Detektion von CK20 und EGFR

Im Gesamtkollektiv von 381 Patienten wurden bei insgesamt 53,0% der Patienten
(n=202) CK20-positive CTC und bei 44,9% der Patienten (n=171) EGFR-positive
CTC nachgewiesen. In der Gesamtkohorte korrelierte der Nachweis CK20-positiver
CTC mit einem signifikant schlechteren Gesamtuberleben und krankheitsfreien
Uberleben (jeweils p<0,001). Dieser signifikante Unterschied bezogen auf das
Uberleben zeigte sich auch bei getrennter, unabhangiger Betrachtung der Patienten
mit Rektum- und Kolonkarzinom (p=0,007 und p<0,001). Die Detektion von EGFR
wies weder eine signifikante Korrelation mit dem Gesamtuberleben (p=0,993), noch
mit dem krankheitsfreien Uberleben (p=0,880) auf. Auch eine Dualmarker-Analyse
von CK20 und EGFR wies keine signifikante Korrelation mit dem Uberleben auf
(Daten nicht abgebildet).
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3.2.4 Berechnung eines Schwellenwertes (Cut-Off) der CK20-mRNA

Expression in der Gesamtkohorte

Nicht nur der qualitative Nachweis, sondern auch die Quantitat der relativen CK20-
MRNA Genexpression konnen bei der Prognoseabschatzung wichtige Informationen
bieten. Uber eine ROC-Kurven-Analyse (Abbildung 4) und den Youden-Index
konnte ein Cut-Off ermittelt werden, welcher das Kollektiv in eine Gruppe mit
besserer und eine Gruppe mit schlechterer Prognose teilen kann. Eine relative
CK20-mRNA Expression mit dem hoéchsten bzw. optimalsten Youden-Index, also
dem Punkt mit der hochsten Sensitivitat und Spezifitat zeigte sich bei 2,77 Einheiten

(expression units, EU), sodass dieser als Cut-Off Wert festgelegt wurde.
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Abbildung 4: ROC-Kurve zur Berechnung des Cut-Off Wertes der CK20-mRNA
Expression anhand des Youden-Index
P = P-Wert (Log-Rank-Test). AUC= Area-under-curve

Eine relative CK20-mRNA Expression unterhalb des Cut-Off Wertes von 2,77 EU
fand sich bei insgesamt 57,7% (n=220) der Patienten. Bei 42,3% (n=161) der
Patienten lag die CK20-mRNA Expression oberhalb des Cut-Off Wertes. Bei einer
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CK20-mRNA Genexpression = 2,77 EU wiesen die Patienten der Gesamtkohorte ein
signifikant schlechteres Uberleben auf (jeweils p<0,001). Dies zeigte sich sowohl
bezogen auf das Gesamt-, als auch auf das krankheitsfreie Uberleben (Abbildung 5,
Abbildung 6). In der Patientengruppe mit der niedrigeren (<2,77 EU) CK20-mRNA
Genexpression lag die Gesamtuberlebensrate nach 5 Jahren bei 69,6% und in der
Gruppe mit einer hohen (22,77 EU) CK20-mRNA Expression nur noch bei 39,8%.
Die Korrelation des ermittelten Cut-off Wertes von 2,77 EU mit dem Gesamt- und
krankheitsfreien Uberleben erwies sich auch in getrennter Betrachtung des Rektum-

und Kolonkarzinoms jeweils als signifikant (jeweils p<0,001) (Abbildung 7 A-D).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens von Patienten im
UICC Stadium I-1V bezogen auf das CK20-mRNA Genexpressionslevel

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabelle unterhalb der Abbildung zeigt die Anzahl
der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt. Das 5-Jahres

Uberleben ist mit einer fettgedruckten vertikalen Linie gekennzeichnet.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve des krankheitsfreien Uberlebens von
Patienten im UICC Stadium I-IV bezogen auf das CK20-mRNA
Genexpressionslevel

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabelle unterhalb der Abbildung zeigt die Anzahl
der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt. Das 5-Jahres

Uberleben ist mit fettgedruckten vertikalen Linien gekennzeichnet.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens (A,C) und
krankheitsfreien Uberlebens (B,D) von Patienten mit Kolonkarzinom (A,B) und
Rektumkarzinom (C,D) bezogen auf das CK20-mRNA Expressionslevel.

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabellen unterhalb der einzelnen Abbildungen zei-
gen die Anzahl der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt.

Das 5-Jahres Uberleben ist mit fettgedruckten vertikalen Linien gekennzeichnet.

3.2.5 Assoziation von der quantitativen CK20-mRNA Expression mit den

klinischen Charakteristika der Patienten

Bei der Berechnung der Korrelation der CK20-mRNA Expressionen mit den
klinischen Charakteristika der Patienten zeigte sich, dass ein hohes UICC Stadium
(IV), ein positiver Metastasenstatus und ein hohes lokales Tumorstadium (pT4) mit
einer signifikant hoheren CK20-mRNA Genexpression einhergehen (p<0,001,
p<0,001 und p=0,004), wohingegen dies bei nodal-positiven Patienten nicht der Fall
war (p=0,083). Weiterhin fand sich keine weitere Korrelation einer erhdhten CK20-

mMRNA Expression mit den ubrigen klinischen Charakteristika (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Korrelation der quantitativen CK20-mRNA Expression mit den

klinischen Charakteristika der Patienten (y -Test)

Anzahl Patienten (%) | ,
mit CK20 22,77 EU x -Test (P)
Gesamt 161 (42,3)
Alter (Jahre) <70 82 (39,0)
0,097
> 70 79 (46,2)
Geschlecht Mannlich 92 (39,1)
0,073
Weiblich 69 (47,3)
Tumorlokalisation | Kolon 91 (40,6)
0,253
Rektum 70 (44,6)
UICC Stadium I 42 (35,6)
I 35 (38,5)
<0,001
11 26 (29,9)
\Y; 58 (68,2)
pT TO 4 (50,0)
T1 8 (20,0)
T2 38 (38,0) 0,004
T3 83 (44,6)
T4 28 (59,6)
pN NO 88 (39,1)
0,083
N+ 73 (46,8)
pM MO 103 (34,8)
<0,001
M1 58 (68,2)
neoadjuvante Ja 24 (44.4)
Th : 0,429
erapie Nein 137 (42,1)
adjuvante Ja 57 (41,9)
Therapie 0.460
erap Nein 104 (43,0)

P Alle fettgedruckten P-Werte sind als signifikant anzusehen.
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3.2.6 Assoziation von der quantitativen CK20-mRNA Expression mit dem
Uberleben bei Patienten in den UICC Stadien I-II

Zur separaten Analyse der Korrelation der CK20-mRNA Expression mit dem
Uberleben der Patienten in friihen Tumorstadien wurden insgesamt 209 Patienten in
den UICC Stadien | und Il als Subgruppe zusammengefasst. Es zeigte sich in dieser
Subgruppe ein signifikant verringertes Gesamtiberleben bei den Patienten mit einer
CK20-mRNA Expression oberhalb des definierten Cut-Off Wertes (p=0,003)
(Abbildung 8). Auch hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens wies die Gruppe
mit einer uber dem Cut-Off Wert liegenden CK20-mRNA Expression ein signifikant
schlechteres Uberleben auf (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens von Patienten im
UICC Stadium I und Il bezogen auf das CK20-mRNA Genexpressionslevel

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabelle unterhalb der Abbildung zeigt die Anzahl
der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt. Das 5-Jahres

Uberleben ist mit einer fettgedruckten vertikalen Linie gekennzeichnet.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve des krankheitsfreien Uberlebens von
Patienten im UICC Stadium | und Il bezogen auf das CK20-mRNA
Genexpressionslevel

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabelle unterhalb der Abbildung zeigt die Anzahl
der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt. Das 5-Jahres

Uberleben ist mit fettgedruckten vertikalen Linien gekennzeichnet.

3.2.7 Vergleich der Patientenkohorte mit hoher CK20-mRNA Expression im
UICC Stadium Il mit einer Kohorte mit niedriger CK20-mRNA Expression
im UICC Stadium Il

Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (UICC Stadium Ill) ist ein
erheblicher negativer prognostischer Marker beim Kolorektalen Karzinom. Zur
Uberprifung der zusatzlichen klinischen Relevanz der CTC wurde die Gruppe
Patienten im UICC Stadium Il und hoher CK20-mRNA Genexpression (n=35) (sog.
high-risk Gruppe ohne Lymphknotenmetastase) der Gruppe im UICC Stadium Ill und
niedriger CK20-mRNA Expression (n=62) (sog. low-risk Gruppe mit Lymph-

knotenmetastasen) gegenubergestellt (Abbildung 10). Es zeigte sich weder im
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Gesamt-, noch im krankheitsfreien Uberleben ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (p=0,284 und p=0,196), obwohl eigentlich zu erwarten war,
dass die Gruppe der UICC lIl Patienten eine schlechtere Prognose aufweist als die
Patienten im UICC Stadium II.
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Zeit [Monate]
CK20
Expression [EU] | Patienten unter Risiko

St.Il, CK20>2,77135 30 24 23 19 11 7 5 2 0 0
St.lll, CK20<2,77{62 52 43 30 21 18 12 9 7 4 1
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Expression [EU] | Patienten unter Risiko

St.Il,CK2022,77 |35 29 23 22 17 10 6 5 2 0 0
St.lll,CK20<2,77|62 45 35 24 18 15 11 8 6 4 1

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens (A) und
krankheitsfreien Uberlebens (B) bezogen auf Patienten im UICC Stadium Il und
hohem CK20-mRNA Expression verglichen mit Patienten im UICC Stadium Il
und niedrigem CK20-mRNA Genexpressionslevel

P = P-Werte (Log-Rank-Test). Die Tabellen unterhalb der einzelnen Abbildungen zei-
gen die Anzahl der verbliebenen also lebenden Patienten zum jeweiligen Zeitpunkt.

Das 5-Jahres Uberleben ist mit fettgedruckten vertikalen Linien gekennzeichnet.
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3.3 Multivariate Analyse

3.3.1 Assoziation von quantitativer CK20-mRNA Expression, Patientenalter,
UICC Stadien und adjuvanter Therapie mit dem Uberleben von Patienten
in den UICC Stadien I-IV

Zur ldentifikation von unabhangigen Prognosefaktoren wurde von den Faktoren, die
sich in der univariaten Analyse als signifikant zeigten eine multivariate Analyse
mittels des proportionalen Hazardmodell nach Cox durchgefuhrt. In der
Gesamtkohorte wiesen Patienten mit einer CK20-mRNA Genexpression 22,77 EU
verglichen mit Patienten mit einer CK20-mRNA Genexpression <2,77 EU eine
signifikant verringerte Gesamt-Uberlebensrate (p<0,001) auf. Auch in der Analyse
des krankheitsfreien Uberlebens zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen
hoher CK20-mRNA Expression und dem Sterberisiko (HR 2,34; Kl 1,69-3,22;
p<0,001).

Weitere Signifikanzen konnten im Vergleich von der Kohorte der Patienten in
niedrigen UICC Stadien (I-Il) mit der Kohorte von Patienten in hohen UICC Stadien
(I1-1V) nachgewiesen werden. In der Analyse des Gesamt- bzw. des krankheitsfreien
Uberlebens wiesen die Patienten der UICC Stadien Ill und IV eine 7,85fach bzw.
7,39fach hoheres Sterberisiko als Patienten der UICC Stadien | und Il (HR 7,85; Ki
5,08-12,15; p<0,001 bzw. HR 7,39; Kl 4,90-11,16, p<0,001) auf. Bezogen auf das
Alter der Patienten und die Durchfihrung einer adjuvanten Therapie konnte in der
multivariaten Analyse des Patientenkollektivs kein signifikant prognostischer Einfluss

nachgewiesen werden (Tabelle 5).

3.3.2 Assoziation von quantitativer CK20-mRNA Expression,
Tumorlokalisation und lokaler Tumorausdehnung mit dem Uberleben
von Patienten in den UICC Stadien I-ll

Die Korrelationen zwischen dem Uberleben und der CK20-mRNA Expression, der
Tumorlokalisation und der Tumorausdehnung bei Patienten, die sich in niedrigen
UICC Stadien (I-1l) befanden wurden analysiert. Jeder dieser drei Faktoren zeigte
sich als signifikanter, unabhangig prognostischer Einflussfaktor auch in der Gruppe

mit niedrigem Tumorstadium.
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Eine hohe CK20-mRNA Expression von 22,77 EU ging verglichen mit einer niedrigen
CK20-mRNA Expression mit einer signifikanten Erhdhung des Sterberisikos um
225% in der Analyse des Gesamtuberleben und um 201% in der Analyse der
krankheitsfreien Uberlebenszeit einher (HR 2,25; Kl 1,06-4,77; p=0,035 und HR 2,01;
Kl 1,01-4,01; p=0,047). Patienten mit einem Rektumkarzinom wiesen im Vergleich zu
den Kolonkarzinompatienten eine signifikant geringere Sterberate auf. Dies zeigte
sich sowohl in der Analyse des Gesamt-, als auch in der Analyse des
krankheitsfreien Uberlebens (Tabelle 5). Neben diesen beiden Einflussfaktoren
stellte sich auch die lokale Ausdehnung des Tumors als signifikanter und
unabhangiger Faktor dar. Bei einer starken Ausdehnung und Tiefeninfiltration des
Tumors (pT3/4) zeigten die Patienten ein 4,5-mal so hohes Sterberisiko in
Betrachtung der Gesamtuberlebenszeit (HR 4,50; KI 1,99-10,17, p<0,001) verglichen
mit Patienten mit einer geringen Ausdehnung des Tumors (pT1/2). Dartber hinaus
bestatigte sich auch die Korrelation der Tumorausdehnung mit dem krankheitsfreien
Uberleben (HR4,17; KI 1,97-8,85, p<0,001).
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Tabelle 5: Multivariate Analyse (Cox-Regressionsanalyse) von unabhédngigen
Einflussfaktoren auf das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben in der
Gesamtkohorte (UICC Stadium I-1V) sowie in der Subgruppe (UICC Stadium I-ll)

Gesamtiiberleben Krankheitsfreies Uberleben
multivariate HR P-Werte | multivariate HR P-Werte
(95% KIl) (P) (95% KIl) (P)
UICC Stadien I-IV
CK20< 2,77 vs 22,77
2,49 (1.77 - 3,49) <0,001 | 2,34 (1,69 — 3,22) <0,001
[EU]
Alter <70 vs. 270 [Jahre] | 1,27 (0,90 —1,79) 0,172 | n.d.
UICC I-ll vs. llI-IV 7,85 (5,08 - 12,15) <0,001 | 7,39 (4,90 - 11,16)| <0,001
Adjuvante Therapie Ja vs.
_ 1,10 (0,77 — 1,56) 0,610 | 1,09 (0,78 — 1,53) 0,606
Nein
UICC Stadien I-li
CK20< 2,77 vs. 22,77
2,25 (1,06 - 4,77) 0,035 | 2,01 (1,01 —4,01) 0,047
[EU]
Alter <70 vs. 270 [Jahre] | 1,59 (0,73 — 3,47) 0,245 | n.d.
Kolon vs. Rektum 0,22 (0,09 - 0,50) <0,001 | 0,27 (0,13 - 0,57) 0,001
pT1/2 vs. pT3/4 4,50 (1,99 - 10,17) <0,001 | 4,17 (1,97 — 8,85) <0,001
P Alle fettgedruckten P-Werte sind als signifikant anzusehen; n.d. der Wert war in der
univariataten Analyse nicht signifikant und wurde daher in der mutlivariaten Analyse nicht
berechnet; HR: Hazard Ratio; Kl: Konfidenzintervall
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4 Diskussion

Vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation einer semi-quantitativen
RT-PCR zum Nachweis von CK20-positiven zirkulierenden Tumorzellen im Blut von
381 Patienten mit KRK. Ein besonderer Schwerpunkt lag dabei auf der Identifikation
von zusatzlichen Risikofaktoren flr eine schlechtere Prognose bei Patienten in
frGhen Tumorstadien (UICC I-11).

4.1 Reprasentativitit der Kohorte, Patientencharakteristika, Uberlebensraten

Im Vergleich der Patientencharakteristika der in dieser Studie untersuchten Patienten
zeigte sich eine weitest gehende Ubereinstimmung in der Geschlechtsverteilung im
Vergleich mit anderen Studien und den Daten des epidemiologischen Krebsregisters.
In der vorliegenden Studie lag der Diagnosezeitpunkt im Mittel bei 68,5 Jahren und
somit friher als bei den von der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
e.V. (GEKID) und dem Zentrums fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-
Institut gesammelten Krebsdaten von 2014. Moglicherweise lasst sich dieser
Unterschied durch haufiger durchgeflhrte Friherkennungsmalinahmen erklaren.
Diese Vermutung wird dadurch gestitzt, dass die meisten Patienten unserer Kohorte
(31,0%) sich im UICC Stadium | befanden (Tabelle 2), also in einem frGhen Stadium
diagnostiziert wurden.

Die 5J-GUR liegt in unserer Kohorte bei 67,5%, wohingegen bei deutschlandweiter
Betrachtung die 5J-KFUR von Patienten mit kolorektalem Karzinom in einer 2014
durchgefuhrten Analyse bei den Frauen bzw. Mannern bei 52% bzw. 51% lagen
(Kaatsch et al. 2018). Vermutlich entsteht diese Diskrepanz durch die in unserer
Studie leicht hdhere Anzahl an Patienten in frihen UICC Stadien.

In der univariaten Analyse zeigte sich, dass ein niedriger BMI von <18,5 zum
Diagnosezeitpunkt ein Pradiktor fiir eine schlechtere Uberlebensrate ist. Im Vergleich
dazu zeigt eine Studie von Kroenke et al. mit uber 3000 Patienten, dass sowohl
Untergewicht als auch Adipositas Grad 2 und 3 mit einer Reduktion der
Uberlebenszeit einhergeht (Kroenke et al. 2016). In unserer Analyse wurde nur
zwischen Untergewicht, Normalgewicht und Ubergewicht bzw. BMI > 25
unterschieden. Eine Einteilung der Patienten mit einem BMI > 25 in die
unterschiedlichen Stadien des Ubergewichts und der Adipositas ist nicht erfolgt.

Daher kann nicht beurteilt werden, ob es innerhalb der Patienten mit einem BMI > 25
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bestimmte BMI Bereiche mit einer signifikant differenten Uberlebenszeit gibt, wie bei
der Studie von Kroenke et al. Zu erganzen ist, dass sich ein hoher BMI in vielen
Studien als Risikofaktor fur die Karzinomentstehung dargestellt hat (Ning et al. 2010,
Shaukat et al. 2017). Auch in unserem Patientenkollektiv ist ein Grofteil der

Patienten (54,3%) Ubergewichtig.

4.2 Detektion von CTC und Nachweisverfahren

Die Detektion von CTC erfolgte in der vorliegenden Studie mittels einer neu
etablierten semi-quantitativen RT-PCR. Als Marker wurden CK20 und EGFR genutzt.
CK20 wurde in friheren Studien der Arbeitsgruppe genutzt und hat sich aufgrund
des unabhangig negativ prognostischen Werts etabliert (Soeth et al. 1997, Hinz et al.
2015, Hinz et al. 2017). Auch in anderen Studien wurde CK20 genutzt, um CTC
nachzuweisen (Moll et al. 1992). In der 1992 von Moll et al. publizierten Studie
konnte die hohe CK20-Positivitat kolorektaler Tumoren immunhistochemisch belegt
werden. Von 93 kolorektalen Tumoren zeigten sich 90 positiv fur CK20. Die drei
CK20-negativen Tumoren waren als undifferenziertes Karzinom eingestuft. Diese
Entdeckung ist interessant und wichtig, da folglich nicht alle CTC CK20-positiv sind.
Besonders undifferenzierte Karzinome gehen mit einer schlechten Prognose einher
und eben von diesen undifferenzierten Karzinomen abgesiedelte CTC kdnnen bei
CK20-Negativitat der Detektion mit CK20 entgehen. Dieses beleuchtet ein zentrales
Problem der aktuellen Forschung zu CTC. Es ist bisher nicht sicher moglich mit
einem Marker alle CTC zu detektieren. Die unterschiedlichen Nachweisverfahren und
ihre Marker detektieren zumeist nur eine Subgruppe.

Diese Schwierigkeit in der Diagnostik zeigt sich auch beim Nachweis von CTC
anhand eines Antikorpers gegen das Oberflachenmembranprotein EpCAM. Die
Studienergebnisse zur Rolle von EpCAM sind kontrovers. Einerseits wird von einer
Hochregulierung von EpCAM im Rahmen der Tumorentstehung ausgegangen, sowie
eine positive Korrelation zwischen steigendem Tumorstadium und vermehrter
Expression von EpCAM gezeigt (Chai et al. 2015). Andererseits wurde eine
Herabregulierung von EpCAM bei Zellen nachgewiesen, die EMT durchlaufen haben
(Gorges et al. 2012). Demzufolge wird wahrscheinlich, wie bei der Detektion von
CTC mittels CK20, auch bei der Detektion von CTC anhand von EpCAM nur eine

Subpopulation erfasst.
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4.3 Korrelation zwischen dem Uberleben und dem Nachweis CK20-positiver
und EGFR-positiver CTC

In mehreren Studien und Metaanalysen wurde deutlich, dass der Nachweis von CTC
mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Rahbari et al. 2010, Tan und Wu 2017).
Hierbei wurden haufig Kolon- und Rektumkarzinom-Patienten in einer Gruppe
zusammengefasst. In einer frGheren Studie aus unserer Arbeitsgruppe in Kiel zeigte
sich, dass die Positivitat von CTC nur bei Patienten mit Kolonkarzinom nicht aber bei
Patienten mit Rektumkarzinom mit einer signifikanten Uberlebenszeitverkiirzung
einhergeht (Hinz et al. 2015, Hinz et al. 2017). Trotzdem hatte der Nachweis von
CTC bei Patienten mit Rektumkarzinom einen Nutzen, da sich CTC als Marker fur
das Ansprechen nach neoadjuvanter Radiochemotherapie zeigten (Hinz et al. 2015).
Anhand der groReren Stichprobe von nun insgesamt 381 Patienten mit KRK konnte
mit dieser Arbeit nun nachgewiesen werden, dass Patienten mit CK20-positiven CTC
ein signifikant schlechteres Gesamt- und auch krankheitsfreies Uberleben sowohl in
der Gruppe der Rektum- als auch der Kolonkarzinom-Patienten haben.

In der Literatur wurde beschrieben, dass der Nachweis von EGFR-positiven
Tumorzellen insbesondere beim Rektumkarzinom mit einer schlechteren Prognose
korreliert (Goldstein und Armin 2001, Spano et al. 2005). Die zielgerichtete
spezifische Therapie mit anti-EGFR Antikorpern (z.B. Cetuximab) beim kolorektalen
Karzinom im metastasierten Tumorstadium ist inzwischen ein wichtiger und sehr
effektiver Bestandteil der medikamentdésen Tumortherapie. Daher wurde von uns die
Hypothese aufgestellt, dass auch der Nachweis von EGFR-positiven CTC
prognostisch bedeutsam sein konnte. In dieser Studie konnten wir aber keinen
Zusammenhang zwischen dem qualitativen Nachweis von EGFR und dem
Uberleben darstellen. Aufgrund der nicht einheitlichen Studienergebnisse und
insbesondere im Hinblick auf die therapeutische Relevanz eines EGFR-Nachweises

sollten weitere Forschungsanstrengungen zur Validation unternommen werden.

4.4 Level der CK20-mRNA Expression zur Risikostratifizierung der Patienten

in der Gesamtkohorte

Zur besseren Differenzierung und auch zur quantitativen Verlaufskontrolle wurde die
semi-quantitative CK20 RT-PCR entwickelt. Wie beschrieben ist bereits der

qualitative Nachweis von CK20-positiven CTC ein negativer prognostischer Faktor
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bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in der vorliegenden sowie in weiteren
Studien (Rahbari et al. 2010, Hinz et al. 2017, Tan und Wu 2017), aber zur
quantitativen Aussagekraft der CK20-mRNA Expression existieren bis dato keine
Studien mit groRen Stichproben und langeren Nachsorgezeiten. Das Ziel dieser
Arbeit war daher nicht nur zu untersuchen, inwieweit CK20-positive CTC bei
Patienten mit KRK mit dem Uberleben korrelieren, sondern auch, zu priifen, ob das
Level der CK20-mRNA Expression eine prognostische Aussagekraft aufweist und
somit eine noch bessere Stratifizierung der Patienten moglich ist. Mithilfe der in
Kapitel 3.2.4 prasentierten Analysen konnte ein Cut-Off-Wert bestimmt werden. An
einem KRK erkrankte Patienten mit einer CK20-mRNA Expression von gleich oder
mehr als 2,77 EU weisen eine signifikant schlechtere Prognose auf als Patienten mit
KRK und einer CK20-mRNA Expression von weniger als 2,77 EU. Somit konnte eine
weitere Risikostratifikation der Patienten mit KRK erfolgen. Es besteht durch die
quantitative Bestimmung der CK20-mRNA nun auch die Madoglichkeit einer
longitudinalen und repetitiven Untersuchung von Patienten die beispielsweise unter
eine palliativen Chemotherapie sind, um das Therapieansprechen mittels einer

Blutentnahme zu beobachten.

4.5 Assoziation von den klinischen Charakteristika mit der quantitativen
CK20-mRNA Expression

Betrachtet man nun die Korrelationen der klinischen Charakteristika mit dem
definierten Cut-Off Wert, so korrelieren interessanterweise zwar die UICC Stadien,
ein hohes lokales Tumorstadium und der Metastasenstatus signifikant mit einer
hohen CK20-mRNA Expression, aber nicht der Lymphknotenstatus einzeln
betrachtet. Dies ist insofern erstaunlich, weil Lymphknotenmetastasen als Zeichen
eines fortgeschrittenen lokalen Tumorwachstums angesehen werden und einer der
starksten negativen Prognosefaktoren sind (Kumar et al. 2015). Warum es in der
vorliegenden Studie keine signifikante Korrelation gibt, bleibt offen. Mdglicherweise
sind grofRere Patientenzahlen zur Untersuchung der statistischen Signifikanz notig.
Die positive Korrelation zwischen dem Metastasenstatus und einer erhohten CK20-
mMmRNA Expression unterstitzt die weit verbreitete Annahme, dass CTC potentiell
Metastasen bilden kénnen (Antolovic et al. 2010, Bork et al. 2014).
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4.6 Level der CK20-mRNA Expression in der Subgruppe der Patienten in den

UICC Stadien I-ll zur Identifizierung von Hochrisikopatienten

Nicht nur in der Gesamtkohorte, sondern auch in der die UICC Stadien | und Il
umfassenden Subgruppe zeigte sich bei den Patienten mit einer CK20-mRNA
Expression oberhalb unseres Cut-Off-Wertes eine statistisch signifikant verringerte
Uberlebensrate. Patienten im UICC Stadium | und Il weisen zwar verglichen mit den
UICC Stadien Il und IV eine bessere Prognose auf, aber dennoch erleidet eine nicht
unerhebliche Anzahl an Patienten ein Rezidiv. Patienten im UICC Stadium | und II
erhalten Ublicherweise keine adjuvante Chemotherapie im Gegensatz zu den
Patienten im UICC Stadium lll. Mithilfe der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann
eine Subgruppe detektiert werden, die eindeutig eine schlechtere Prognose aufweist.
Es gibt im klinischen Alltag immer noch keine weiteren Marker, die fur die
Identifikation von Risikopatienten in frGthen Tumorstadien geeignet sind. Weitere
Studien mussen nun zeigen, ob eventuell die adjuvante Chemotherapie dieser Hoch-
Risikopatienten im UICC Stadium | und Il eine Prognoseverbesserung erreichen
kann.

Eine Studie mit einer vergleichbar groRen Zahl an Patienten mit KRK im UICC
Stadium | und I, bei denen ein auf der CK20 RT-PCR basierender Nachweis von
CTC erfolgt ist, gibt es nicht. Jedoch haben Bork et al 2015 eine Studie mit 239
Patienten in den UICC Stadien I-lll veroffentlicht, in der sie CTC durch das
Cellsearch® System detektierten. Sie konnten in ihrer Studie ebenfalls CTC als
einen negativ prognostischen Marker beim kolorektalen Karzinom nachweisen (Bork
et al. 2015), so dass bereits substantielle Hinweise bezlglich des prognostischen

Nutzens von CTC beim Patienten mit KRK in niedrigeren Stadien vorliegen.

4.7 Vergleich von Risikopatienten im UICC Stadium Il im Vergleich zu
Patienten im UICC Stadium Il

Patienten im UICC Stadium | erhalten regelhaft keine adjuvante Chemotherapie.
Patienten im UICC Stadium Il erhalten nur bei Vorliegen besonderer Risikofaktoren
eine adjuvante Chemotherapie. Patienten im UICC Stadium Ill haben ein erhdhtes
Rezidivrisiko und werden daher in der Regel einer adjuvanten Therapie zugefuhrt.
Problematisch ist jedoch, dass auch ein relevanter Teil (30,8%) der Patienten im

UICC Stadium | und Il ein Rezidiv erleiden (Bohm et al. 1993). Daher war eines
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unserer Ziele, einen zusatzlichen Prognosemarker zu erforschen, der es ermoglicht
Patienten mit einem erhohten Rezidivrisiko im UICC Stadium |l zu identifizieren, die
potentiell von einer adjuvanten Therapie profitieren kdnnten. Vergleicht man die
Uberlebensraten der Patienten in den UICC Stadien Il und Il ohne Berlicksichtigung
der CK20-mRNA Expression, weisen die Patienten im UICC Stadium I
erwartungsgemaR ein signifikant verlangertes Uberleben auf. In der Subgruppe der
Patienten im UICC Stadium II mit hoher CK20-mRNA Expression (sogenannte
,Hochrisikopatienten) findet man eine vergleichbare 5J-GUR wie die von Patienten
des UICC Stadiums Ill und niedriger CK20-mRNA Expression (sogenannte
,Niedrigrisikopatienten). Dies ist interessant, da eigentlich das UICC Stadium Il mit
einem gegeniiber dem UICC Stadium Il mit einem verlangerten Uberleben
einhergeht, allerdings scheinbar nicht, wenn man mittels de CK20-mRNA Expression
die ,Hochrisiko-Patienten“ aus dem UICC Stadium Il mit den ,Niedrigrisiko-Patienten®
aus dem UICC Stadium Il vergleicht.

Dieses zeigt, dass durch die neue RT-PCR eine Patientenpopulation im UICC
Stadium |l identifiziert werden kann, die bezogen auf die 5J-GUR keinen
signifikanten Unterschied in der Uberlebensrate zu Patienten mit niedriger CK20-
mMmRNA Expression im UICC Stadium Il aufwies. Mdoglicherweise kdnnten sich
hieraus Konsequenzen fur die Einteilung der UICC Stadien ergeben. Weitere Studien
sind noétig, um zu evaluieren, ob diese ,Risikopatienten” aus dem UICC Stadium Il
von einer adjuvanten Therapie profitieren wirden. In der vorliegenden Studie konnte
dieser Ansatz nicht weiterverfolgt werden, da die Patienten im UICC Stadium Il

regelhaft keine adjuvante Therapie erhielten.

4.8 Assoziation von CK20, Patientenalter, UICC Stadien und adjuvanter
Therapie mit dem Uberleben von Patienten in den UICC Stadien I-IV in der

multivariaten Analyse

Als unabhangige negative Prognosefaktoren beim kolorektalen Karzinom liel3en sich
die CK20-mRNA Expression = 2,77 EU, die CK20-Positivitat sowie fortgeschrittene
UICC Stadien nachweisen. Die Ergebnisse sind vielversprechend und
veranschaulichen das Potential der neu entwickelten semi-quantitativen RT-PCR zur

Detektion des unabhangigen Markers CK20. Nicht nur wie schon bekannt sind die
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UICC Stadien, sondern auch der Nachweis von CK20-positiven Tumorzellen ein

unabhangiger Faktor fur die Prognoseabschatzung.

4.9 Assoziation von CK20, Tumorlokalisation und lokaler Tumorausdehnung
mit dem Uberleben von Patienten in den UICC Stadien I-ll in der

multivariaten Analyse

Fur Patienten in frihen Tumorstadien gibt es keine festen Kriterien, wann sie eine
adjuvante Chemotherapie erhalten sollen und wann nicht. In den Leitlinien der
American Society of Clinical Oncology werden lediglich Risikofaktoren genannt, bei
denen eine adjuvante Chemotherapie erwogen werden sollte. Diese Risikofaktoren
sind eine Tumorperforation, ein T4 Tumor, ungentigende Lymphknotenexstirpation
und ein schlechter Differenzierungsgrad des Tumors (Benson et al. 2004). Auch die
European Society for Medical Oncology und das National Comprehensive Cancer
Network empfehlen in ihren Leitlinien, bei den genannten Risikofaktoren eine
adjuvante Therapie zu erwagen. Weiterhin sehen sie eine Obstruktion des Kolons
durch den Tumor, eine perineurale und lymphovaskulare Infiltration und das
Heranreichen des Tumors bis an den Resektionsrand als Risikofaktoren (Schmoll et
al. 2012, Kumar et al. 2015). O’Connor et al publizierten 2011 eine Studie zum
kolorektalen Karzinom, in der sie in einer Kohorte von 18.613 Patienten im UICC
Stadium |l mit mindestens einem der genannten Risikofaktoren verglichen, ob die
adjuvant therapierten Patienten einen Vorteil gegenuber den rein chirurgisch
therapierten Patienten hatten. Es zeigte sich kein signifikanter Vorteil flr eine der
beiden Gruppen (O'Connor et al. 2011). Kontrar zu diesen Ergebnissen steht eine
2015 veroffentlichte Studie von Kumar et al., die in einer Kohorte von 1286
Hochrisikopatienten im UICC Stadium Il, also Patienten mit mindestens einem
Risikofaktor, einen Vorteil im Gesamtuberleben durch eine adjuvante Therapie
nachweisen konnte (Kumar et al. 2015). Die Risikofaktoren einzeln analysiert wiesen
nur Patienten mit einer lokal stark fortgeschrittenen Tumorausdehnung (T4) einen
Vorteil durch eine adjuvante Therapie auf. Eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Ergebnisse ist die Weiterentwicklung der Chemotherapieprotokolle
und deren zunehmende Effektivitat. Eben dies kann ein Grund daflr sein, dass die
zwischen 1999 und 2008 diagnostizierten Patienten in der Studie von Kumar et al.

von einer adjuvanten Chemotherapie profitierten. Die Diagnose eines kolorektalen
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Karzinoms erhielten die Patienten in der Studie von O’Connor et al. hingegen
zwischen 1992 und 2005, als z.B. das Chemotherapeutikum Oxaliplatin Ende der
90er Jahre erst fur die Chemotherapie des kolorektalen Karzinoms erforscht wurde
(Macdonald 1999) und somit die meisten Patienten in O’Connors Studie nicht damit
therapiert wurden und davon nicht profitieren konnten (O'Connor et al. 2011).

Aufgrund der uneinheitlichen Studienlage ist es wichtig, weitere Risikofaktoren zu
untersuchen, mit denen eventuell eine Gruppe an Patienten selektiert werden kann,
die von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren wirde. Der Schwerpunkt fur
diese Arbeit sind vor allem die unabhangigen Prognosefaktoren innerhalb der
Subgruppe der Patienten im UICC Stadium | und Il. So konnte in der multivariaten
Analyse gezeigt werden, dass die relative CK20-mRNA Expression = 2,77 EU ein
unabhangiger negativer Prognosefaktor ist. Patienten mit diesem Risikofaktor
kénnen als ,Hochrisikopatienten® betrachtet werden. Somit ist es uns gelungen,
mittels der modifizierten PCR Risikopatienten in den Tumorstadien UICC | und Il zu

identifizieren, die potentiell von einer Chemotherapie profitieren konnten.

4.10 Generelles zur Arbeit, Ausblick und Nutzen

Es ist zu bedenken, dass zwar viele Studien von der Annahme ausgehen, anhand
von CK20 und EGFR CTC detektieren zu kdnnen, aber letztendlich ist nur durch den
molekularen Nachweis von Mutationen in Tumorzellen des Patienten selbst und den
Vergleich mit den beim jeweiligen Patienten gefunden CTC belegbar, dass diese von
diesem Tumor stammen. In der Literatur wird der Terminus CTC jedoch weitgehend
genutzt, um die mittels der unterschiedlichen Verfahren detektieren Zellen, die
hochwahrscheinlich Tumorzellen sind, zu beschreiben. Auch in dieser Arbeit wurde
dementsprechend der Terminus CTC genutzt, um die detektierten Zellen zu
bezeichnen. Weiterhin ist zu erwahnen, dass mittels der PCR lediglich indirekt auf
die Quantitat der nachgewiesenen Zellen geschlossen wird, indem mit der PCR die
relative CK20-mRNA Expression in Units gemessen wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand einer ausreichend grofen Stichprobe eine
semi-quantitative RT-PCR getestet und dadurch der Nachweis von CK20-positiven
CTC als negativer prognostischer Marker fir Patienten mit KRK belegt werden.
Hierdurch ist es moglich, Patienten in den UICC Stadien | und Il zu stratifizieren, die

von einer adjuvanten Therapie profitieren konnten. In weiteren Studien muss nun
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evaluiert werden, ob die dadurch identifizierten Risikopatienten tatsachlich von einer
adjuvanten Therapie profitieren. Einen ahnlichen Ansatz verfolgt die von der
Arbeitsgemeinschaft fur internistische Onkologie geplante CIRCULATE-Studie unter
der Leitung von PD Dr. Folprecht der Universitat Dresden, die Uber Blutproben als
Jliquid biposies” Hochrisiko-Patienten im Stadium Il identifizieren soll und
anschliellend den Stellenwert einer adjuvanten Therapie in dieser Situation prifen
mdchte. Diese Ergebnisse gilt es dann mit bisherigen Studien zu vergleichen.

Langfristiges Ziel der Analyse von Blutproben im Rahmen einer Tumorerkrankung ist
es nicht nur, eine prognostische Aussage zu liefern, sondern mdglicherweise auch,
die Therapie zu steuern. Vielleicht besteht in der Zukunft die Moglichkeit, den semi-
quantitativen Nachweis von CK20-positiven CTC als Marker zum longitudinalen
Verlauf nach erfolgter Operation in Erganzung zu den etablierten Tumormarkern wie
CEA und CA19-9 zu benutzen. Zusatzlich kdnnte in weiteren Studien untersucht
werden, ob auch das Ansprechen auf eine neoadjuvante Therapie bei
fortgeschrittenen KRK mit einem Abfall der quantitativen CK20-mRNA Expression
einhergeht. Fir diese Ziele scheint der quantitative Nachweis dem qualitativen
Nachweis Uberlegen zu sein. Mdglicherweise lasst sich in der Zukunft der Erfolg der
Therapie, das Tumorgenom oder die Progression des Tumorleides anhand von
Blutproben, die im englischsprachigen Raum als FlUssigbiopsien (,liquid biopsies®)
bezeichnet werden, prufen. Eine weitere Vision ist es, Blutproben als Screening fur

das KRK zu verwenden.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) steht weltweit an vierter Stelle der
karzinombedingten Sterbefalle (Brody 2015). Global betrachtet sterben jahrlich, trotz
Fortschritten in der Therapie, ungefahr 700 000 Menschen am KRK (Marmol et al.
2017). Ein Grolteil der Mortalitat ist auf Entwicklung von Metastasen
zurlckzufihren. Demzufolge ist es von zentralem Interesse weitere Risikofaktoren
und Methoden zu entwickeln, die Patienten mit einem erhdhten
Metastasierungsrisiko identifizieren. Dieses ist besonders fur Patienten in frihen
Tumorstadien notwendig, da die Patienten eventuell von einer Chemotherapie
profitieren konnten, die sie nach aktuellen Leitlinien nicht erhalten. Ein
vielversprechender Ansatzpunkt der aktuellen Forschung ist der Nachweis von
zirkulierenden Tumorzellen. Mehrere Studien belegen den negativ prognostischen
Wert zirkulierender Tumorzellen bei Patienten mit KRK (Rahbari et al. 2010, Hinz et
al. 2017).

Vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Evaluation und Etablierung
einer semi-quantitativen RT-PCR zum Nachweis von CK20-positiven zirkulierenden
Tumorzellen im Blut von 381 Patienten und die Beurteilung der prognostischen
Bedeutung in unterschiedlichen Tumorstadien.

Die Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit CK20-positiven zirkulierenden
Tumorzellen ein signifikant reduziertes Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben
aufweisen. Weiterhin zeigte sich auch ein signifikant verringertes Gesamt- und
krankheitsfreies Uberleben bei Patienten mit nachgewiesen CK20-positiven
zirkulierenden Tumorzellen in frGthen Tumorstadien (UICC Stadium | und Il). Beim
semi-quantitativen Nachweis von CK20-positiven CTC wurde ein Cut-Off Wert
definiert. Beim Uberschreiten dieses Cut-Off Wertes zeigte sich eine signifikante
Erniedrigung des Gesamt- und krankheitsfreien Uberlebens in der univariaten und in
der multivariaten Analyse sowohl fur das Gesamtkollektiv als auch fur die Patienten
in frthen Tumorstadien. Kontrar dazu zeigte sich, dass der Nachweis von EGFR
nicht mit einer statistisch signifikant verringerten Erniedrigung des Uberlebens
verbunden war.

Es konnte in dieser Arbeit der prognostische Wert von CK20-positiven zirkulierenden
Tumorzellen bei Patienten mit KRK gezeigt werden. Auch fur Patienten in frihen

Tumorstadien, in denen die Etablierung zusatzlicher Risikofaktoren fur eine
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schlechtere Prognose wichtig ist, ist es gelungen mit der neu entwickelten semi-
quantitativen CK20 RT-PCR ,Hochrisikopatienten® zu identifizieren, die
moglicherweise von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren wurden.
Langfristiges Ziel dieser Untersuchungen ist es, das Verfahren als sogenannte ,liquid
biopsy“ unter laufender adjuvanter Chemotherapie oder neoadjuvanter (Radio)-

Chemotherapie im klinischen Alltag zu etablieren.
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Arnold-Heller-StraBe 3 / Haus 9
D-24105 Kiel

Telefon 0431 /500-14 191

Prof. Dr. rer. nat. Susanne Sebens
Telefax 0431 /500-14 195

Direktorin ethikkomm@email.uni-kiel.de
Institut fur Experimentelle Tumorforschung
Arnold-Heller-Str. 3, Haus 17 Datum:
24105 Kiel
18.10.2016
AZ: A 110/99 (bitte stets angeben)
Studienplan: Aufbau einer Krebsgewebesammlung: Molekularbiologische

Charakterisierung von Tumorgenen und Tumormarkern bei
soliden Tumoren mit Aufbau einer Gewebebank — Biobank BMB-
CCC
Kurzdarstellung Biobank inkl. Anlagen 1-6
Patienteninformation und Einwilligungserklarung
Zustimmungen Prof. Dr. Becker, Prof. Dr. Vogel, PD Dr. Ullrich

lhr Antrag

vom: 25. August 2016 (Erweiterung/Nicht-onkologische Patienten,
Aktualisierung Patienteninformation und Einwilligungserkldrung)

Votum

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultét der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel
hat die zu dem obengenannten Antrag gemaR § 15 Berufsordnung (BO) der Arztekammer
Schleswig-Holstein eingereichten Unterlagen beraten. Die Kommission stimmt darin Gberein,
dass gegen die Erweiterung und Fortfiihrung des Projektes keine Bedenken bestehen.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:

1. Es wird darauf hingewiesen, dass kinftige Anderungen des Projektes der Ethik-
Kommission anzuzeigen sind und gegebenenfalls eine erneute Beratung erforderlich machen.
2. Die ethische und rechtliche Verantwortung fir die Durchfilhrung verbleibt bei der
Projektleitung und den an dem Projekt teilnehmenden Arzten/Mitarbeitern.

7 /( S ) Iy S—
Prof Br. med. H. M. Mehdorn Df-fhed: Ghjistine Glinicke
orsitzender der Ethik-Kommission Geschéftsflihrung der Ethik-Kommission
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