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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Rektumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist mittlerweile flr beide Geschlechter die zweithaufigste
Krebserkrankung. Als Rektumkarzinome gelten dabei Tumoren, deren aboraler
Rand bei der Messung mit dem starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der
Anokutanlinie entfernt ist [36]. Die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen in
Deutschland wird fir Manner und Frauen jeweils auf etwas Uber 35.000 geschatzt.
Das mittlere Erkrankungsalter ist bei Mannern 69 und bei Frauen 75 Jahren. Das
kolorektale Karzinom ist dartber hinaus sowohl fir Frauen und Manner die
zweithaufigste Krebstodesursache [109].

In Westeuropa und in Nordamerika ist seine Inzidenz weitaus héher als in Asien
oder einigen afrikanischen Landern. So variiert die Inzidenzrate weltweit bis zu
60fach beim Kolonkarzinom und bis zu 18fach beim Rektumkarzinom [15]. Bei
Umsiedlung aus einem Gebiet mit geringer Inzidenz in eine Region mit héherer

Inzidenz erfolgt eine Anpassung an das dortige Risiko [67].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Eindeutige Daten zur Atiologie kolorektaler Karzinome fehlen. Unterschieden wird
zwischen sporadischen und hereditaren Karzinomen. Das sporadische kolorektale
Karzinom entsteht nach heutigem Wissensstand durch genetische Veranderungen
im Darmepithel. In engem Zusammenhang damit werden verschiedene
Umweltfaktoren gesehen. Ernahrungsfaktoren wie eine ballaststoffarme Kost, ein
hoher Anteil an tierischen Fetten, der Verzehr von so genanntem ,roten Fleisch®
und regelméaBiger Alkoholkonsum werden diskutiert, ebenso Ubergewicht und
Bewegungsmangel. Risikominimierend scheinen eine obst- und gemiusereiche
Kost zu sein. Verwandte ersten Grades von Patienten mit einem sporadischen
kolorektalen Karzinom sind selbst Uberdurchschnittlich haufig betroffen, ob auf
Grund von Genveranderungen oder infolge eines gemeinsamen Lebensstils, ist

bisher nicht abschlieBend geklart.
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Etwa 5-10% der kolorektalen Karzinome entstehen auf der Basis von erblichen
Faktoren, wie der familiaren adenomatésen Polyposis coli (FAP) oder des
hereditaren nichtpolypésen Kolonkarzinom-Syndroms (HNPCC). Die familiare
adenomatdse Polyposis coli, das Gardner-, Turcot- und Oldfield-Syndrom gelten
als obligate Prékanzerosen. Auch eine langjahrige Colitis ulcerosa erhéht das
Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken [66, 117].

1.1.3 Klinik und Diagnostik

Rektumkarzinome kénnen relativ lange ohne klinische Symptome bleiben. Im
Vordergrund stehen Anderungen der Stuhlgewohnheiten, Obstipation, paradoxe
Diarrhoe, Tenesmen, Blutabgénge und Gewichtsverlust. Spatsymptome stellen

Anamie, Schmerzen bei ausgedehntem Primartumor sowie ein lleus dar.

Die Metastasierung findet beim Rektumkarzinom ahnlich wie beim Kolonkarzinom
zuerst meist Uber den Lymphabfluss statt. Da das Rektum nur relativ wenige
LymphgefaBe besitzt, beginnt die Mdglichkeit der Metastasierung erst mit der
Invasion in die Muscularis mucosae und Submukosa. Dabei verlaufen die
LymphgefaBBe entlang der A. rectalis superior zur A. mesenterica inferior und Gber
die Aa. rectales inferiores zur seitlichen Beckenwand Uber die lliaca-interna-
GefaBe. Bei sehr tiefem Tumorsitz besteht aber auch die Mdéglichkeit, dass der

Tumor ahnlich dem Analkarzinom nach distal und inguinal metastasiert.

Nach der UICC-Klassifikation von 1997 werden befallene Lymphknoten distal der
Abzweigung der A. mesenterica inferior in das N1- oder N2-Stadium eingeteilt.
Darber hinaus reichende Lymphknoten gelten definitionsgemaB als
Fernmetastasen (M1). Die Leber ist aufgrund des vendsen Abflusses Uber das
Pfortadersystem das haufigste Metastasierungsorgan (73%). Die Lunge ist mit
10% der zweithaufigste Metastasierungsort vor allem bei tiefsitzenden
Rektumkarzinomen [51]. Knochenmetastasen sind mit 1-4% eher selten und
befinden sich Uberwiegend in der Lendenwirbelsdule und im Becken [13, 124].

Eine peritoneale Metastasierung kann sich im fortgeschrittenen Stadium finden.
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Als FriherkennungsmaBnahme wird eine Untersuchung auf okkultes Blut im Stuhl
und die rektal-digitale Untersuchung ab dem 50. Lebensjahr empfohlen. Eine
Sigmoidoskopie ist ab dem 55. Lebensjahr alle finf Jahre und eine Koloskopie ab
dem 55. Lebensjahr alle 10 Jahre fur die Friherkennung des kolorektalen

Karzinoms sinnvoll [117].

Tumormarker, wie die Konzentration des karzinoembryonalen Antigens (CEA),
haben weniger fir die Diagnose, als fur den Verlauf erhebliche Bedeutung [131]
und dienen der postoperativen Uberwachung. Es gibt jedoch auch mehrere
Studien, die zeigen, dass Patienten mit einem deutlich erhéhten préaoperativen
CEA-Wert eine schlechtere Prognose haben als Patienten mit einem niedrigen
CEA-Wert [22, 41, 46].

1.1.5 Therapie

Die differenzierte chirurgische Therapie hat in der letzten Dekade dazu geflhrt,
dass bei 85% der Patienten eine kurative Resektion méglich ist [17, 19]. Die totale
mesorektale Exzision (TME) stellt hierbei die entscheidende Bereicherung in der
chirurgisch-onkologischen Behandlung des Rektumkarzinoms dar [18, 20, 21, 92].
So belegen die Ergebnisse der Zentren, die die TME als Dissektionsprinzip bei
Karzinomen des mittleren und unteren Rektums anwenden, dass die
Lokalrezidivraten bei kurativ behandelten Patienten unter 10% gesenkt werden
konnten [5, 8, 12, 21, 39, 82]. Da mit diesem Verfahren das komplette
Lymphabflussgebiet des Rektums mitentfernt wird, sollte mit dieser Technik auch
bei Vorliegen eines Lymphknotenbefalls eine niedrige Lokalrezidivrate erzielt
werden kdnnen [23].

Die verbesserte lokale Tumorkontrolle und die damit verbundene Verbesserung
der 5-Jahres-Uberlebensraten sind die entscheidenden Zielkriterien in der
operativen Therapie des Rektumkarzinoms. Unbestritten ist, dass die
onkologischen Ergebnisse der sphinktererhaltenden tiefen Resektion im Vergleich
zur abdominoperinealen Rektumexstirpation hinsichtlich der Lokalrezidivrate - bei
beiden Operationsverfahren ist die TME obligat - gleichwertig sind [17, 99, 137].
Dabei ist die Lebensqualitat nach Sphinktererhalt unvergleichlich héher.
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Heute kénnen 85-90% der Rektumkarzinome mit einer kurativen
sphinktererhaltenden  Resektion behandelt werden, ohne onkologische

Qualitatsstandards preiszugeben.

Lange Zeit beruhte die Indikationsstellung zur adjuvanten Radiochemotherapie in
den UICC-Stadien Il und lll auf der mittlerweile mehr als einer Dekade alten
Empfehlung des National Institute of Health [94]. Mittlerweile qilt die praoperative
Radiochemotherapie (neoadjuvante Therapie) bei fortgeschrittenen Rektum-
karzinomen (uT3/T4 bzw. uN+) als Standard [116].

1.2 Prognosefaktoren

Tumorbezogene Prognosefaktoren gewinnen in der Onkologie zunehmend an
Bedeutung [134]. lhre klinische Relevanz liegt darin, den individuellen
Krankheitsverlauf eines Patienten vorherzusagen, die optimale Therapiestrategie
auszuwahlen, Unterschiede im Therapieverlauf zu erkldren und spezifische
therapeutische Interventionen zu planen [49]. Die Prognose wird hierbei durch drei
Faktoren beeinflusst: den Patienten (z.B. Alter, Geschlecht), die Therapie (z.B.
Residualtumorfreiheit, Chirurg, adjuvante Therapie) und den Tumor selbst (z.B.
Tumorstadium, histologischer Differenzierungsgrad, Tumorbiologie).

Prinzipiell findet man bei malignen Tumoren eine Vielzahl von Variablen, die bei
isolierter Betrachtung einen Einfluss auf die Prognose haben. Da zwischen diesen
Faktoren jedoch vielfach Wechselwirkungen bestehen, missen jene Faktoren
identifiziert werden, die unabhangig von anderen Parametern eine prognostische
Wertigkeit haben [48].

Die weiteste Verbreitung und Akzeptanz als Prognosefaktor hat die anatomische
Tumorausbreitung in Form der TNM-Klassifikation der UICC (Union Internationale
Contre le Cancer) gefunden, die es erlaubt, jeden Patienten mit einer bestimmten
Tumorentitat einem vergleichbaren Tumorstadium mit entsprechender Prognose
zuzuordnen  [140]. Die TNM-Kategorien beschreiben die  aktuelle
Tumorausdehnung in Form der Tumorinvasionstiefe pT, des nodalen Status pN
und der pM-Kategorie (Auftreten von Fernmetastasen). 90% der Patienten mit
Tumoren im Stadium | und 40-80% im Stadium Il und Il werden allein durch

chirurgische Intervention geheilt, jedoch nur 10% im Stadium IV [34, 107].
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Darlber hinaus ist gerade bei soliden Tumorentitdten die Residualtumor-
klassifikation (R-Klassifikation) einer der starksten prognostischen Parameter
TNM-Klassifikation. Sie beschreibt die Vollstandigkeit
Tumorresektion [140]. Die Vielzahl anatomischer, histopathologischer sowie

innerhalb  der der
tumorbiologischer Faktoren hat das College of American Pathologists veranlasst,
eine Ubersicht in einerseits etablierte und andererseits in Evaluation befindliche
bzw. nicht anerkannte Marker zu entwickeln (Tabelle 1):

Tabelle 1: Einteilung potentieller prognostischer Parameter beim kolorektalen
Karzinom (modifiziert nach [26, 134])

Kategorie Definition Kolorektales Karzinom

TNM-Klassifikation, R-Klassifikation,
Blut- bzw. LymphgefaBinvasion,
praoperative CEA-Erhéhung

Definitiv bewiesener prognostischer
| Parameter mit Einfluss auf das
Patientenmanagment

Prognostische Bedeutung wiederholt
A gezeigt, Erwdhnung im

Tumordifferenzierung, TNM- und R-
Klassifikation nach neoadjuvanter

Pathologiebericht gerechtfertigt, weitere
statistisch eindeutige Studien notwendig

Therapie (ypTNM), R-Klassifikation nicht
peritonealisierter Absetzungsrander

Prognostische Bedeutung in mehreren

Histologischer Tumortyp, histologische
Zeichen einer Mikrosatelliteninstabilitat

] Studien gezeigt, Datenlage fur Kategorie (MSI), MSI-H, LOH 18q (DCC),

| bzw. IIA nicht ausreichend Histologie des Tumorrandes (infiltrativ vs
expandierend)
Alle, molekularen Marker (auBer MSI,

. . LOH 18q), perineurale Invasion,

Prognostische Bedeutung nicht o . .
]} ausreichend untersucht GgfaBdw_hte, DNA-Gehalt, Prollferatlon-,
Differenzierungs- bzw. Invasionsmarker,

peritumorale Fibrose/Inflamation
v Gut untersuchte Faktoren ohne TumorgrdBe, makroskopischer Tumortyp

prognostische Relevanz

(DCC: deleted in colorectal cancer; MSI: Mikrosatelliteninstabilitéat; MSI-H: high degree-MSI; LOH:

loss of heterozygoty)
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1.3 Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von mindestens 24
zinkabhangigen Endopeptidasen und besitzen eine zentrale Funktion in der
Degradation der extrazellularen Matrix. Durch Spaltung von Peptidbindungen sind
sie in der Lage verschiedene Faserstrukturen der extrazellularen Matrix wie
Kollagene und Elastase abzubauen. Erstmals wurden sie 1962 von Gros und
Lapiere [43] als diejenigen Enzyme beschrieben, die durch ihre enzymatische
Aktivitdt gegen Triple-Helix-Kollagen den Abbau des Schwanzes bei der

Kaulquappe bewirken.

Die MMPs werden in Kollagenasen (MMPs 1, 8 und 13), Stromelysine (MMPs 3,
10 und 11), Gelatinasen (MMPs 2 und 9), Membrane-Type-(MT)-MMPs (MMPs
14-17, 24 und 25), Matrilysine (MMPs 7 und 26), Makrophagen-Elastase (MMP
12) und andere MMPs (MMPs 19, 21, 23, 27 und 28) unterteilt [71]. Die MMP-
Familienmitglieder unterscheiden sich voneinander strukturell durch die
Anwesenheit oder Abwesenheit von zusatzlichen Doménen, die zu ihrer
Substratspezifitdit, der Bindung von Inhibitoren, der Bindung an Matrix-

komponenten und ihrer Zelloberflachenlokalisation beitragen [112].

Physiologische Funktionen haben die Matrix-Metalloproteinasen u.a. bei der
Angiogenese, der Embryogenese, der Wundheilung und der Migration von
Leukozyten [7], sie spielen jedoch auch eine wichtige Rolle bei pathologischen
Prozessen wie der Tumorinvasion, Tumorangiogenese und Metastasierung [118,
141]. Die Bedeutung der MMPs fiir die Metastasierung maligner Tumore wurde
zuerst von Liotta et al. [76] herausgestellt, die die Proteolyse als einen der

entscheidenden Schritte bei der Tumorzellinvasion beschrieben.

Wegen der groBen Bandbreite an MMP-Substraten, welche Uber ECM-Proteine,
Wachstumsfaktoren und Chemokine bis hin zu diversen Adhasionsmolekilen, wie
z.B. Integrinen und E-Cadherinen reicht, wird heute davon ausgegangen, dass
MMPs in der Krebsentwicklung eine weit gréBere Rolle zukommt als bisher

angenommen [33].
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Die MMPs bestehen aus einem Signalpeptid, einer Propeptidregion, einer
katalytischen Domé&ne mit der hochkonservativen Zink bindenden Region und mit
Ausnahme von MMP-7 und MMP-27 aus einer Himopexindomane, die Uber eine
sog. ,hinge region mit der katalytischen Domane verbunden ist. Die
membrangebundenen Metalloproteinasen (MT-MMPs) besitzen am C-Terminus
zusatzlich eine Transmembrandoméane [112]. MMPs verrichten ihre proteolytische
Arbeit stets in Nahe der zellularen Plasmamembran. Freie MMPs werden haufig
von anderen Oberflachenproteinen, wie z.B. Integrinen an der Zelloberflache fixiert
und bilden dort polymolekulare Proteinkomplexe, die unter anderem der
Regulierung der MMPs dienen [115].

MMPs werden als Proenzyme (Zymogene) von einer groBen Anzahl von Zellen,
wie Leukozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten,
Hepatozyten und Osteoklasten sezerniert [136]. Die Inaktivitat der Pro-Enzyme
wird dabei durch die Interaktion zwischen einem Cystein in der Propeptidregion
und dem Zinkion im aktiven Zentrum gewahrleistet, diese Bindung blockiert das
aktive Zentrum. Die Aktivierung des Enzyms geschieht im Extrazellularraum durch
Abtrennung der Propeptidregion durch MMPs und andere Proteasen, z.B. Plasmin
oder Trypsin 2 [120]. Ausnahmen sind MMP-11 und MT1-MMP, die vor ihrer
Sekretion durch Golgi-assoziierte furindhnliche Proteasen gespalten werden [118].
Zahlreiche Untersuchungen wie die von Sang [113] und Crabbe [27] haben
gezeigt, dass die einzelnen MMPs zur gegenseitigen Aktivierung fahig sind. MMP-
3 und -7 kénnen MMP-2 und MMP-9, die beiden letztgenannten sich auch
gegenseitig aktivieren. Pro-MMP-2 wird auBerdem von MT1-MMP aktiviert [115,
122].

Die aktivierten MMPs werden in vivo von endogenen Inhibitoren wie dem a2-
Makroglobulin, Reck (reversion-inducing-cystein-rich protein with kazal motifs) und
den Gewebeinhibitoren der MMPs (TIMP) inhibiert. TIMPs nehmen jedoch auch
durch Komplexbildung mit den Gelatinasen auch Einfluss auf die Aktivierung
derselben [122]. Zur Aufrechterhaltung des notwendigen Gleichgewichts zwischen
MMPs und TIMPs wird die Expression letzterer ebenfalls kontrolliert. Dabei
nehmen dieselben Faktoren, die MMPs regulieren, auch auf TIMPs Einfluss.

12
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Die Expression der MMPs in Tumoren wird durch Wachstumsfaktoren und
Zytokine, wie Interleukine (IL-1, IL-4, IL-6), TGF und TNF-a parakrin reguliert.
Diese regulatorischen Moleklle werden sowohl durch inflammatorische Zellen, die
den Tumor infiltrieren, als auch durch Tumorzellen und Stromazellen sezerniert
[112]. Zum Teil werden die Wachstumsfaktoren und Zytokine wiederum durch
MMPs aktiviert bzw. deaktiviert, so dass ein Feedback-Mechanismus besteht
[121]. Einzelne Bestandteile der extrazellularen Matrix spielen selber eine Rolle in
der Regulation der MMP-Transkription, z.B. Vitronectin [6], Kollagen und Elastin
[44].

Mehrere Studien haben komplexe kontinuierliche Interaktionen zwischen
Tumorzellen, Stromazellen und inflammatorischen Zellen wahrend der
Tumorinvasion nachgewiesen, durch welche die MMP-Expression reguliert wird
[53, 54]. Tumorzellen produzieren EMMPRIN (extracellular  matrix
metalloproteinase inducer), welches die Produktion von MMPs wie MMP-1, MMP-
2 und MT1-MMP durch Fibroblasten induziert [9, 56]. Wasylyk et al. [133] zeigten
die Mdglichkeit der Aktivierung von MMP-Expression durch Onkoproteine wie c-
Ets. Als weitere Faktoren mit Expressions-stimulierendem Potential fungieren
FGF-2 [86], EGF [60] und VEGF [69].

Eine erhéhte MMP-Aktivitdt wurde bei zahlreichen Tumorentitdten dokumentiert,
z.B. dem Pankreaskarzinom [16], dem Mamma-Karzinom [52], dem Ovarial-
karzinom [29], dem Magenkarzinom [145], dem Schilddriisenkarzinom [90] und
dem Plattenepithelkarzinom des Osophagus.

Zusatzliche Hinweise fur die Rolle der MMPs bei Tumorzellinvasion und
Metastasierung wurde durch die Generierung von Knockout-M&usen gegeben.
Mause ohne MMP-7 zeigen eine verminderte Tumorigenitdt im gesamten
Intestinum und vor allem im Kolon [138]. Mduse ohne MMP-2 weisen eine
reduzierte Angiogenese und Tumorprogression auf [55].

13
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1.3.1 MMP-2

MMP-2 (72 kDa Gelatinase A) wurde 1979 erstmals von Liotta et al. [75] in einem
Tumor der Maus als Typ IV Kollagenase beschrieben und wird von einer Vielzahl
normaler und transformierter Zellen exprimiert. MMP-2 degradiert Typ IV Kollagen,
eine Hauptkomponente der Basalmembran. Die Degradierung der Basalmembran
ist essentiell fir das invasive Tumorwachstum und die Metastasierung [59, 118,
141].

Weitere Substrate sind Gelatine, Kollagene 1, lll, V, VII, VIII, X, Xl, Aggrecan,
Decorin, Laaminin, Vitronectin, Fibronectin, Elastin, Fibrin, Fibrinogen,
Plasminogen und a1-Proteinase-Inhibitor [147]. MMP-2 kann zusatzlich auch
MMP-9 und MMP-13 aktivieren [9]. Neben der proteolytischen Funktion spielt
MMP-2 auch bei der Zelldifferenzierung, der Apoptose, der Angiogenese, der
Immunantwort und dem Tumorzellwachstum eine wichtige Rolle [83].

Die erhdhte Expression von MMP-2 in Tumorzellen steht im Zusammenhang mit
kiirzerer Uberlebenszeit beim Magenkarzinom [4, 42], hypopharyngealen
Plattenepithelkarzinom  [85],  Ovarialkarzinom  [135], nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom [102], Zervixkarzinom [29], Nierenkarzinom [132] und
Mammakarzinom [125]. Obwohl die Tumorzellen in manchen Féllen der Ursprung

von MMP-2 sind, wird MMP-2 meist von den Stromazellen exprimiert [104].

1.3.2 Matrilysin (MMP-7)

Matrilysin wurde zuerst im postpartalem Uterus von Ratten entdeckt [142] und in
verschiedenen Normalgeweben wie dem Endometrium, der Bronchialschleimhaut,
Monozyten und Mesangium-Zellen nachgewiesen [139]. Es wird zudem von
malignen Tumorzellen beim Prostata-Karzinom [47], Osophagus-Karzinom [1,
143] Magen-Karzinom [84], hepatozellularem Karzinom [144] und kolorektalem
Karzinom [3] produziert. Zu den Substraten von MMP-7 gehdren u.a.
Plasminogen, Fibrinogen, MMP-1, MMP-2, MMP-9, der MMP-9/TIMP-1-Komplex,
Kollagen Typ | und IV, Laminin-1, Fibronectin, Proteoglycan, Typ-1-Gelantine und
nicht lésliches Elastin [27, 54, 147].
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Matrilysin unterscheidet sich von anderen Metalloproteinasen durch sein geringes
Molekulargewicht (28 kDa) und dem Fehlen der C-terminalen Doméane. Matrilysin

wird, anders als etwa MMP-2, nur von den Tumorzellen selbst synthetisiert [3, 93].

1.3.3 MT1-MMP

1994 wurde von Sato et al. [115] eine neuartige MMP mit einer transmembranen
Doméne kloniert und sequenziert: Membrane-type matrix metalloproteinase 1 —
MT1-MMP (MMP-14). MT1-MMP kann direkt verschiedene Komponenten der
extrazellularen Matrix, wie Kollagen Typ I, Il und Ill, Gelatine, Fibronectin,
Vitronectin, Laminin-1 und -5, Aggrecan, Fibrin und Tenascin degradieren [32, 53,
96]. MT1-MMP besitzt eine zentrale Rolle in der Aktivierungskaskade der anderen
MMPs [64], insbesondere durch seine Funktion als membransténdiger Aktivator
von MMP-2 [115]. MT1-MMP wird, im Gegensatz zu den sezernierten MMPs, in
der aktiven Form an der Zelloberflache exprimiert, da seine Aktivierung
intrazellular durch Golgi-assoziierte furinahnliche Proteasen geschieht [118].

Die Expression von MT1-MMP korreliert in einer Vielzahl von Studien mit der
Tumorinvasion, z.B. beim Mamma-Karzinom [103], dem Leberkarzinom [45], dem

Lungenkarzinom [103, 128] und dem Magenkarzinom [95].

1.3.4 TIMP-2

Die Aktivitat von MMPs wird von spezifischen Gewebeinhibitoren reguliert - tissue
inhibitors of matrix-metalooproteinases (TIMPs). Die Gewebeinhitoren wurden
erstmals 1975 identifiziert [10], inzwischen sind vier verschiedene TIMPs bekannt,
die in verschiedensten Geweben und Kérperflissigkeiten nachzuweisen sind und
allesamt MMP-inhibitorische Aktivitat besitzen [40].

TIMPs werden oftmals von denselben Zelltypen exprimiert, die auch die Matrix-
Metalloproteinasen produzieren [98]. TIMP-2 wurde zuerst 1986 von Herron et al.
[50] beschrieben. Goldberg et al. [38] bemerkten, dass TIMP-2 und proMMP-2,
ahnlich wie auch TIMP-1 und proMMP-9, einen nichtkovalenten Komplex bilden.
TIMPs binden dabei an die hoch konservierte Zinkregion sowie an die
Hamopexindomane in dquimolaren Mengen. In der Bindungsaffinitat der TIMPs zu

den jeweiligen MMP bestehen Unterschiede.
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TIMPs nehmen jedoch auch durch Komplexbildung mit den Gelatinasen auch
Einfluss auf die Aktivierung derselben [122]. In vitro hemmen zwar stéchiometrisch
gebundene TIMP-2-Enzyme die proteolytische Aktivitat von MMPs reversibel,
jedoch scheint in vivo letztendlich das Verhéaltnis zwischen MMP und
ungebundenen TIMP-2 flr die resultierende Aktivitat der Proteinase verantwortlich
zu sein. So bewirken hohe Konzentrationen an TIMP-2 eine Inhibition von MMP-2,
niedrige Konzentrationen fihren hingegen zu einer Komplexbildung mit MT1-MMP
und pro-MMP-2, die zu einer Aktivierung MMP-2 fihrt. Dabei bindet TIMP-2
sowohl die Hamopexin-Doméane von proMMP-2 als auch die Aktivierungsdoméane
von MT1-MMP. Dieser Komplex prasentiert das an der Zelloberflache gebundene
MMP-2-Zymogen einem TIMP-2-freien MT1-MMP zur Aktivierung [53, 63, 122].

Weitere Funktionen der TIMPs sind die Wachstumsstimulation von bestimmten
Zelltypen, die Inhibition der Angiogenese und die Induktion von
zellmorphologischen Verdnderungen [35, 106]. Zunehmend kristallisieren sich
auch weitere proteinaseunabhéngige Funktionen (z.B. bei der Steroidgenese)

heraus.
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2. Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, die immunhistochemisch ermittelte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-7, MT1-MMP, TIMP-2) (Tabelle 2) sowie
klinische und histopathologische Merkmale hinsichtlich ihrer prognostischen

Relevanz beim Rektumkarzinom zu untersuchen.

Tabelle 2: Immunhistochemisch untersuchte Metalloproteinasen

Enzym Synonym Substrate [147]

. Gelatin; Kollagen I, 11, IV, V, VII, VIII, X, XI; Aggrecan;
Gelatinase A, Type IV . . o S
MMP-2 Fibronectin; Laminin; Elastin; Fibrin; Fibrinogen;

Kollagenase )
Plasminogen; proMMP-9; proMMP-13
Matrilysin, PUMP-1, Aggretan; Fibronectin; Decorin; Laminin; Kollagen I, 1V;
MMP-7 Uterine Metallo- Gelatin; Elastin; Enactin; Tenascin; Fibrinogen;
proteinase Plasminogen

Fibronectin; Kollagen I, Il, Ill; Gelatin; Aggrecan; Perlecan;
Membrane type-1 ) . ) o . o
MT1-MMP Vitronectin; Tenascin; Fibrinogen; a1Proteinase-Inhibitor;

MMP, MMP-14
proMMP-2; proMMP-13

Tissue Inhibitor of
TIMP-2 . proMMP-2, MT1-MMP, u.a. MMPs
Metalloproteinases 2

Um ein homologes Kollektiv zu gewahrleisten, wurden nur kurativ resezierte
Rektumkarzinome (standardisierte Operation nach onkologischen Grundséatzen
mit totaler mesorektaler Exzision, RO-Resektion, standardisierte
histopathologische Untersuchung, adjuvante Radiochemotherapie in den UICC-
Stadien Il und lll, komplette Nachsorge durch die Klinik fir Chirurgie) in die
vorliegende Analyse eingeschlosen.
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Im Mittelpunkt standen insbesondere folgende Fragenstellungen:

e Korrelieren die immunhistochemisch ermittelten Enzym-Expressionen mit
klinischen Parametern?

e Korrelieren die Enzym-Expressionen mit histopathologischen Parametern,
u.a. dem Tumorstadium, der Invasionstiefe oder dem Lymphknotenstatus?

e Besteht eine prognostische Relevanz  der  immunhistologisch
nachgewiesenen MMP-Expressionen im Hinblick auf die RuUckfallrate
(Lokalrezidiv oder metachrone Fernmetastasen)?

e Lasst sich eine prognostische Signifikanz der immunhistologisch
nachgewiesenen Enzyme im Hinblick auf das Uberleben (rezidivireies
Uberleben, Gesamtiiberleben) darstellen?

e Welche klinischen, operativen oder histopathologischen Parameter sind mit
der Prognose assoziiert?

e Welche klinischen, operativen oder histopathologischen Parameter tben
einen unabhangigen Einfluss auf die Prognose aus?
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten

Das Patientenkollektiv dieser retrospektiven Untersuchung entstammt dem Tumor-
nachsorgeregister der Klinik fir Chirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Libeck, in dem alle Patienten mit einem kolorektalen Karzinom
prospektiv erfasst werden. Um ein homogenes Patientenkollektiv zu
gewahrleisten, wurden flr einen definierten Zeitraum (Januar 1996 bis November
2002) 94 kurativ behandelte Patienten mit einem Adenokarzinom des Rektums
identifiziert und fur die vorliegende Studie ausgewahlt, die die in Tabelle 3

dargestellten Einschlusskriterien erfillten.

Tabelle 3: Ein- und AusschluBkriterien

Eingeschlossen Ausgeschlossen

Hereditare, synchrone und Colitis-assoziierte

Priméare Rektumkarzinome Rektumkarzinome

Adenokarzinome Entdifferenzierte Karzinome

Kurative Resektion mit TME Lokale Exzision, TEM (Transanale endoskopische

Mikrochirurgie)
Adjuvante Radiochemotherapie (UICC Il Neoadjuvante Therapie
und 111)
Intrainstutionelle Tumornachsorge Palliative Resektion, R1/R2-Resektion
Komplette Tumornachsorge Keine komplette Tumornachsorge

Alle relevanten klinischen, operativen und histopathologischen Daten wurden
anhand der PC-Datenbank ,Rektumkarzinom“ prospektiv dokumentiert und
regelmaBig mit den Daten der Tumornachsorge (gemaB den Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Chirurgie, Deutsche Krebsgesellschaft und ihre
Arbeitsgemeinschaften und Deutsche Gesellschaft fir fir Verdauungs- und

Stoffwechselerkrankungen) aktualisiert.

Die Nachbeobachtung der Patienten mit kolorektalem Karzinom erfolgte wahrend
der regelméaBigen Nachsorge in der Klinik fir Chirurgie des Universitatsklinikums

Schleswig-Holstein, Campus Libeck (Tabelle 4 und 5).
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Tabelle 4: Nachsorgeschema beim Rektumkarzinom: Tumorstadium T1-2 NO MO

Zeit postoperativ

3 Mon.

1 Jahr

2 Jahre

3 Jahre

4 Jahre

5 Jahre

3-jahrlich

Anamnese/Untersuchung

Tumormarker

Sonographie

Réntgen Thorax

Endoskopie

Tabelle 5: Nachsorgeschema beim Rektumkarzinom: Tumorstadium T3-4 NO MO

oder T1-4 N+ MO

Zeit postoperativ

3 Mon.

1 Jahr

1 12 Jahre

2 Jahre

2 2 Jahre

3 Jahre

4 Jahre

5 Jahre

2-jahrlich

Anamnese/Untersuchung

Tumormarker

Sonographie

Roéntgen Thorax

Endoskopie
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3.2 Kurative Chirurgie des Rektumkarzinoms

Die kurative Resektion (RO-Resektion) wurde in allen Fallen nach den gultigen
onkologischen Standards durchgefiihrt [21]. Sie beinhaltet die Absetzung der A.
mesenterica inferior aortennah, sowie der V. mesenterica inferior am
Pankreasrand, die komplette Entfernung des Mesorektums (totale mesorektale
Exzision) bei Karzinomen der unteren zwei Rektumdrittel, die Einhaltung eines
onkologisch angemessenen Sicherheitsabstandes, die en-bloc-Resektion von
tumoradhéarenten Organen (multiviszerale Resektion) sowie Erhalt der autonomen
Nervenstrange (Plexus hypogastricus, Plexus pudendus) [82]. Entscheidende
Operationsschritte sind in den Abbildungen 1-3 dargestellt:

Abbildung 1: Absetzung der Arteria mesenterica inferior
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Abbildung 2: TME-Resektat

Abbildung 3: Situs nach TME

22



Material und Methoden

Bei Karzinomen des oberen Rektumdrittels wurde standardisiert eine anteriore
Resektion mit intrapelviner kolorektaler Anastomose durchgefihrt, ein aboraler
Sicherheitsabstand in der Rektumwand von 5 cm in situ und eine ebenso weit
nach aboral reichende Entfernung des Mesorektums waren erforderlich [17, 18,
20, 31]. Bei Karzinomen des mittleren und unteren Rektumdrittels erfolgte eine
tiefe oder ultratiefe (intersphinktare) Resektion mit kompletter Entfernung des
Mesorektums (TME) bis zur Puborektalisschlinge. Hierbei wurde die Anastomose
(kolorektal, bzw. koloanal) unterhalo von 6 cm ab Anokutanlinie angelegt. Ein
aboraler Sicherheitsabstand von 2 cm in situ war erforderlich [17, 18, 20, 31].

Eine abdominoperineale Rektumexstirpation wurde immer dann zwingend
notwendig, wenn der Tumor in den Analkanal eingewachsen war, d.h.
Sphinkteren und Beckenboden infiltrierte [17]. Nach RO-Resektionen wurden
Patienten in den UICC-Stadien Il oder Il nach den Empfehlungen der

Konsensuskonferenz adjuvant nachbehandelt (Radiochemotherapie) [94].

3.3 Histopathologie

Die postoperative histopathologische Kilassifikation der Tumoren erfolgte im
Rahmen der routinemaBigen Begutachtung des Resektates durch das Institut fir
Pathologie (Direktor: Prof. Dr. med. A.C. Feller). Grundlage der Begutachtung
waren stets die WHO-Klassifikation und das TNM-System, wobei die erhobenen

Daten jeweils gemanB der aktuellen Auflage der UICC aktualisiert wurden [140].

Die Begutachtung des intakten TME-Praparats erfolgte intraoperativ durch den
Operateur. Von jeder Tumorprobe wurden Tumor- und Normalgewebe
formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Fir die weitere immunhistochemische
Bearbeitung wurden von den Paraffinblécken mehrere Schnitte von ca. 4 pum
Dicke angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Die Objekttrager wurden Uber
Nacht bei 56 °C getrocknet.
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3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Aus den routinem&Big in Formalin fixierten und anschlieBend in Paraffin
eingebetteten Tumorblécken wurden jeweils 4 pm-dicke Gewebeschnitte
immunhistochemisch untersucht. Vor jeder immunhistochemischen Analyse
wurden HE-Farbungen (Hamatoxylin/Eosin) angefertigt, um reprasentative
Schnitte mit ausreichend Tumorgewebe zu gewéhrleisten.

3.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbungsprotokoll

1. Objekttrager entparaffinisieren (3x Xylol je 5 Minuten; absteigende
Alkoholreihe: 100%, 100%, 96%, 96%, 70% jeweils 3 min)

2. In Millipore spulen

3. In Leitungswasser spulen

4. Farbung in Hamatoxylin fir 5 Minuten

5. Blauen in flieBendem Leitungswasser fir 10 Minuten

6. Gegenfarbung mit Eosin G-Lésung 0,5 % flr 20 - 40 Sekunden

7. In Leitungswasser spulen

8. Aufsteigende Alkoholreihe

9. 3x Xylol je 5 Minuten

10. Eindecken mit Eukitt®

3.5 Immunhistochemische Farbung

Die EnVision+ System-HRP® Labelled Polymer Farbemethode basiert auf dem
Einsatz eines enzym- als auch antikérpermarkierten Polymerkonjugats, das aus
einem inerten  Dextranmolekll (Polysaccharid) besteht, an  welches
durchschnittlich 70 Meerrettichperoxidasen und 10 Antikérper gebunden sind.
AEC wurde bei allen Untersuchungen als Substrat-Chromogen verwendet. Die
MMP-Antikérper (Tabelle 6) erkennen sowohl die latente wie auch aktive Form
des Enzyms.

Alle Farbungen wurden mindestens zweimal durchgefihrt, als Positivkontrolle
dienten in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete positive Rektumkarzinome.
Bei der MMP-2- und TIMP-2-Farbung wurden zusatzlich mit Dexamethason
behandelte HT-1080 Fibrosarkomzellen auf Cytospins gefarbt.
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Eine Negativkontrolle erfolgte bei jeder Farbeserie mit monoklonalen IgG1x-

Mause-Antikérpern in gleicher Antikbrperkonzentration.

Tabelle 6: Verwendete Antikérper

Parameter Primérantikérper Verdiinnung Methode

Anti-MT1-MMP (Ab-3), Human

(Mouse); Calbiochem, Merck EnVision+ System-HRP®

Labelled Polymer

MMP-2 KgaA, Darmstadt, Deutschland 1:200 DakoCvtomation. Glostru
(Clone 75-7F7, Fuji Chemical, yton ’ P,
; Danemark
Industries, Japan)
Anti-MMP-7 (Ab-3), Human EnVision+ System-HRP®
MMP-7 (Mouse); Calbiochem, Merck 1:30 Labelled Polymer,
KgaA, Darmstadt, Deutschland ' DakoCytomation, Glostrup,
(Clone 1D2) Danemark

Anti-MT1-MMP (Ab-3) Human

(Mouse); Calbiochem, Merck EnVision+ System-HRP®

MT1-MMP KgaA, Darmstadt, Deutschland 1:5 Dakcfgbttzlﬁgtmyggs’tm
(Clone 114-6G6, Daiichi Fine D anemark >

Chemical, Toyama, Japan)

TIMP-2 KgaA, Darmstadt, Deutschland 1:30

Anti-TIMP-2 (Ab-4) Human

(Mouse); Calbiochem, Merck EnVision+ System-HRP®

Labelled Polymer,
(Clone T2-N IC3, Daiichi Fine Dakocytgamna;'r?]’;’r E'OStr“p’
Chemical, Toyama, Japan)

3.5.1 Farbeprotokoll immunhistochemische Farbungen

1.Tag:
1.

© N o o &~ w

Objekttrager entparaffinisieren (3 x Xylol jeweils 10 min; Alkoholreihe:
100%, 100%, 96%, 96%, 70% jeweils 3 min; danach in Millipore)

Antigen Retrieval: mit Citratpuffer pH 6 in der Mikrowelle aufkochen (15 min
bei 700 Watt)

20 min abkuhlen lassen

in Millipore spulen

Peroxidase Blocking Reagent 10 min

3 x mit Phosphate Buffered Saline spulen

Protein Block Serum-Free 10 min

Antikérperinkubation (Verdinnungen mit Dako Antibody Diluent); UGber
Nacht in den Kihlschrank (4° C)
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2. Tag:
1. 3 x 5 min auf dem Schittler mit Phosphate Buffered Saline + Tween®
spulen
2. 30 min EnVision+ System-HRP Labelled Polymer Anti-mouse
3. 3 x 5 min auf dem Schittler mit Phosphate Buffered Saline + Tween®
spulen
4. 1 Tablette AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole) in 12 ml N,N-Dimethyl-
formamid auflésen, 100 ml Barbitalpuffer, 100 ml Millipore und 10 ul H2O»
30% dazugeben
20 min auf den Schdttler
10 min in flieBendem Leitungswasser sptlen
Gegenfarbung mit Hamatoxylin fiir 50 sec

Blauen in flieBendem Leitungswasser fir 10 min

© ® N o o

Eindecken mit Aqua-Tex®

3.5.2 Vorbereitung der HT1080-Fibrosarkom-Zellen Farbung auf Zytospins

Nach der Entnahme aus dem -70° Celsius Gefrierschrank wurden die Zytospins 10
Minuten an der Luft getrocknet und kamen dann fir 10 Minuten in 100% Aceton.
Nach weiteren 5 Minuten lufttrocknen, wurden die Cytospins mit dem Peroxidase

Blocking Reagent behandelt und anschlieBend nach o.g. Protokoll gefarbt.

3.6 Auswertung und Statistik

3.6.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische = Bestimmung der  Expression der  Matrix-
Metalloproteinasen erfolgte durch zwei unabhangige Untersucher (Dr. rer. nat. Ute
Windhével, Cand. med. Alexander Schlamp). Pro Tumor wurden mindestens 1000
Zellen ausgezahlt (je 200 Tumorzellen in 5 high-power-fields, VergréBerung
400fach). Ein Gewebeschnitt wurde dann als ,positiv* definiert, sobald mehr als
10% der Tumorzellen bzw. des Stromas eine Anfarbung zeigten. Die Angabe der
,Cut-off-Werte (jeweils 10%) flr negative bzw. positive Expression erfolgte in
Ubereinstimmung mit der Literatur (61, 97). Bei Divergenz der
lichtmikroskopischen Auswertung erfolgte eine Re-Evaluation durch einen

weiteren Untersucher (PD Dr. med. Oliver Schwandner).

26



Material und Methoden

3.6.2 Auswahl und Definition der untersuchten Faktoren
Alle Klinischen, operativen, histopathologischen und immunhistochemisch
ermittelten Daten fir die Evaluation als Prognosefaktoren wurden — falls méglich —

als dichotome Variable eingeteilt und entsprechend definiert (Tabelle 7):

Tabelle 7: In der Studie evaluierte klinische, operative, histopathologische

und immunhistochemische Parameter

Parameter Kategorie

< 70 Jahre

Alter
> 70 Jahre

weiblich

Geschlecht
mannlich

TAR

Resektionsverfahren® APE

ExE

UiCC |
uicc i
Tumorstadium
UICC Il

uICC IV

Norm (<5 ng/ml)

Praoperativer CEA-Wert”

erhéht (>5 ng/ml)

Gut und mittelgradig differenziert (G1+2)

Differenzierung
MaBig differenziert (G3)

pT1+2
Invasionstiefe

pT3+4

negativ
Lymphknotenstatus

positiv

negativ
MMP-2-Epithel Status

positiv
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negativ
MMP-2-Stroma Status

positiv

negativ
MMP-7 Status

positiv

negativ

MT1-MMP Status

positiv

negativ
TIMP-2 Status

positiv

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitit) nicht eingeschlossen

3.6.3 Endpunkte und statistische Auswertung

Um eine definitive Beurteilung der Prognose nach kurativer Resektion zu
gewahrleisten, wurden beziiglich des Endpunkts ,Uberleben“ sowohl das
krankheitsfreie oder rezidivfreie Uberleben (,disease-free survival, d.h.
Wiederauftreten der Tumorerkrankung lokoregionar und/oder Fernmetastasen als
erfasstes unglnstigstes Ereignis bzw. ,event) als auch das Gesamtiberleben
(»overall survival®, d.h. Tod jeder Ursache mit oder ohne Tumorerkrankung als

erfasstes ungunstigstes Ereignis bzw. ,event®) dokumentiert.

Im Hinblick auf den Endpunkt ,Rickfallrate® wurde zwischen lokoregionare
Ruackfallrate (Lokalrezidiv), Fernmetastasierungsrate (metachrone
Fernmetastasen) und Gesamtriickfallrate (Tumorprogression durch Lokalrezidiv
als auch Fernmetastasen) differenziert. ,Prognosefaktoren wurden als Faktoren
mit unabhangigem Einfluss auf den Krankheitsverlauf ohne Berlcksichtigung von
Komplikationen definiert [49].

Statistische Signifikanzberechnungen erfolgten uni- und multivariat. Im Rahmen
der Univarianzanalyse (Chi-Quadrat-Test, Student's t-Test, Pearson Correlation
Test mit pair-wise deletion) wurden immunhistochemische, klinische, operative

und histopathologische Parameter hinsichtlich ihrer Korrelationen verglichen.
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Zusétzlich wurden alle Faktoren bezlglich ihrer prognostischen Relevanz

(Endpunkte: Riickfallrate und Uberleben) univariat getestet.

Uberlebenskurven wurden zensiert nach Kaplan-Meier berechnet und mit dem log-
rank-Test statistisch verglichen. Die Univarianzanalysen erfolgten durch Frau C.
Killaitis, Dokumentation der Klinik flr Chirurgie des Universitasklinikums
Schleswig-Holstein (SPSS®, Chicago, lllinois, USA). Im Hinblick auf die Endpunkte
,Rickfallrate und ,Uberleben* erfolgte zusatzlich eine Multivarianzanalyse
(logistic regression model bzw. proportional hazards model; jeweils NCSS®,
Kaysville, Utah, USA).

Alle statistischen Signifikanzberechnungen wurden durch ein unabhangiges
Referenzzentrum Gberprift (Dr. H. Paul, Institut fir Statistik und mathematische
Wirtschaftsforschung der Universitat Augsburg). Das statistische Signifikanzniveau

wurde bei 5% festegelegt (p<0,05 statistisch signifikant).
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische, histopathologische und immunhistochemische Parameter

Das Kollektiv der 94 Patienten bestand aus 54 Frauen (57,4%) und 40 Mannern
(42,6%), das mittlere Alter betrug 67,2 (range 32-92) Jahre und der Median lag bei
68,0 Jahren. Patienten- und Tumorcharakteristika sowie die Ergebnisse der

Immunhistochemie sind in Tabelle 8 zusammengefasst:

Tabelle 8: Patienten- und Tumorcharakteristika sowie Daten der

Immunhistochemie

Parameter Kategorie n =94
<70 Jahre 54 (57,4%)
Alter
> 70 Jahre 40 (42,6%)
weiblich 40 (42,6%)
Geschlecht
ménnlich 54 (57,4%)
TAR 83 (88,3%)
Resektionsverfahren® APE 10 (10,6%)
ExE 1(1,1%)

UICC | 19 (20,2%)
uICC I 39 (41,5%)

Tumorstadium
UICC I 33 (35,1%)

UICC IV 3 (3,2%)
Norm 62 (79,5%)
Praoperativer CEA-Wert®

erhoht 16 (20,5%)
G3 22 (23,4%)

Differenzierung
G1+2 72 (76,6%)
pT1+2 29 (30,9%)

Invasionstiefe
pT3+4 65 (69,1%)
negativ 58 (61,7%)

Lymphknotenstatus

positiv 36 (38,3%)
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negativ 61 (64,9%)
MMP-2-Epithel Status
positiv 33 (35,1%)
negativ 22 (23,4%)
MMP-2-Stroma Status
positiv 72 (76,6%)
negativ 43 (45,7%)
MMP-7 Status
positiv 51 (54,3%)
negativ 48 (51,1%)
MT1-MMP Status
positiv 46 (48,9%)
negativ 50 (53,2%)
TIMP-2 Status
positiv 44 (46,8%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)

Einen positiven MMP-2-Epithel Status zeigten 35% (33/94) der Rektumkarzinome,
77% (72/94) waren positiv hinsichtlich der MMP-2-Expression des Stromas. 54%
der Tumore (51/94) waren MMP-7-positiv, 49% (46/94) hatten einen positiven
MT1-MMP Status und 47% (44/94) waren TIMP-2-positiv.

4.1.1 MMP-2

Die MMP-2-Expression war im Zytoplasma der Tumorzellen und im Stroma
lokalisiert. Die MMP-2-Expression im Tumorzell-Zytoplasma (eMMP-2) war in 33
von 94 Féllen (35,1%) positiv, wahrend die Expression im Stroma (sMMP-2) bei
72 (76,6%) der Tumore positiv war. Die Anfarbung des Stromas war meistens in
Néahe der Tumorzellen zu beobachten. Im Normalgewebe wurden nur einzelne

Epithelzellen angefarbt (Abbildungen 4-7)
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Abbildung 4: Normalgewebe mit einigen wenigen MMP-2
positiven Epithelzellen (OrginalvergrofRerung 200fach)
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Abbildung 6: MMP-2 negativer Tumor
(

Abbildung 7: MMP-2-Expression von HT-1080

Fibrosarkomzellen (

Orginalvergréfierung 400

fach

— =
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Die Expression von eMMP-2 korrelierte mit der Expression von MMP-7 (p=0,027),
MT1-MMP (p=0,036; Chi?-Test) und TIMP-2 (p<0,001; Chi*>-Test). Es fanden sich

mehr eMMP-2 positive Tumoren bei Patienten, die junger als 70 Jahre waren, als

bei alteren Patienten. Dieser prozentuale Unterschied erreichte aber keine
Signifikanz (p=0,077; Chi®-Test). (Tabelle 9).
Die stromale MMP-2-Expression korrelierte mit der Invasionstiefe (p=0,006; Chi?-
Test), MMP-7 (p=0,016; Chi*-Test) und TIMP-2 (p=0,036, Chi*-Test) (Tabelle 10).

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen epithelialer MMP-2-Expression und den

Tumoreigenschaften

. MMP-2-Epithel MMP-2- p-Wert
Parameter Kategorie | n positiv Epithel negativ | (Chi?)
Gesamt alle 94 33 (35,1%) 61 (64,9%)
< 70 Jahre 54 23 (42,6%) 31 (57,4%)
Alter (0,077)
> 70 Jahre 40 10 (25,0%) 30 (75,0%)
mannlich 54 17 (31,5%) 37 (68,5%)
Geschlecht weiblich NS
40 16 (40%) 24 (60,0%)
TAR 83 28 (33,7%) 55 (66,3%)
Resektions- o o
verfahren® APE 10 4 (40,0%) 6 (60%) NS
EXE 1 1 (100%) 0 (0%)
uicC I 19 6 (31,6%) 13 (68,4%)
uIcC I 39 13 (33,3%) 26 (66,7%)
Tumorstadium NS
uIcc Il 33 12 (36,4%) 21 (63,6%)
uicC IV 3 2 (66,7%) 1 (33,3%)
negativ (G3) | 5, 8 (36,4%) 14 (63,6%)
Differenzierung positiv NS
(G142) 72 25 (34,7%) 47 (65,3%)
pT1+2 29 10 (34,5%) 19 (65,5%)
Invasionstiefe NS
pT3+4 65 23 (35,4%) 42 (64,6%)
Lymphknoten- negativ 58 19 (32,8%) 39 (67,2%) NS
status positiv 36 14 (38,9%) 22 (61,1%)
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negativ 16 7 (43,8%) 9 (56,3%)
Praoperativer CEA- Norm 62 19 (30,6%) 43 (69,4%) NS
Wert
erhoht 16 7 (43,8%) 9 (56,3%)
MMP-2-Stroma negativ 22 5 (22,7%) 17 (77,3%) ©
Status positiv 72 28 (38,9%) 44 (61,1%)
negativ 43 10 (23,3%) 33 (76,7%)
MMP-7 Status 0,027
positiv 51 23 (45,1%) 28 (54,9%)
negativ 48 12 (25,0%) 36 (75,0%)
MT1-MMP Status 0,036
positiv 46 23 (45,1%) 28 (54,9%)
negativ 50 9 (18,0%) 41 (82,0%)
TIMP-2 Status <0,0001
positiv 44 24 (54,5%) 20 (45,5%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen der MMP-2-Expression im Stroma und den

Tumoreigenschaften

. MMP-2- Stroma MMP-2- p-Wert
Parameter Kategorie n positiv Stroma negativ (Chiz)
Gesamt alle 94 72 (76,6%) 22 (23,4%)
< 70 Jahre 54 42 (77,8%) 12 (22,2%)
Alter NS
> 70 Jahre 40 30 (75,0%) 10 (25,0%)
mannlich 54 39 (72,2%) 15 (27,8%)
Geschlecht NS
weiblich 40 33 (82,5%) 7 (17,5%)
TAR 83 63 (75,9%) 20 (24,1%)
'?,Z?f:;'r‘;';ﬁ APE 10 8 (80,0%) 2 (20,0%) NS
ExE 1 1 (100,0%) 0 (0%)
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uICC | 19 12 (63,2%) 7 (36,8%)
UICC II 39 30 (76,9%) 9 (23,1%)
Tumorstadium NS
UICC Il 33 28 (84,8%) 5 (15,2%)
UICC IV 3 2 (66,7%) 1(33,3%)
negativ (G3) | 5, 19 (86,4%) 3 (13,6%)
Differenzierung positiv NS
(G152) 72 53 (73,6%) 19 (26,4%)
pT1+2 29 17 (58,6%) 12 (41,4%)
Invasionstiefe 0,006
pT3+4 65 55 (84,6%) 10 (15,4%)
Lymphknoten- negativ 58 42 (72,4%) 16 (27,6%) @
status positiv 36 30 (83,3%) 6 (16,7%)
nein 16 14 (87,5%) 2 (12,5%)
Pra°'°e\r,f;‘t“’3r CEA- Norm 62 46 (74,2%) 16 (25,8%) NS
ert
erhoht 16 12 (75,0%) 4 (25,0%)
MMP-2.Epithel negativ 61 44 (72,1%) 17 (27,9%) '
Status positiv 33 28 (84,8%) 5 (15,2%)
negativ 43 28 (65,1%) 15 (34,9%)
MMP-7 Status 0,016
positiv 51 44 (86,3%) 7 (13,7%)
negativ 48 37 (77,1%) 11 (22,9%)
MT1-MMP Status NS
positiv 46 35 (76,1%) 11 (23,9%)
negativ 50 34 (68,0%) 16 (32,0%)
TIMP-2 Status 0,036
positiv 44 38 (86,4%) 6 (13,6%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitéat) nicht eingeschlossen (n=14)

4.1.2 Matrilysin (MMP-7)

Eine positive MMP-7-Expression konnte im Zytoplasma und an der Zellmembran
der Tumorzellen nachgewiesen werden. Stroma-Komponenten, auBer einigen
Monozyten, wurden nicht angefarbt. Normalgewebe zeigte ebenfalls keine
Anfarbung (Abbildungen 8-10).
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Abbildung 8: MMP-7 negatives Normalgewebe
(Orginalvergroerung 200fach)
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Abbildung 9: MMP-7- Expression im Zytoplasma von
Tumorzellen (Orginalvergréfierung 400fach)
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Abbildung 10: MMP-7 negativer Tumor

In 51 Fallen (54,3%) waren mehr als 10% aller Tumorzellen Matrilysin-positiv.

Diese Falle waren signifikant héher bei Patienten im pT3+4 Stadium (41/65,
63,1%), als bei Patienten im pT1+2 Stadium (10/29, 34,5%; p=0,01, Chi2-Test).
Die Expression von MMP-7 korrelierte auch mit eMMP-2 (p=0,027, Chi®-Test),
sMMP-2 (p=0,016; Chi*-Test), MT1-MMP (p=0,004; Chi*-Test) und TIMP-2

(p<0,0001, Chi?-Test) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Zusammenhang zwischen der MMP-7-Expression und den

Tumoreigenschaften

Parameter Kategorie n MMP-7-positiv MMP-7-negativ ‘:'cwhfz';t

Gesamt alle 94 51 (54,3%) 43 (45,7%)
<70 Jahre 54 31 (57,4%) 23 (42,6%)

Alter NS
> 70 Jahre 40 20 (50,0%) 20 (50,0%)
mannlich 54 27 (50,0%) 27 (50,0%)

Geschlecht NS
weiblich 40 24 (60,0%) 16 (40,0%)
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TAR 83 46 (55,4%) 37 (44,6%)
Resektions- o o
o APE 10 4 (40,0%) 6 (60,0%) NS
ExE 1 1(100,0%) 0 (0%)
uicc | 19 6 (31,6%) 13 (68,4%)
uicc Il 39 28 (71,8%) 11 (28,2%)
Tumorstadium NS
uicc i 33 15 (45,5%) 18 (54,5%)
uicC IV 3 2 (66,7%) 1(33,3%)
negativ (G3) | 22 13 (59,1%) 9 (40,9%)
Differenzierung NS
positiv (G1+2) | 72 38 (52,8%) 34 (47,2%)
pT1+2 29 10 (34,5%) 19 (65,5%)
Invasionstiefe 0,010
pT3+4 65 41 (63,1%) 24 (36,9%)
Lymphknoten- negativ 58 34 (58,6%) 24 (41,4%) .
status positiv 36 17 (47,2%) 19 (52,8%)
nein 16 11 (68,8%) 5 (31,3%)
Préaoperativer o
A Wrortd Norm 62 33 (53,2%) 29 (46,8) NS
erhoht 16 7 (43,8%) 9 (56,3%)
MMP-2-Epithel negativ 61 28 (45,9%) 33 (54,1%) .
Status positiv 33 23 (69,7%) 10 (30,3%)
MMP-2-Stroma negativ 22 7 (31,8%) 15 (68,2%) 0016
Status positiv 72 44 (61,1%) 28 (38,9%)
negativ 48 19 (39,6%) 29 (60,4%)
MT1-MMP Status 0,004
positiv 46 32 (69,6%) 14 (30,4%)
negativ 50 17 (34,0%) 33 (66,0%)
TIMP-2 Status <0,0001
positiv 44 34 (77,3%) 10 (22,7%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitéat) nicht eingeschlossen
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4.1.3 MT1- MMP

Bei der immunhistochemischen Farbung mit MT1-MMP-Antikérpern wurde das
Zytoplasma und die Zytoplasmamembran der Tumorzellen angeféarbt.
Stromazellen wurden nicht angefarbt. Auch im Normalgewebe zeigte sich keine
MT1-MMP-Expression (Abbildungen 11-13).

Abbildung 11: MT1-MMP negatives Normalgewebe

(Orginalvergrélzerung 200fach)
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Abbildung 12: Expression von MT1-MMP im Zytoplasma der

Tumorzellen (Orginalvergréfierung 200fach)
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Abbildung 13: MT1-MMP negativer Tumor
(Orginalvergrélzerung 400fach)
Y LR

9 -
07 ‘oo o o
[ B oy

-

41



Ergebnisse

46 (48,9%) der Tumoren waren MT1-MMP positiv. Die Expression von MT1-MMP
korreliert mit der Expression von eMMP-2 (p=0,036; Chi?-Test), MMP-7 (p=0,004;

Chi?-Test) und TIMP-2 (p=0,002; Chi®>-Test) (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammenhang zwischen der MT1-MMP-Expression und den

Tumoreigenschaften

. " MT1-MMP- p-Wert
Parameter Kategorie n MT1-MMP-positiv negativ (Chi?)
Gesamt alle 94 46 (48,9%) 48 (51,1%)
< 70 Jahre 54 27 (50,0%) 27 (50,0%)
Alter NS
> 70 Jahre 40 19 (47,5%) 21 (52,5%)
mannlich 54 28 (51,9%) 26 (48,1%)
Geschlecht NS
weiblich 40 18 (45,0%) 22 (55,0%)
TAR 83 41 (49,1%) 42 (50,6%)
Resektions- o o
verfahren® APE 10 4(40,0%) 6 (60,0%) NS
ExE 1 1 (100,0%) 0 (0%)
viCcC | 19 7 (36,8%) 12 (63,2%)
uicC I 39 21 (53,8%) 18 (46,2%)
Tumorstadium NS
uicc il 33 17 (51,5%) 16 (48,5%)
uiCC IV 3 1 (33,3%) 2 (66,7%)
negativ (G3) | 22 13 (59,1%) 9 (40,9%)
Differenzierung NS
positiv (G1+2) | 72 33 (45,8%) 39 (54,2%)
pT1+2 29 13 (44,8%) 16 (55,2%)
Invasionstiefe NS
pT3+4 65 33 (50,8%) 32 (49,2%)
Lymphknoten- negativ 58 28 (48,3%) 30 (51,7%) NS
status positiv 36 18 (50,0%) 18 (50,0%)
nein 16 9 (56,3%) 7 (43,8%)
Praoperativer CEA- Norm 62 30 (48,4%) 31 (51,6%) NS
Wert
erhoht 16 7 (43,8%) 9 (56,3%)
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MMP-2-Epithel negativ 61 25 (41,0%) 36 (59,0%) 0.036
Status positiv 33 21 (63,6%) 12 (36,4%)
MMP-2-Stroma negativ 22 11 (50,0%) 11 (50,0%) NS
Status positiv 72 35 (48,6%) 37 (51,4%)
negativ 43 14 (32,6%) 29 (67,4%)
MMP-7 Status 0,004
positiv 51 32 (62,7%) 19 (37,3%)
negativ 50 17 (34,0%) 33 (66,0%)
TIMP-2 Status 0,002
positiv 44 29 (65,9%) 15 (34,1%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration
® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)

4.1.4 TIMP-2

Die Expression des Gewebeinhibitors der Matrix-Metalloproteinasen 2 (TIMP-2) ist
ausschlieBlich im Zytoplasma der Tumorzellen lokalisiert. Weder Normalgewebe
noch das peritumordse Stroma zeigten eine Anfarbung (Abbildungen 14-17).

Abbildung 14: TIMP-2 negatives Normalgewebe

(Orginalvergrélzerung 200fach)
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Abbildung 15: TIMP-2-Expression im Zytoplasma der
Tumorzellen (Orginalvergrofierung 400fach)
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Abbildung 16: TIMP-2 negativer Tumor
(OrginalvergroRerung 200fach)
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Abbildung 17: TIMP-2-Expression von HT-1080

Fibrosarkomzellen (Orginalvergré3erung 200fach)

L]
"..

Die TIMP-2-Expression korrelierte signifikant mit der Invasionstiefe (p=0,013), mit
der Expression von eMMP-2 (p<0,0001), sMMP-2 (p=0,036), MMP-7 (p<0,0001)
und MT1-MMP (p=0,002). Zudem fanden sich mehr TIMP-2-positive Tumoren bei
weiblichen Patienten — jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,074; Chi?)

(Tabelle 13).

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen der zytoplasmatischen TIMP-2-Expression

und den Tumoreigenschaften

Parameter Kategorie n TIMP-2-positiv TIMP-2-negativ ?(-;Vr\,,?zr)t
Gesamt alle 94 44 (46,8%) 50 (53,2%)
<70 Jahre 54 25 (46,3%) 29 (53,7%)

Alter NS

270 Jahre 40 19 (47,5%) 21 (52,5%)
mannlich 54 21 (38,9%) 33 (61,1%)

Geschlecht (0,074)
weiblich 40 23 (57,5%) 17 (42,5%)
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TAR 83 38 (45,8%) 45 (54,2%)
'T,Zsrf:;'r‘;’r'ls APE 10 5 (50,0%) 5 (50,0%) NS
ExE 1 1 (100,0%) 0 (0%)
uICC | 19 5 (26,3%) 14 (73,7%)
uICC Il 39 20 (51,3%) 19 (48,7%)
Tumorstadium NS
UICC Il 33 16 (48,5%) 17 (51,5%)
UICC IV 3 3 (100,0%) 50 (53,2%)
negativ (G3) | 22 12 (54,5%) 10 (45,5%)
Differenzierung NS
positiv (G142) | 72 32 (44,4%) 40 (55,6%)
pT142 29 8 (27,6%) 21 (72,4%)
Invasionstiefe 0,013
pT3+4 65 36 (55,4%) 29 (44,6%)
negativ 58 25 (43,1%) 33 (56,9%)
Lymphknotenstatus NS
positiv 36 19 (52,8%) 17 (47,2%)
nein 16 10 (62,5%) 6 (37,5%)
ngzf\{f;‘t’fr Norm 62 26 (41,9%) 36 (58,1%) NS
erhoht 16 8 (50,0%) 8 (50,0%)
- negativ 61 20 (32,8%) 41 (67,2%)
MMF; tza tliguthel <0,0001
positiv 33 24 (72,7%) 9 (27,3%)
MMP-2-Stroma negativ 22 6 (27,3%) 16 (72,7%) 0.036
Status positiv 72 38 (52,8%) 34 (47,2%)
negativ 43 10 (23,3%) 33 (76,7%)
MMP-7 Status <0,0001
positiv 51 34 (66,7%) 17 (33,3%)
negativ 48 15 (31,3%) 33 (68,8%)
MT1-MMP Status 0,002
positiv 46 29 (63,0%) 17 (37,0%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)
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4.2 Subgruppenanalyse im Hinblick auf die Infiltrationstiefe (pT-Status)

Von den 94 immunhistochemisch untersuchten Rektumkarzinomen bestand die
Minderheit (30,8%, n=29) aus pT1- (n=7) und pT2-Tumoren (n=22), wohingegen
die Uberwiegende Anzahl der Rektumkarzinome ein lokal fortgeschrittenes,
wandiberschreitendes Wachstum aufwiesen (69,2%, n=65; davon pT3, n=60;
pT4, n=5).

Im Rahmen der Stratifizierung der immunhistochemisch ermittelten Expressionen
von MMP-2, MMP-7, MT1-MMP und TIMP-2 mit der Infiltrationstiefe (pT-Status)
zeigten sich keine signifikanten Korrelation der epithelialen MMP-2- bzw. der MT1-
MMP-Expression mit dem pT-Status der Rektumkarzinome (jeweils p>0,05).

Die stromale MMP-2 Expression war signifikant mit der Infiltrationstiefe assoziiert,
wenn man nicht wandlberschreitende (pT1+2) mit wandUberschreitenden
Tumoren (pT3+4) verglich (58,6% sMMP-2-positiv bei pT1+2 vs. 84,6% bei pT3+4,
p=0,006). Erfolgte die Stratifizierung jedoch hinsichtlich des pT-Status alleine

(pT1-4) zeigten sich keine signifikanten Assoziationen (p>0,05).

Die TIMP-2-Expression war ebenso signifikant mit der Infiltrationstiefe assoziiert,
wenn man nicht wandlberschreitende (pT1+2) mit wandUberschreitenden
Tumoren (pT3+4) verglich (27,6% TIMP-2-positiv bei pT1+2 vs. 55,4% bei pT3+4,
p=0,013). Erfolgte die Stratifizierung hinsichtlich des pT-Status alleine (pT1-4)
zeigten sich auch hier keine signifikanten Assoziationen (p>0,05).

In gleicher Weise korrelierte die MMP-7-Expression mit der Infiltrationstiefe bei
Unterscheidung von pT1+2 und pT3+4-Rektumkarzinomen (34,5% MMP-7-positiv
bei pT1+2 vs. 63,1% bei pT3+4, p=0,010). Im Gegensatz zu den anderen MMP-
Expressionen war MMP-7 die einzige Variable, die signifikant mit dem pT-Status
alleine (pT1-4) assoziiert war. Hierbei war die Rate MMP-7-positiver Tumoren mit
steigender Infiltrationstiefe (pT-Status) erhéht (positive MMP-7-Expression: 14,3%
bei pT1; 40,9% bei pT2; 61,7% bei pT3; 80,0% bei pT4; jeweils p<0,05).
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4.3 Prognostische Daten

4.3.1 Tumorprogression

Drei der 94 Patienten verstarben innerhalb von 30 Tagen nach der Operation (30-
Tage-Letalitat 3,2%), so dass eine Tumornachsorge bei 91 Patienten durchgefihrt
wurde. Nach einem mittleren Follow-up von 46 (range 2-101) Monaten (medianer
Follow-up: 43,0 Monate) kam es bei 15,4% (14/91 Patienten) zu einer
Tumorprogression: Bei 6 Patienten (6,6%) trat ein Lokalrezidiv (isoliert n=2 bzw.
mit Fernmetastasen n=4) auf und bei 12 Patienten (13,2%) wurden metachrone
Fernmetastasen (davon 8 isoliert bzw. mit Lokalrezidiv n=4) dokumentiert
(Abbildung 18).

Abbildung 18: Ubersicht Uiber die Nachsorgedaten des Kollektivs (n=91)

Kurativ operierte Patienten

n=94

30 Tages-Letalitat (n=3)

Tumorprogression Keine Tumorprogression

Lokalrezidiv
Fernmetastasen

ohne mit mit ohne
Fernmetastasen Fernmetastasen Lokalrezidiv Lokalrezidiv
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Mit der Tumorprogression korrelierten das Tumorstadium (UICC-Stadium)
(p=0,05; Chi®-Test) und der préoperative CEA-Wert (p=0,035; Chi>-Test). Bei
weiblichen Patienten kam es haufiger zu einer Tumorprogression, dieser
prozentuale Unterschied erreichte aber keine Signifikanz (p=0,078; Chi?). Die
immunhistochemisch ermittelten MMP-Expressionen waren nicht mit der
Tumorprogression assoziiert (Tabelle 14). Jedoch zeigte sich bei positiver
epithelialer MMP-2 Expression und bei positiver MMP-7 Expression eine hdhere
Tumorprogressionsrate (25,0% bei MMP-2; 20,8% bei MMP-7) als bei negativer
epithelialer MMP-2 Expression und negativer MMP-7-Expression (10,2% bei
MMP-2; 9,3% bei MMP-7), wobei dies in beiden Fallen keine statistische

Signifikanz zeigte (p>0,05).

Tabelle 14: Tumorprogression gesamt (Lokalrezidiv und/oder Fernmetastasen)
(n=14 bzw. 15,4%)

Ohne Tumor- Mit Tumor-
. - - p-Wert
Parameter Kategorie n progression progression (Chiz)
n=77 n=14
< 70 Jahre 54 46 (85,2%) 8 (14,8%)
Alter NS
2 70 Jahre 37 31 (83,8%) 6 (16,2%)
mannlich 52 47 (90,4%) 5(9,6%)
Geschlecht (0,078)
weiblich 39 30 (76,9%) 9 (28,1%)
TAR 80 70 (87,5%) 10 (12,5%)
Resektions- APE 10 7 (70,0%) 3 (30,0%) NS
verfahren
ExE 1 0 (0%) 1 (100,0%)
UICC | 19 18 (94,7%) 1 (5,3%)
uicC i 36 31 (86,1%) 5 (18,9%)
Tumorstadium 0,05
uicc i 33 27 (81,8%) 6 (18,2%)
UICC IV 3 1 (33,3%) 2 (66,7%)
negativ (G3) 21 17 (81,0%) 4 (19,0%)
Differenzierung NS
positiv (G1+2) 70 60 (85,7%) 10 (14,3%)
pT1+2 29 27 (93,1%) 2 (6,9%)
Invasionstiefe NS
pT3+4 62 50 (80,6%) 12 (19,4%)
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negativ 55 49 (89,1%) 6 (10,9%)
Lymphknotenstatus NS
positiv 36 28 (77,8%) 8 (22,2%)
Préoperativer CEA- Norm 62 55 (88,7%) 7 (11,3%)
b 0,035
Wert erhoht 15 10 (66,7%) 5 (33,3%)
MMP-2-Epithel negativ 59 53 (89,8%) 6 (10,2%)
(0,061)
Status positiv 32 24 (75,0%) 8 (25,0%)
MMP-2-Stroma negativ 21 18 (85,7%) 3 (14,3%)
NS
Status positiv 70 59 (84,3%) 11 (15,7%)
negativ 43 39 (90,7%) 4 (9,3%)
MMP-7 Status NS
positiv 48 38 (79,2%9 10 (20,8%)
negativ 47 40 (85,1%) 7 (14,9%)
MT1-MMP Status NS
positiv 44 37 (84,1%) 7 (15,9%)
negativ 49 41 (83,7%) 8 (16,3%)
TIMP-2 Status NS
positiv 42 36 (35,7%) 6 (14,3%)

2 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation; EXE = Exenteration

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)

Im Speziellen gab es keine signifikanten Korrelationen der MMP-Expressionen mit
dem Auftreten eines Lokalrezidivs (weder isoliert noch kombiniert mit
Fernmetastasen) (jeweils p>0,05). Die Lokalrezidivrate war jedoch auch nicht von
klinischen oder histopathologischen Faktoren beeinflusst (p>0,05). Nach kurativer
Resektion wegen eines pT1-Karzinoms trat kein Lokalrezidiv auf. Betrachtet man
die Infiltrationstiefe generell, so wurde nur ein Lokalrezidiv (3,6%) nach pT1+2-

Rektumkarzinomen beobachtet.

4.3.2 Metachrone Fernmetastasen

Patienten mit epithelialer MMP-2- und MMP-7-Expression entwickelten haufiger
Fernmetastasen (inklusive Lokalrezidiv), dieser Zusammenhang erreichte aber
keine Signifikanz (MMP-2: p=0,066; Chi*>-Test; MMP-7: p=0,098; Chi’*Test)
(Tabelle 15).
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Die praoperativ ermittelten erhéhten CEA-Werte korrelierten mit dem Auftreten

von Fernmetastasen, sowohl bei Patienten mit Fernmetastasen inklusive
Lokalrezidiv (p=0,020; Chi®) als auch bei Patienten ohne Lokalrezidiv (p=0,019,
Chi®-Test). Auch die Invasionstiefe korrelierte signifikant mit dem Auftreten von
Fernmetastasen (ohne Lokalrezidiv; p=0,043; Chi>-Test).

Patienten mit Lymphknotenbefall entwickelten ebenfalls haufiger Fernmetasten,
dieser Zusammenhang war aber nicht signifikant (p=0,081, Chi*-Test).
Fernmetastasen (inklusive Lokalrezidiv) traten haufiger bei weiblichen Patienten
auf, aber auch dieser Zusammenhang erreichte aber keine Signifikanz (p=0,071;

Chi-Test).

Tabelle 15: Metachrone Fernmetastasen (mit und ohne Lokalrezidiv)
(n=12 bzw. 13,2%)

Ohne Mit P-Wert
Parameter Kategorie n Fernmetastasen | Fernmetastasen (Chi?)
N=77 N=12
< 70 Jahre 53 46 (86,8%) 7 (13,2%)
Alter NS
> 70 Jahre 36 31 (86,1%) 5(13,9%)
mannlich 51 47 (92,2%) 4 (7,8%)
Geschlecht (0,071)
weiblich 38 30 (78,9%) 8 (21,1%)
Resektions- TAR 80 70 (87,5%) 10 (12,5%) NS
a
vertahren APE 9 7 (77,8%) 2 (22,2%)
UIiCC | 19 18 (94,7%) 1 (5,3%)
uicc i 35 31 (88,6%) 4 (11,4%)
Tumorstadium NS
uiCC Il 32 27 (84,4%) 5 (15,6%)
uiCC IV 3 1(33,3%) 2 (66,7%)
negativ (G3) 20 17 (85,0%) 3 (15,0%)
Differenzierung NS
positiv (G1+2) 69 60 (87,0%) 9 (13,0%)
pT1+2 28 27 (96,4%) 1 (3,6%)
Invasionstiefe NS
pT3+4 61 50 (82,0%) 11 (18,0%)
negativ 54 49 (90,7%) 5(9,3%)
Lymphknotenstatus NS
positiv 35 28 (80,0%) 7 (20,0%)
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nein 13 12 (92,3%) 1(7,7%)
Praoperativer CEA- Norm 61 55 (90,2%) 6 (9,8%) 0,020
Wert
Erhoht 15 10 (66,7%) 5 (33,3%)
MMP-2-Epithel negativ 58 53 (91,4%) 5 (8,6%) 0,066
Status positiv 31 24 (77,4%) 7 (22,6%)
MMP-2-Stroma negativ 20 18 (90,0%) 2 (10%) ©
Status positiv 69 59 (85,5%) 10 (14,5%)
negativ 42 39 (92,9%) 3(7,1%)
MMP-7 Status NS
positiv 47 38 (80,9%) 9 (19,5%)
negativ 47 40 (85,1%) 7 (14,9%)
MT1-MMP Status NS
positiv 42 37 (88,1%) 5 (11,9%)
negativ 48 41 (85,4%) 7 (14,6%)
TIMP-2 Status NS
positiv 41 36 (87,8%) 5 (11,9%)

8 TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitit) nicht eingeschlossen

In der Analyse der isolierten metachronen Fernmetastasen, d.h. ohne Lokalrezidiv,
waren univariat die Invasions- bzw. Infiltrationstiefe (pT-Status) sowie der
praoperative CEA-Serum-Wert signifikant mit der Inzidenz von Fernmetastasen
assoziiert (Tabelle 16).

Nach kurativer Resektion wegen eines pT1 und pT2-Rektumkarzinoms wurden
keine metachronen Fernmetastasen beobachtet, die hdchste Rate von
Fernmetastasen flir das Gesamtkollektiv wurde bei praoperativ erhéhten CEA-
Werten beobachtet (28,6%).
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Tabelle 16: Metachrone Fernmetastasen (ohne Lokalrezidiv)

(n=8 bzw. 8,8%)

Ohne Mit P-Wert
Parameter Kategorie n Fernmetastasen | Fernmetastasen (Chiz)
N=77 N=8
< 70 Jahre 51 46 (90,2%) 5 (9,8%)
Alter NS
> 70 Jahre 34 31 (91,2%) 3 (8,8%)
mannlich 50 47 (94,0%) 3 (6,0%)
Geschlecht NS
weiblich 35 30 (85,7%) 5 (14,3%)
Resektlons- TAR 76 70 (92,1%) 6 (7,9%) s
a
verfahren APE 9 7 (77,8%) 2 (22,2%)
vicC | 18 18 (100,0%) 0 (0%)
uiccC i 33 31 (93,9%) 2 (6,1%)
Tumorstadium NS
uicc il 31 27 (87,1%) 4 (12,9%)
uiCC IV 3 1 (33,3%) 2 (66,7%)
negativ (G3) 20 17 (85,0%) 3 (15,0%)
Differenzierung NS
positiv (G1+2) 65 60 (92,3%) 5 (7,7%)
pT1+2 27 27 (100,0%) 0 (0%)
Invasionstiefe 0,043
pT3+4 58 50 (86,2%) 8 (13,8%)
Lymphknoten- negativ 51 49 (96,1%) 2 (8,9%) 0.081)
status positiv 34 28 (82,4%) 6 (7,6%)
nein 12 12 (100,0%) 0 (0%)
Praoperativer o o
CEA-Wert® Norm 59 55 (93,2%) 4 (6,8%) 0,019
erhoht 14 10 (71,4%) 4 (28,6%)
MMP-2-Epithel negativ 57 53 (93,0%) 4 (7,0%) s
Status positiv 28 24 (85,7%) 4 (14,3%)
MMP-2-Stroma negativ 20 18 (90,0%) 2 (10,0%) s
Status positiv 65 59 (90,8%) 6 (9,2%)
negativ 41 39 (95,1%) 2 (4,9%)
MMP-7 Status NS
positiv 44 38 (86,4%) 6 (13,6%)
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negativ 45 40 (88,9%) 5(11,1%)

MT1-MMP Status NS
positiv 40 37 (92,5%) 3 (7,5%)
negativ 45 41 (91,1%) 4 (8,9%)

TIMP-2 Status NS
positiv 40 36 (90,0%) 4 (10,0%)

® TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitat) nicht eingeschlossen (n=14)

Analysierte man das Kollektiv hinsichtlich der Applikation einer adjuvanten
Radiochemotherapie (n=48; 52,7% der Patienten) waren keine statistischen
Signifikanzen zu dokumentieren. Die Multivarianzanalyse hinsichtlich der Gesamt-
Tumorprogression und der Inzidenz metachroner Fernmetastasen konnte weder
das Tumorstadium, die Invasionstiefe noch den CEA-Serum-Wert als
unabhangige Prognosefaktoren bestatigen (p>0,05, logistische Regression).

4.3.3 Uberlebensanalysen

Uberlebenszeitanalysen wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode (Kaplan und
Meier, 1958) durchgefihrt.

4.3.3.1 Gesamtiiberleben (overall survival)

Die 5-Jahres-Uberlebensraten (overall survival) unterschieden sich nicht
signifikant in Abh&ngigkeit von den MMP-Expressionen (Tabelle 17). Mit der
overall 5-Jahres-Uberlebens-Rate korrelierten die Invasionstiefe (p=0,037, log
rank), der praoperativ gemessenen CEA-Wert (p=0,004, log rank) und das Alter
der Patienten (p=0,05, log rank), wobei der praoperativ ermittelte CEA-Wert den
starksten prognostischen Einfluss auf die Uberlebensprognose ausiibte (overall 5-
JUL-Rate 43% bei erhdhtem CEA vs. 74% bei normwertigem CEA, p<0,01).
Patienten im UICC-Stadium | hatten eine signifikant glnstigere 5-Jahres-
Uberlebens-Rate als Patienten im UICC-Stadium Ill (5-JUL-Rate 95% im Stadium
I vs. 59% im Stadium lll, p=0,025, log rank).
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Tabelle 17: Gesamtuberleben (overall survival)

. 5-JUL-Rate
Parameter Kategorie Overall P-Wert (log rank)
< 70 Jahre 81%
Alter 0,05
> 70 Jahre 57%
mannlich 73%
Geschlecht NS
weiblich 71%
TAR 76%
Resektionsverfahren® (0,0817)
APE 45%
UICC I 95%
uICC I 73% [ —1110,0249
Tumorstadium
uiccC il 59%
UICC IV - Gesamt (0,1222)
(G3) 65%
Differenzierung NS
(G1) + (G2) 74%
pT1+2 85%
Invasionstiefe 0,0367
pT3+4 66%
negativ 81%
Lymphknotenstatus (0,0732)
positiv 58%
Préoperativsr CEA- Norm 74% 0.0041
Wert erhoht 43%
negativ 72%
MMP-2-Epithel Status NS
positiv 76%
negativ 61%
MMP-2-Stroma Status NS
positiv 76%
negativ 77%
MMP-7 Status NS
positiv 68%
negativ 78%
MT1-MMP Status NS
positiv 58%
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negativ 74%
TIMP-2 Status NS
positiv 68%
. . negativ 77%
Adjuvante Therapie NS
positiv 69%

® TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitit) nicht eingeschlossen
Die ermittelten MMP-Expressionen  korrelierten nicht den  5-Jahres-

Uberlebensraten (Abbildungen 19 - 23).

Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate in
Abhangigkeit vom epithelialen MMP-2-Status
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate

in Abhangigkeit vom stromalen MMP-2-Status
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate in

Abhangigkeit vom MMP-7-Status
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate in
Abhangigkeit vom MT1-MMP-Status
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate in
Abhangigkeit vom TIMP-2-Status

%
100
80 4
-II-—|--++----+|——|—|1_—-—|—+‘:+-—-+-- 1

60 4
=
[}
o
o TIMP-2-Status
e A0 4
@ S
o .
] * positiv
I
8 30 + Zensiert
©
=} © negativ
£
Q 0 + Zensier

0 2 4 3 8 10

Uberlebenszeit (Jahre)

58



Ergebnisse

Das Tumorstadium (UICC) war univariat signifikant mit der overall 5-Jahres-
Uberlebensrate assoziiert (overall 5-Jahres-Uberlebensrate 95% im UICC-Stadium
I, 73% im UICC-Stadium II, 59% im UICC-Stadium Ill) (Abbildung 24). In der
Multivarianzanalyse konnte das UICC-Stadium jedoch nicht als unabhangiger

Prognosefaktor identifiziert werden (p>0,05, proportional hazards).

Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurven fur die Uberlebensrate in
Abhangigkeit vom UICC-Stadium
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4.3.3.2 Rezidivfreies Uberleben (disease-free survival)

Mit der rezidivfreien 5-Jahres-Uberlebens-Rate korrelierten das Tumorstadium
(p=0,007; log rank), die Invasionstiefe (p=0,0238; log rank) und der praoperativ
ermittelte CEA-Wert (Tabelle 18), wobei der CEA-Wert den starksten
prognostischen Einfluss auf die Uberlebensprognose ausiibte (rezidivfreie 5-JUL-
Rate 46% bei erhéhtem CEA vs. 70% bei normwertigem CEA, p=0,01; overall 5-
JUL-Rate 43% vs. 74%, p<0,01).
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Tabelle 18: Rezidivfreies Uberleben (disease-free survival)

. 5-JUL-Rate
Parameter Kategorie Rezidivirei P-Wert (log rank)
< 70 Jahre 69%
Alter NS
> 70 Jahre 60%
mannlich 72%
Geschlecht NS
weiblich 59%
TAR 69%
Resektionsverfahren® NS
APE 48%
I -1 0,0395
UiCC | 89%
I -1V 0,0048
uicc i 64%
Tumorstadium -1V 0,0059
UICC Il 56%
=1V 0,0426
uiCC IV -
Gesamt 0,007
negativ (G3) 61%
Differenzierung NS
positiv (G1+2) 68%
pT1+2 84%
Invasionstiefe 0,0238
pT3+4 57%
negativ 74%
Lymphknotenstatus NS
positiv 53%
Préoperativcbar CEA- Norm 70%
Wert erhoht 46% 0,013
negativ 71%
MMP-2-Epithel Status NS
positiv 56%
negativ 64%
MMP-2-Stroma Status NS
positiv 66%
negativ 78%
MMP-7 Status NS
positiv 52%
negativ 74%
MT1-MMP Status NS
positiv 47%
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negativ 71%

TIMP-2 Status NS
positiv 57%
negativ 66%

Adjuvante Therapie NS
positiv 66%

® TAR = Tiefe anteriore Resektion; APE = Abdominoperineale Exstirpation

® Patienten mit nicht bestimmbaren CEA (Kreuzreaktivitit) nicht eingeschlossen

Die ermittelten MMP-Expressionen Kkorrelierten nicht
rezidivireien 5-Jahres-Uberlebensraten (Abbildungen 25 - 29), wobei bei die
rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate bei positiver MMP-7-Expression unglinstiger
(52%) als bei negativer MMP-7-Expression (78%) war - dieser Unterschied war

jedoch statistisch nicht signifikant (p>0,05).

signifikant  mit

Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivfreie
Uberlebensrate in Abhangigkeit vom epithelialen MMP-2-Status
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivfreie
Uberlebensrate in Abhangigkeit vom stromalen MMP-2 Status
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivfreie
Uberlebensrate in Abhangigkeit vom MMP-7-Status

%
100
80
60 4
c +
[}
=]
o MMP-7-Status
= 40 4
8 ......
) B posity
i
-é 20 + Zensiert
o )
= B negativ
£
Q 0 + Zensiert
0 2 4 53 3 10

Rezidivfreie Uberlebenszeit (Jahre)

62



Ergebnisse

Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivfreie
Uberlebensrate in Abhangigkeit vom MT1-MMP-Status
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivfreie

Uberlebensrate in Abhangigkeit vom TIMP-2-Status
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Das Tumorstadium (UICC) war univariat signifikant mit der rezidivfreien 5-Jahres-

Uberlebensrate assoziiert (rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate 89% im UICC-
Stadium I, 64% im UICC-Stadium I, 56% im UICC-Stadium IIl) (Abbildung 30).

In der

Multivarianzanalyse konnte das UICC-Stadium

jedoch nicht

als

unabhangiger Prognosefaktor identifiziert werden (p>0,05; hazard ratio 0,71;

proportional hazards).

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurven fur die rezidivireie

Uberlebensrate in Abhangigkeit vom UICC-Stadium
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5. Diskussion

Die Invasion und Metastasierung von soliden Tumoren ist ein komplexer Prozess,
der aus der sequentiellen Abfolge vieler Einzelschritte besteht. Dieser Prozess
beinhaltet die Bindung von Tumorzellen an die Basalmembran, die Degradation
des lokalen Bindegewebes, sowie die Penetration und Migration durch das
proteolysierte Stroma [24, 65, 91]. Mit Hilfe der Proteolyse kann es den
Tumorzellen gelingen, sich vom Primartumor zu I6sen, in Blut- und/oder
Lymphbahnen zu invadieren, zu disseminieren, aus dem GefaBsystem zu
extravadieren und entfernt vom Prim&rtumor Metastasen zu bilden [76] . Matrix-
Metalloproteinasen sind hierbei die Schllsselenzyme, die flir den Abbau der

extrazellularen Matrix verantwortlich sind.

Ring et al. [108] waren 1997 die Ersten, die in einer immunhistochemische Studie
einen Zusammenhang zwischen der Expression von TIMP-2 und der Prognose
zeigen konnten. Seitdem wurden weitere Studien durchgeflihrt, in der Hoffnung,
einen neuen prognostischen Marker flr diese Erkrankung zu etablieren. Bis heute
konnten allerdings keine Ubereinstimmenden Ergebnisse erzielt werden. Um
erstmals ein homogenes Patientenkollektiv zu evaluieren, wurden in dieser Arbeit
nur Rektumkarzinome, die definierte Einschlusskriterien erflllten und

standardisiert behandelt wurden, mittels Immunhistochemie untersucht.

5.1 MMP-2

Verschiedene Untersuchungen zeigten eine vermehrte Expression von MMP-2
beim kolorektalen Karzinom im Vergleich zum Adenom und zu normaler Mukosa
[30, 37, 73, 101]. In der vorliegenden Studie konnte MMP-2 im Zytoplasma der
Tumorzellen und im peritumordésem Stroma nachgewiesen werden. Dieses steht in
Ubereinstimmung mit den Studien von Masaki et al. [81], Kikuchi et al. [61],
Papadopoulou et al. [100] und Sis et al. [119] (Tabelle 19).

Die MMP-2-Expression im Tumorzell-Zytoplasma war in 33 von 94 Fallen (35,1%)
positiv, wahrend die Expression im Stroma bei 72 (76,6%) der Tumore positiv war.
Dabei korrelierte die stromale MMP-2-Expression mit der Invasionstiefe, es konnte
jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der MMP-2-Expression und
der Uberlebensprognose aufgezeigt werden. Eine Erklarung dafiir kénnte sein,
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dass der MMP-2 Antikérper, der in der eigenen Untersuchung verwendet wurde,
sowohl MMP-2 als auch proMMP-2 bindet und so nicht die Aktivitat von MMP-2

exklusiv reprasentiert.

Auch Ring et al. [108] fanden bei der immunhistochemischen Untersuchung keine
Korrelation zwischen der zytoplasmatischen Expression von MMP-2 und dem
Tumorstadium bzw. der Prognose. In ihrer Arbeit wurden 212 Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom (124 im Kolon und 88 im Rektum lokalisiert) untersucht,
von denen jedoch nur 177 kurativ behandelt wurden. In der Studie von
Papadopoulou et al. [100] gab es eine Korrelation der MMP-2-Expression mit
Grading, Dukes-Stadium und Lymphknotenbeteiligung. Mittels ELISA wiesen sie
bei 60,9% der insgesamt 64 Karzinome (36 Rektum- und 28 Kolonkarzinome) eine
erhéhte MMP-2- Antigenkonzentration im Tumorgewebe im Vergleich zum
Normalgewebe nach. Prognostische Korrelationen wurden jedoch nicht

untersucht.

Kim und Kim [62] fanden in ihrer immunhistochemischen Studie eine positive
Korrelation der MMP-2-Expression im Zytoplasma der Tumorzellen mit dem
Astler-Coller-Tumorstadium und der Tumorangiogenese. Im Stroma konnten sie
kein MMP-2 nachweisen. Levy et al. [72] wiesen immunhistochemisch eine
Erhdhung der MMP-2-Expression und mittels Nothern Blot Analyse auch einen
Anstieg des MMP-2 mRNA-Spiegels beim kolorektalem Karzinom nach.

Tutton et al. [130] untersuchten in ihrer Studie die MMP-2-Protein-Expression
immunhistochemisch, die MMP-2-mRNA-Expression mittels RT-PCR, die
Proteinkonzentration und die MMP-2-Plasmaspiegel (praoperativ sowie nach
kurativer Resektion) wurden mittels ELISA bestimmt. Die MMP-2-Expression war
im  Tumorgewebe im Vergleich zu adenomatdésen Polypen und zum
Normalgewebe signifikant erhdéht. Die vermehrte Expression war in allen
Tumorstadien mit oder ohne Lymphknotenbefall bzw. Fernmetastasen
nachweisbar. Erhéhte praoperative Plasmaspiegel von MMP-2 korrelierten mit
dem Lymphknotenbefall (N1-N3), dem Auftreten von Fernmetastasen und einer
schlechteren Prognose. Nach kurativer Resektion kam es zu einer Reduktion der
Mittelwerte der MMP-2-Plasmaspiegel. Eine Erhéhung der MMP-2-mRNA-
Expression wurde jedoch nicht gefunden.
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Dieses steht im Widerspruch zu Murashige [89] und Collins [25], in deren Studien
eine vermehrte Expression von MMP-2 nachgewiesen wurde. In der Arbeit von
Collins korrelierte die MMP-2 mRNA-Erh6hung mit dem Duke’s- Tumorstadium. In
einer Studie von Liabakk et al. [74] gab es keine Korrelation zwischen dem
Tumorstadium und der MMP-2-Expression. Es fanden sich héhere Level von
aktivierten MMP-2 bei Duke’s A als bei Duke’s C Karzinomen.

Die eigenen Ergebnisse, wie auch die von Kikuchi et al. [61] und Masaki et al. [81],
zeigen eine signifikante Korrelation zwischen der zytoplasmatischen MMP-2- und
der MT1-MMP-Expression. Dies kdnnte, ebenso wie die Korrelation von MMP-2
und TIMP-2,; im Zusammenhang mit der Aktivierung von MMP-2 stehen. Dabei
bindet TIMP-2 sowohl proMMP-2 als auch MT1-MMP. Dieser Komplex prasentiert
dann proMMP-2 einem TIMP-2-freien MT1-MMP zur Aktivierung [53, 63, 122].

Die Expression von MMP-2 in normaler Mukosa, die wir beobachtet haben, stimmt
mit den Ergebnissen anderer Studien Uberein, die zeigen, dass das Enzym haufig
im Normalgewebe exprimiert wird. Matrisian et al. [79] bezeichnen aus diesem
Grund das MMP-2-Gen als das ,house-keeping“-Gen.

Tabelle 19: Zusammenfassung vorheriger immunhistochemischer Unter-
suchungen zur Expression von MMP-2 beim kolorektalen Karzinom

Referenz Pat.-Anzahl Methoden Antlkf)rper und Resultate
Verdiinnungen
Erhbhte Expression
9 Kolon- von MMP-2 im
karzinome, Tumorzellzytoplasma
16 Rektum- ICH, _ rzezylopiasr
. ) 1:200 und im Stroma; die
Li et al., 2005 karzinome Western Lo
\ . . MMP-2 Aktivitat
[73] (jeweils Blot, Gelatin . )
korreliert mit der
Normal- und | Zymography . ,
T Invasionstiefe,
umor-
ewebe) Lymphknotenbefall
9 und Duke’s Stadium;
MMP-2-Expression im
Stroma und im
112 Neomarkers, Tumorzellzytoplasma
Sis et al., kolorektale IHC vorverdinnt korreliert mit der
2004 [119] Adeno- LymphgeféBinvasion
karzinome und dem Stadium,
keine Korrelation mit
der Uberlebenszeit
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Masaki et al 51 kolorektale Chemicon Korrelation zwischen
2003 [81] v Karzinome, IHC International; der MMP-2- und MT1-
Stadium T1 1:300 MMP-Expression
64 kolorektale MMP-2-Expression in
. erster Linie in den
Karzinome (36 .
Tumor-zellen und in
Rektum- . T
Papadopoulou | karzinome, 28 Calbiochem: Szt\:(l)erggr é'gz I(:T;r
et al., 2001 Kolon- IHC, ELISA ) ’ > ;
) 1:100 Expression korreliert
[100] karzinome), . )
. : mit Grading, Dukes-
jeweils Tumor- .
Stadium und
und Normal-
ewebe Lymphknoten-
9 beteiligung
92 Adeno- Clone 42-5D11,
karzinome des Fuji Chemicals :
Kikuchi et al., Kolons und IHC Industries; Mmt;'ezl{elzr?%ﬁsjé?n
2000 [61] des Rektums 1:100 GefaBinvasion
inkl. 11 Fern-
metastasen
36 kolorektale IHC Erhéhte MMP-2-
Mukai et al., Karzinome mit Expression in
1999 [88] Leber- kolorektalen
metastasen Karzinomen
72 kolo-rektale Zytoplasmatische
. Adeno- MMP-2-Expression;
Kim TS und karzinome (43 Oncogene die Intensitat korreliert
KIM YB, 1999 : o : gy
[62] Kplon, 13 IHC Science; 1:200 mit dem modifizierten
Sigma, 16 Astler-Coller-
Rektum), Tumorstadium und
keine Fern- der Tumorangio-
metastasen genese
212 ) .
Clone CA-4001; MMP-2-Expression
kolorektale . . )
. . (in korreliert weder mit
Ring et al., Karzinome . .
IHC Konzentrationen dem Tumorstadium
1997 [108] (124 Kolon 1.5 10 und h mit d
und 88 vor;o, , I_1un U?)ocl IEr)mt er
Rektum) pg mi) erlebenszeit
40 Adeno-
karzinome des Erhohte
al L1e9v9y1 e[t72] Kolons (30 IHC, zytoplasmatische
v Dukes’ A und Northern 1:200 MMP-2-Expression
B, 10 Dukes’ Blot korreliert mit Duke’s
C), 30 Kolon- Stadium

adenome
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5.2 Matrilysin (MMP-7)
Von 94 Tumoren, die untersucht wurden, zeigten 51 (54,3%) eine

zytoplasmatische Matrilysin-Expression. Die Expression von Matrilysin korrelierte
in der eigenen Untersuchung mit der Invasionstiefe (positive MMP-7-Expression:
14,3% bei pT1; 40,9% bei pT2; 61,7% bei pT3; 80,0% bei pT4; jeweils p<0,05).

Die Verstarkung der kolorektalen Kazinomzellinvasion kann auf einen direkten
Effekt von MMP-7 zurlckzufihren sein, da diese Proteinase viele Komponenten
der Basalmembran direkt degradiert [139]. M&glich ist aber auch eine indirekte
Wirkung von MMP-7, z.B. Uber Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 [27, 54].
Wir konnten jedoch keinen signifikanten Zusammenhang mit der Metastasierung
und der Uberlebensprognose nachweisen. Dies steht im Widerspruch zu der
Untersuchung von Adachi et al. [3], die eine Korrelation der MMP-7-Expression mit
der lokalen Lymphknotenmetastasierung und der Fernmetastasierung beim
fortgeschrittenen kolorektalen Karzinom nachweisen konnten. Untersucht wurden
83 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom, davon 5 mit Lebermetastasen. Die
Expression war in ihrer Studie, im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, haufiger in
den Dukes’-Stadien C und D als in den Stadien A und B. Die MMP-7-Expression
wurde immunhistochemisch wie auch in der vorliegenden Arbeit in den

Tumorzellen und der Zellmembran nachgewiesen.

Auch in der Untersuchung von Masaki et al. [80] ist die MMP-7-Expression positiv
mit der Fernmetastasierung und invers mit der Uberlebensrate bei friih
metastasierenden Kolonkarzinomen assoziiert. Die Autoren untersuchten 38
kolorektale Karzinome, von denen 11 initial nur lokal exzidiert wurden. In der
Studie von Ougolkov et al. [97] wurden 202 kurativ resezierte Kolonkarzinome
untersucht. 47% der Tumore waren MMP-7 positiv, 19% der Tumore zeigten eine
starke Anfarbung in der invasiven Front des Tumors. Die starke MMP-7
Expression in der invasiven Front des Tumors war signifikant haufiger bei Duke's
C Tumoren und korrelierte mit dem Auftreten von Rezidiven und schlechter
Prognose.

Zeng et al. [147] beschrieben eine starke MMP-7-Expression bei kolorektalen
Tumoren mit Lebermetastasen und zeigten einen signifikanten Zusammenhang
zwischen MMP-7-Expression und Tumorwachstum sowie der Metastasierung. Auf
der anderen Seite gab es in einer Studie von Roca et al. [110] mit 60 kolorektalen
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Karzinomen keinen Zusammenhang zwischen der MMP-7-Expression und der

Prognose (Tabelle 20).

Tabelle 20: Zusammenfassung vorheriger immunhistochemischer Unter-

suchungen zur Expression von MMP-7 beim kolorektalen Karzinom

Antikérper und

Referenz Pat.-Anzahl Methoden Verdiinnungen Resultate
Keine Korrelation der
60 kolorektale .
Roca et al., Karzinome (33 IHC MAB 3315, MMP-Zn-Eérérressmn
2006 [110] Rektum- Chemicon M .
karzinome) etastasierung und
dem Uberleben
MMP-7-Expression
Luo et al., 86 Rektum- ”:II'(i:rr,]eFI;?I'aEl- ZYMED, USA korreliert mit Dukes
2006 [77] karzinome Stadium und
PCR
Lymphknotenstatus
starke Expression in
der invasiven Front
202 Kolon- Clone 141-7B2, spielt eine
Ougolkov et karzinome IHC Fuji Chemicals Schlisselrolle in
al., 2002 [97] (nur RO- Industries; Tumorinvasion und
Resektionen) 1:100 Metastasierung und
korreliert mit
schlechterer Prognose
MMP-7 korreliert mit
der Invasionstiefe,
Clone 141-7B2, Lymphknoten-
Adachi et al., | 113 kolorektale IHC Fuji Chemicals metastasen und
2001 [2] Karzinome Industries LymphgefaBinvasion,
10 ug ml” fortgeschrittenem
Dukes-Stadium und
schlechtem Outcome
38 friih-invasive
kolorektale ;
Karzinome Zytoplasmansche
. Ll Clone 141-7B2, MMP-7-Expression
Masaki et (teilweise lokale IHC Fuii Chemical i+ E
al., 2001 [80] Exzision uji Chemicals mit Fernmetastasen
’ oo Industries; 1:50 und schlechtem
teilweise ..
; Outcome assoziiert
radikale
Chirugie)
83 kolo-rektale Clone 141-7B2; Zytoplasmansche
. ) . - . MMP-7-Expression
Adachi et al., | Karzinome inkl. Fuji Chemicals . .
\ IHC o korreliert mit
1999 [3] 5 mit Leber- Industries;
-1 Lymphknoten- und
metastasen 10 pg ml

Fernmetastasen
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5.3 MT1-MMP

MT1-MMP ist eine membranassoziierte MMP und durch ihre Funktion als Aktivator
von MMP-2 von zentraler Bedeutung fir die Degradation der Basalmembran.
In der aktuellen Studie waren 46 von 94 Tumoren (48,9%) MT1-MMP positiv,
wobei nur das Zytoplasma der Tumorzellen angeférbt wurde. Es zeigte sich dabei
ein signifikanter Zusammenhang der MT1-MMP-Expression mit der Expression
von zytoplasmatischem MMP-2, TIMP-2 und MMP-7. Ein Grund dafir kénnte die
schon erwahnte Verankerung von TIMP-2 und MMP-2 an die Zellmembran durch
MT1-MMP im Rahmen der MMP-2-Aktivierung sein [53, 114, 122].

In der Untersuchung von Malhotra et al. [78] wird ein progressiver Anstieg der
MT1-MMP-Expression von normaler Mukosa zum Adenom, zum Carcinoma in situ
und zum invasiven Tumor postuliert. Es fand sich jedoch keine Korrelation mit der
Prognose bzw. dem Auftreten eines Rezidivs. Der immunhistochemische
Nachweis korrelierte in der Studie von Kikuchi [61] mit der GefaBinvasion und der
Invasionstiefe, jedoch nicht mit Fernmetastasen. Die MT1-MMP-Expression ist in
der Studie von Bendardaf et al. [11] mit einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert,
wobei 31 von 49 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom bereits bei der
Diagnosestellung Fernmetastasen hatten (Tabelle 21).

Tabelle 21: Zusammenfassung vorheriger immunhistochemischer Unter-
suchungen zur Expression von MT1-MMP beim kolorektalen Karzinom

Antikérper und
Referenz Pat.-Anzahl | Methoden Verdiinnungen Resultate
Bendardaf 49 .. .
Clone 113-5B7, MT1-MMP assoziiert mit
etal., 2003 kolor'ektale IHC Calbiochem; 1:20 | kirzerer Uberlebenszeit
[11] Karzinome
17 Adenome,
9 Carcinoma
in situ, 8
Lymphknoten erhdhte Expression vom
Malhotra et -positive . Adenom zum Kgrzinqm,
al.. 2002 quon- IHC Calb|oche_r1n keine Korrelation m|t.
,[78] karzinome 0,2 yg ml dem Outcome un.d mit
und 17 dem Auftreten eines
Lymphknoten Rezidivs
- negative
Karzinome
ohne Rezidiv
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92 Adeno- Zytoplasmatische MT1-
karzinome Clone 114-6G6, MMP-Expression
Kikuchi et des Kolons Fuji Chemicals korreliert mit der
al., 2000 und des IHC Industries; 1:25 Invasionstiefe, stromale
[61] Rektums inkl. TIMP-2-Expression
11 Fern- korreliert mit dem
metastasen Lymphknotenbefall

5.4 TIMP-2

Obwohl TIMPs in vitro zur starken Hemmung der MMPs in der Lage sind, bleibt
ihre Rolle im Zusammenhang mit der MMP-Aktivitat und Tumorprogression in vivo
unklar [136]. In der eigenen Studie korrelierte die zytoplasmatische Expression
von TIMP-2 mit der Invasionstiefe. Dieses Ergebnis steht im Konflikt mit der
urspringlich angenommenen Funktion von TIMP-2 als Inhibitor der MMPs,
bestatigt aber die Erkenntnisse, dass TIMP-2 Uber die Komplexbildung mit
MT1-MMP MMP-2 aktivieren kann und so zum Abbau der extrazellularen Matrix
beitragt. Es konnte jedoch in unserer Arbeit kein Zusammenhang mit der

Tumorprogression und der Uberlebensprognose hergestellt werden.

In der Studie von Ring et al. [108] korrelierte die immunhistochemisch ermittelte
TIMP-2-Expression in der Basalmembran und im Stroma signifikant mit einer
langeren Uberlebenszeit. In dieser Studie mit 212 Patienten kam es zu einer
vermehrten Expression von TIMP-2 im Stroma bei Patienten mit einem priméaren
kolorektalen Karzinom ohne Metastasen im Vergleich mit Patienten mit
Metastasen. In der Studie von Roca et al. [110] korrelierte eine erhdhte TIMP-2-
Expression im Tumorzellzytoplasma und im Stroma mit einer Kkirzereren
Gesamtiberlebenszeit und stellte in  der multivariaten Analyse einen
unabhangigen Prognosefaktor dar.

Kikuchi et al. [61] fanden eine Korrelation der TIMP-2-Expression im Zytoplasma
der Tumorzellen mit der Invasionstiefe und der TIMP-2-Expression im Stroma mit
dem Lymphknotenbefall, jedoch nicht mit Fernmetastasen. Murashige et al. [89]
zeigten, dass erhdhte TIMP-2 mRNA-Level mit dem Dukes’-Tumorstadium

korrelierten.

72



Diskussion

In der Studie von Joo et al. [57] gab es keine Korrelationen zwischen dem Grad
der TIMP-2-Expression und klinisch-pathologischen Daten. Li et al. [73] wiesen in
ihrer Arbeit eine verminderte Expression von TIMP-2 im Tumorgewebe im
Vergleich zum Normalgewebe nach. Mit dem Fortschreiten des invasiven
Tumorwachstums, des Lymphknotenbefalls und des Dukes’-Tumorstadiums stieg
nicht Werte des

die TIMP-2-Expression kontinuierlich an, erreichte aber

Normalgewebes.

In der Studie von Baker et al. [7] sind die durch ELISA ermittelte TIMP-2 Level

signifikant hdher im angrenzendem kolorektalen Normalgewebe als im

Tumorgewebe selber. Die durch ELISA ermittelte TIMP-2 Konzentrationen im
Tumorgewebe sind bei Tumoren mit Lymphknoteninvasion héher als bei Tumoren

ohne Lymphknoteninvasion (Tabelle 22).

Tabelle 22: Zusammenfassung vorheriger immunhistochemischer Unter-

suchungen zur Expression von TIMP-2 beim kolorektalen Karzinom

Antikérper
Referenz Pat.-Anzahl Methoden und Resultate
Verdiinnungen
60 kolorektale
Karzinome erhdhte TIMP-2-
Roca et al., (10 Colon IHC Clone 3A4, Expression korreliert mit
2006 [110] | aszendens, 16 Novo Castra der klrzerer
Sigma, 33 Gesamtliberlebenszeit
Rektum)
9 Kolon-
karzinome, ..
. 16 Rektum- ICH, 1:200 hohere TIMP-2-
Li et al., karzinome Western Expression im
2005 [73] X . Blot, Gelatin Normalgewebe als im
jeweils Zymograph Tumorgewebe
Normal- und ymography 9
Tumorgewebe)
erhohte TIMP-2-
J;Sgset al., | 41 kolgrektale IHC Clone 2TMP04 Expression korreliert mit
[58] Karzinome Neomarkers L
ymphknotenmetastasen
92 Adeno- zytoplasmatische TIMP-2-
Ki . karzinome des Clone 67-H411, Expression korreliert mit
ikuchi et .. . ) .
al. 2000 Kolons und IHC Fuji Chermcals der Invasionstiefe,
’[61] Qes Rektums Industries; stror_nale TIMI?-2 _
inkl. 11 Fern- 1:100 Expression korreliert mit
metastasen dem Lymphknotenbefall
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Es gibt keinerlei
Joo etal., | 45 kolorektale Neomarkers; Korrelationen zwischen
1999 [57] | Karzinome IHC 1:120 dem Grad der TIMP-2-
' Expression und klinisch-
pathologischen Daten
212
kolorektale Clone T2-101 TIMP-2-Expression in der
Ring et al., Karzinome IHC (1,5, 10 und 26 Basalmembran und im
1997 [108] (124 Kolon T I Stroma korreliert mit einer
und 88 kg i) langeren Uberlebenszeit
Rektum)
die vermehrte
29 Kolon- CIo_rje 67—4.H1 1, zytop_lasmatische
Tomita und adenome Fuji Chemlcals Expre_ssmn von TIMP-2
\wata o5 Adenoi IHC, Zymo- Industries; stlm_mt mit dem
1996 [1’29] karzinome des graphie 1:100 mehrstufigen Prozes§ der
Kolons Tumorgenese (tubulares
Adenom —
Adenokarzinom) Gberein

ICH = Immunhistochemie

5.5 Bewertung der eigenen Ergebnisse und Schlussfolgerung

Die chirurgische Therapie bildet die Grundlage in der kurativen Therapie des
Rektumkarzinoms und ist der entscheidende Prognosefaktor. Das Ausmal der
lokalen Tumorausbreitung und der Lymphknotenbefall sind wesentliche
prognostische Parameter fiir die lokale Tumorkontrolle und das Uberleben.
Entscheidend

Lokalrezidivs, da sonst die Uberlebensraten signifikant absinken [21]. Hierbei hat

in der chirurgischen Therapie bleibt die Vermeidung eines

die totale mesorektale Exzision (TME) zu Lokalrezidivraten von unter 10% geflhrt
[21]. Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel, ,neue®, d.h. tumorbiologische und
identifizieren, die den individuellen

molekulare  Prognosefaktoren zu

Krankheitsverlauf charakterisieren.

Betrachtet man die publizierte Literatur zur Bedeutung und prognostischen Rolle
der Matrix-Metallproteinasen, so zeigt sich deutlich, dass die Expression der
Matrix-Metalloproteinasen (auf Gen- oder Proteinebene) beim Kkolorektalen
Karzinom im Vergleich zu normaler Kolon- und Rektumschleimhaut erhéht ist —
wobei die prognostische Signifikanz widersprichlich ist. Vergleicht man die
Ergebnisse unserer Untersuchung mit der aktuellen Literatur, so offenbart sich,

dass die publizierten Ergebnisse sich fast ausschlieBlich mit der Entitat
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.Kolorektales Karzinom“ beschéaftigen und die untersuchten Kollektive nicht
homogen hinsichtlich des Therapieziels sind. Deshalb war es Ziel der
vorliegenden Studie, ein homogenes Patientengut zu evaluieren, was folglich die
relativ kleine Patientenzahl erklart.

Wenn man die aktuellen Publikationen, die sich mit der Rolle der Matrix-
Metalloproteinasen (sowohl auf der Gen als auch auf der Proteinebene) beim
Rektumkarzinom befassen, vergleicht, scheint es, als wirde Matrilysin (MMP-7)
eine Schlisselrolle bei der Tumorprogression spielen: Luo et al. [77] untersuchten
die MMP-7-Expression in Rektumkarzinomgewebe und rektalem Normalgewebe
sowohl immunhistochemisch als auch auf mMRNA-Ebene. lhre Ergebnisse zeigten,
dass die MMP-7-Expression in Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe
erhoht ist. Desweiteren korrelierte die MMP-7-Expression mit dem Tumorstadium,
der histologischen Differenzierung und dem CEA-Wert, es wurden jedoch keine
prognostischen Daten untersucht. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Roeb
et al. UOberein [110], die eine erhdhte mRNA-Konzentration im

Rektumkarzinomgewebe im Vergleich zum Rektumnormalgewebe nachwiesen.

In einer kirzlich verdffentlichten Studie von Kurokawa et al. [68] wurden 494
Kolon- und Rektumkarzinompatienten untersucht, um Risikofaktoren flr
Lymphknotenmetastasen bei pT1-Tumoren zu identifizieren. Die Autoren konnten
mit Hilfe einer cDNA-Array-Untersuchung demonstrieren, dass die MMP-7-
Expression ein unabhangiger Risikofaktor fir Lymphknotenmetastasen ist [68].
Adachi et al. [3] konnten eine Korrelation der MMP-7-Expression mit der lokalen
Lymphknotenmetastasierung und der Fernmetastasierung beim fortgeschrittenen

kolorektalen Karzinom nachweisen.

Fasst man die Ergebnisse der Studien, die die Rolle von MMP-7 untersucht haben
zusammen, stehen die Ergebnisse unserer Arbeit im Einklang mit diesen.
Dadurch, dass das eigene Patientenkollektiv relativ klein ist (n=94), ist eine
generelle und konklusive Verallgemeinerung der Ergebnisse nur mit
Einschrankungen mdéglich. Auf der anderen Seite war es unser Bestreben, ein
homogenes Kollektiv von Patienten mit einem Rektumkarzinom zu gewéhrleisten,

die alle nach den aktuell gulltigen onkologischen Standards standardisiert
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behandelt wurden. Ubereinstimmend mit den anderen Untersuchungen, zeigen
unsere Ergebnisse, dass die MMP-7 Protein-Expression mit dem pT-Status
zunimmt; die niedrigste MMP-7-Expressionsrate zeigte sich beim pT1-Tumoren
(14.3%), die hochste bei pT4-Tumoren (80%). Hinsichtlich der Prognose zeigten
MMP-7 positive Tumoren eine hdhere Rezidivrate und eine schlechtere
Uberlebensprognose verglichen mit MMP-7 negativen Tumoren, die Ergebnisse
waren jedoch statistisch nicht signifikant.

Die eigene Studie hatte das Ziel, die MMP-Protein-Expression mit klinischen,
histopathologischen und prognostischen Daten zu korrelieren. Unsere Daten
zeigen, dass MMP-2, MMP-7, MT1-MMP und TIMP-2 keine prognostische
Relevanz beim kurativ resezierten Rektumkarzinom besitzen. Aufgrund der
geringen Patientenzahl ist, wie schon erwahnt, eine Verallgemeinerung der
Ergebnisse nur mit Einschrdankungen mdéglich. Hingegen zeigen die aktuell
publizierten Studien, dass die MMPs eine wichtige Rolle bei der Progression von
normaler Mukosa zum invasiven kolorektalen Adenokarzinom spielen [68, 70, 77,
105, 111]. Trotzdem ist die prognostische Bedeutung der MMPs zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht abschlieBend geklart, mehrere Studien
konnten keinen Beweis daflr finden, dass die MMPs ein Prognosefaktor beim
kolorektalen Karzinom darstellen [78, 110, 119]. Vor dem genannten Hintergrund
und als Folge der eignen Untersuchungen ist eine abschlieBende Beurteilung
hinsichtlich der prognostischen Relevanz nicht definitiv méglich.

Ubereinstimmend mit den aktuellen Studien ist lediglich die Aussage méglich,
dass sowohl die MMP-Protein-Expression, der MMP-mRNA- und der MMP-
Plasmaspiegel beim kolorektalen Karzinom im Vergleich zum Normalgewebe
erhéht sind [68, 70, 77, 105, 111]. Inwieweit dieses Phanomen wirklich einen
Einfluss auf die Prognose hat, missen weitere Untersuchungen an homogenen
Patientenkollektiven, mit einer Differenzierung zwischen Kolon- und

Rektumkarzinomen und mit einer ausreichend hoher Patientenanzahl klaren.
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6. Zusammenfassung

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie substratspezifischer
Endopeptidasen, denen ein Zinkionen-Komplex im aktiven Zentrum gemeinsam
ist. Alle Mitglieder der Familie kdnnen, neben anderen biologischen Funktionen,
Bestandteile der extrazellularen Matrix abbauen. Tumorinvasion, Metastasierung,
und Angiogenese sind von einer kontrollierten Degradation der extrazellularen
Matrix abhangig und eine erhéhte MMP-Expression scheint mit der Invasion und

Metastasierung maligner Tumoren assoziiert zu sein.

Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieser Studie, die prognostische Relevanz der
immunhistochemisch ermittelten Expression von Matrix-Metalloproteinasen mit
klinischen und histopathologischen Faktoren beim Rektumkarzinom zu

bestimmen.

Paraffinschnitte von 94 kurativ wegen eines Rektumkarzinoms resezierten
Patienten (1996-2002) wurden immunhistochemisch auf folgende MMP-
Expressionen untersucht: MMP-2 (eMMP-2: Epithel; sSMMP-2: Stroma) (MAK Klon
75-7F7), MMP-7 (MAK Klon ID2), MT1-MMP (MAK Klon 114-6G6) und TIMP-2
(MAK T2-N IC3). Eine Expression wurde als positiv definiert, wenn mindestens
10% der Tumorzellen lichtmikroskopisch eine Anfarbung aufwiesen. Die MMP-
Expression wurde mit klinisch-histopathologischen Daten des prospektiven
Tumorregisters und der Tumornachsorge korreliert. Die kurative Resektion mit
totaler mesorektaler Exzision (TME) beim Rektumkarzinom wurde standardisiert
nach onkologischen Grundsatzen durchgefiihrt. Endpunkie der prognostischen
Analyse (91 Patienten) waren Tumorprogression (Lokalrezidiv und/oder
metachrone Fernmetastasen) sowie 5-Jahres-Uberlebensraten nach Kaplan-Meier
(Gesamtiiberleben, rezidivireies Uberleben). Signifikanzberechnungen im Hinblick
auf die prognostische Relevanz erfolgten uni- und multivariat (p<0,05 statistisch
signifikant).

35% (33/94) der Karzinome waren eMMP-2-positiv, 77% (72/94) waren sMMP-2
positiv, 54% (51/94) waren MMP-7-positiv, jeweils 47% (46/94) zeigten einen
positiven MT1-MMP- bzw. TIMP-2-Status. Der MMP-7-Nachweis Kkorrelierte
signifikant mit der Invasionstiefe (pT-Status) und der TIMP-2-Expression (p<0,01).
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Es bestanden jedoch keine weiteren Korrelationen der MMPs mit klinisch-
pathologischen Parametern wie Alter, Geschlecht, Tumorstadium (UICC),
Grading, CEA, Invasionstiefe oder Lymphknotenstatus (p>0,05).

Nach einem mittleren Follow-up von 46 Monaten kam es bei 15,4% (14/91
Patienten) zu einer Tumorprogression. Hierbei konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der MMP-Expression und der Inzidenz eines
Lokalrezidivs und/oder von Fernmetastasen dokumentiert werden. Die 5-Jahres-
Uberlebensraten unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant in Abhéngigkeit von
den MMP-Expressionen. Den stéarksten prognostischen Einfluss auf die
Uberlebensprognose (ibte der préoperativ ermittelte CEA-Wert aus. Serum-CEA
und Tumorstadium waren jedoch in der Multivarianzanalyse keine unabhangigen
Prognosefaktoren.

Der immunhistologische Nachweis von Matrix-Metalloproteinasen in einem
homogenen  Kollektiv ~ (nur  RO-Resektionen mit TME, adjuvante
Radiochemotherapie in den UICC-Stadien Il und lll, komplette intrainstutionelle
Tumornachsorge) zeigte keine prognostische Relevanz beim kurativ resezierten

Rektumkarzinom.
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8. Anhang

8.1 TNM-Klassifikation

Tabelle 23: TNM-Klassifikation und Stadiengruppierung
Rektumkarzinom (UICC 1997)

T Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fir Prim&rtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submucosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tu_mor infiltrie_rt die Mgscularis propria hindurch in .die Subserosa oder
in nicht peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder

perforiert das viszerale Peritoneum

Tabelle 24: Regionare Lymphknoten (UICC 1997)

N Regionare Lymphknoten

NX Regionére Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
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Tabelle 25: Fernmetastasen (UICC 1997)

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 26: Residualtumor (UICC 1997)

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 27: Grading (UICC 1997)

GX Differenzierung kann nicht bestimmt werden
G1 Gute Differenzierung

G2 MaBige Differenzierung

G3 Schlechte Differenzierung

G4 Undifferenziert
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Tabelle 28: Stadiengruppierung
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8.3 Materialverzeichnis

8.3.1 Primarantikorper

Anti-MMP-2 (Ab-4) Monoclonal Antibodies; Human (Mouse); Cat.No IM51L;
Calbiochem, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Anti-MMP-7 (Ab-3) Monoclonal Antibodies; Human (Mouse); Cat.No IM71L;

Calbiochem, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Anti-MT1-MMP (Ab-3) Monoclonal Antibodies; Human (Mouse); Cat.No IM42L;
Calbiochem, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Anti-TIMP-2 (Ab-4) Monoclonal Antibodies; Human (Mouse); Cat.No IM82;
Calbiochem, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

8.3.2 Sekundarantikérper

EnVision+ System-HRP Labelled Polymer; Anti-mouse

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

8.3.3 Negativkontrolle

Mouse IgG1; Code No. X0931, DakoCytomation, Glostrup, Danemark
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8.3.4 Chemikalien und Lésungen

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Tabletten; Sigma-Aldrich  ChemieGmbH,
Steinheim, Deutschland

Aceton (far Analyse); Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Barbital-Puffer nach Michaelis (0,1 molar); Apotheke Universitatsklinikum S-H,
Lubeck, Deutschland

ChemMate™ Antibody Diluent; DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Eosin G-Lésung 0,5 % wassrig (Microscopy); Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 100 % (vergéllt); Apotheke Universitatsklinikum S-H, Labeck, Deutschland

Hamalaunlésung sauer nach Mayer; Dr. K. Hollborn und Séhne, Leipzig,
Deutschland

Microscopy Aquatex; Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid; Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

N,N-Dimethylformamid; Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland
PBS-Puffer Dulbeccos (Phosphate Buffered Saline); Gibco, England
Peroxidase Blocking Reagent; DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Protein Block Serum-Free; DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Trizma® hydrochloride; Sigma-Aldrich ChemieGmbH, Steinheim, Deutschland

Trizma® base; Sigma-Aldrich ChemieGmbH, Steinheim, Deutschland
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Tween®20 (for molecular biology); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Wasserstoffperoxid (H2 O 2) 0,5%; Apotheke Universitatsklinikum S-H, Liibeck,
Deutschland

Xylol (reinst/lsomerengemisch); Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure monohydrate; Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

8.3.5 Gerate und weitere Materialien

Deckglaser; Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Cytotrager; Shandon Scientific, Runcorn, Cheshire, England

Faltenfilter 595 1/2; Schleicher & Schuell Microscience, Dassel, Deutschland

Mikroskop; Axioskop; Zeiss, Jena, Deutschland

Millipore-RO-System  (Wasseraufbereitung); Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Pipetten; Eppendorf Research, Hamburg, Deutschland

Schdttler: KS 250; IKA Labortechnik, Deutschland

SuperFrost® Plus-Objekttrager; Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Zentrifuge: Biofuge 22R, Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland
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8.4 Abkurzungen

Hg Mikrogramm

5-FU 5-Fluoruracil

°C Grad Celsius

CEA karzinoembryonales Antigen

cm Zentimeter

EGF Epidermal Growth Factor

FAP Familiare Adenomatése Polyposis coli
FGF-2 Fibroblast Growth Factor

g Gramm

G Differenzierungsgrad (Grading)

h Stunde

kDa Kilodalton

M Metastasierungsgrad

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

MMP Matrix-Metalloproteinasen

N Lymphknotenbefall

ng Nanogramm

NS nicht signifikant

p Histopathologischer Befund

S Sekunde

T Tumorausdehnung

UICC Union Internationale Contre le Cancer
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
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8.5 Publikation und Preis

8.5.1 Vortrags- und Posterprasentation

Matrix-Metallproteinasen beim Rektumkarzinom: Immunhistologie  mit
prognostischer Relevanz? (Posterprasentation)

O. Schwandner, A. Schlamp, R. Broll, H.-P. Bruch

175. Kongress der Vereinigung Nordwestdeutscher Chirurgen, Géttingen, 2.-4.
Juni 2005

Clinicopathologic and prognostic significance of matrix-metalloproteinases in rectal
cancer (Posterprasentation)

A. Schlamp, R. Broll, H.-P. Bruch, O. Schwandner

9. Chirurgische Forschungstage, Frankfurt am Main, 19.-21. September 2005

8.5.2 Publizierter Abstract

Clinicopathologic and prognostic significance of matrix-metalloproteinases in rectal
cancer

A. Schlamp, R. Broll, H.-P. Bruch, O. Schwandner

Langenbeck's Arch Surg 2005; 390: 448-494

8.5.3 Publikation
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