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Using the recently developed techniques of molecular biology, staging and follow up of patients with malignant
diseases will improve. At the University Hospital in Olomouc, patients suffering from colorectal cancer are
registred and a intensive prospective follow up is documented. In addition, a variety of parameters measured with
methods using molecular biology is used to describe further the disease of the individual patient. Combining these
data, it is hoped, that staging and monitoring of adjuvant treatment is improved.

EINLEITUNG

Der Fortschritt in der Onkologie verschiebt sich heute
vom Bereich modernster préklinischen Diagnostik z. B.
durch Computertomographie auf die Ebene der ein-
zelnen Tumorzellen, wo durch molekularbiologische
Methoden neue Erkenntnisse gewonnen werden konnen.
Ergebnisse dieser Forschungen von Tumorerkrankungen
auf die Ebene der Finzelzellen werden nach heutigen
Erkenntnissen in ndherer Zukunft eine wichtige Rolle
im Kampf gegen Tumoren spielen. Die Mehrzahl dieser
Methoden ist leider sehr teuer und auch noch im Sta-
dium der préklinischen Evaluation und so ist ihre Ein-
fithrung in die alltigliche klinische Anwendung noch
mit Problemen verbunden. Bei der Auseinandersetzung
mit dieser Problematik muss man sich auch als iiber-
wiegend Kklinisch titiger Chirurg sehr gut informieren
und sich mit neuen Erkenntnissen vertraut machen und
vor dieser Herausvorderung nicht zuriickschrecken!® 17,

Die Analytik des genetischen Materials einer Tumor-
zelle dient zur Prézisierung der Tumordiagnostik und
moglicherweise auch in Zukunft zum Monitoring des
Erfolges einer Tumortherapie und zur prognostischen
Beurteilung einer Tumorerkrankung. Auf der Analyse
von Einzelzellreaktionen beruht auch die sog. Tumor-
immunologie> *. Aus diesen beiden Forschungsrichtungen
diirften in Zukunft die Hauptimpulse fiir Therapie-
strategien gegen Tumoren erwachsen. Im Augenblick
gilt jedoch weiterhin, dass die wesentliche therapeutische
MaBnahme eine radikale chirurgische Entfernung des
Tumors ist. In zweiter Linie treten dann adjuvante
Chemo- und Radiotherapien bzw. jetzt langsam auch
zunehmend die sog. Immunotherapie in Aktion. Durch
die Untersuchung des Tumorgewebes mit den o. g.
molekularbiologischen Methoden verschiebt sich die

Bewertung eines Tumorleidens von der reinen diskre-
tiven morphologischen Betrachtung zu einer mehr funk-
tionell molekularbiologisch bestimmten® - !> . Eine
wichtige Charakterisierung von Tumorzellen sind quan-
titative Verdnderungen in DNA-Gehalt. Eine hierzu zu
verwendende Methode ist die sog. Durchflullzytometrie.
Es hat sich herausgestellt, dass z. B. die Zahl vorhandener
Chromosomensitze in einer Tumorzelle einen prog-
nostisch relevanten Faktor darstellt, eine solche Unter-
suchung kann mit der Durchflufzytometrie gut
durchgefithrt werden. Wir selbst verwenden dariiber
hinaus noch die Methode des Nachweises bestimmter
intrazellularer Bestandteile der DNA oder intrazellu-
larer Proteine, die durch verschiedene Fluoreszens-
farbstoffe markiert werden kénnen und die ebenfalls
relevante Prognoseparameter fiir das Tumorleiden dar-
stellen® 1415,

KONZEPT DES VORGEHENS IN OLOMOUC

Der gesamte Bereich der Forschung auf zelluldrer
Ebene entwickelt sich auch bei uns sehr intensiv und ist
in rascher Bewegung. Um hierbei die Ubersicht zu
behalten und Methoden zu entwickeln, die in der Kkli-
nischen Praxis gut anwendbar sind, ist es erforderlich,
ein Schema fiir das diagnostische Vorgehen aufzustellen™
61112 Zjel der molekularbiologischen Untersuchungen
des gewonnenen Materials muss die Prézisierung der
Tumordiagnostik, das Monitoring der Tumorerkrankung
und die Dokumentation der Reaktion auf Antitumor-
therapien sein, so dass das Ergebnis dieser Forschungen
direkt dem Patienten im Sinne einer Therapieopti-
mierung zu Gute kommt* % 3 8 Dafiir ist es notig,
umfangreiche statistische Erhebungen im Sinne von
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Tumorregistern zu bilden, bei denen moglichst viele
Parameter mit der Prognose der Patienten korreliert
werden miissen. In dieser Phase befinden wir uns in der
Gegenwart in Olomouc und wir standardisieren die
durchzufiihrenden Untersuchungen im Rahmen einer
prospektiven Untersuchung.

ERGEBNISSE

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms in unserer
Population ist sehr hoch?. Die Tschechische Republik
nimmt in der europédischen Statistik leider einen der
ersten Plitze ein. Die Abbildungen 1 und 2 zeigen ein
allmihliches Ansteigen der Inzidenz des kolorektalen
Karzinoms in Tschechien, im Bezirk Olomouc und in
Bezug auf unsere eigene Klinik, die eine der vier chi-
rurgischen Erfassungsstellen in unserem Bezirk ist. In

44 07

6096 6194

6172

1989 1990 1991

6254

149 171 153
123
15 17 20 22

1992

Acta Univ. Palacki. Olomuc., Fac. Med.

den letzten 10 Jahren haben wir in unserer Klinik
insgesamt 253 Kranke an einem kolorektalen Karzinom
operiert, bei denen insgesamt 265 radikale und palliati-
ve Eingriffe durchgefiihrt wurden (Tab. 1). Die Lokali-
sation des kolorektalen Karzinoms in diesem Krankengut
entspricht dabei den bereits bekannten statistischen
Verteilungen (Tab. 2). Die Ergebnisse unserer chi-
rurgischen Therapie bei diesem Krankengut zeigt Tabelle
3. Tabelle 4 zeigt die klassischen onkologischen Marker
mit Spezifitit fiir das kolorektale Karzinom. Die Er-
gebnisse dreier Parameter zur Beurteilung der Zellen-
aktivitiat werden in den Tabellen 5, 6, 7 und 8 angezeigt.
Diese Daten geben den hohen Stand der Aktivititen
der Tumorforschung im Bereich der zelluliren und
subzellularen Strukturen in Olomouc wieder, diese
Ergebnisse beruhen auch auf einer internationalen
Zusammenarbeit mit verschiedenen Labors.
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Abb. 1 Inzidenz des kolorektalen Karzinoms in der Tschechischen Republik, im Bezirk Olomouc und auf der II. chirurgischen Klinik 1989-1995
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Abb. 2 Inzidenz des kolorektalen Karzinoms im Bezirk Olomouc und auf der II. chirurgischen Klinik 1989-1998
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Tabelle 1. Chirurgie des kolorektalen Karzinoms
Eigenes Patientenkollektiv 1989-1998

Die Zahl der Kranken 253 (Alter 24-97 J.)

Manner 149 (durchschn. Alter 65.8 J.)

Frauen 104 (durchschn. Alter 65.3 J.)
Die Zahl der Operationen 265

radikale 174

paliative 79

Op. der schwerwiegenden

Komplikationen 12

Tabelle 2. Chirurgie des kolorektalen Karzinoms 1989-1998
Tumorlokalisation und Histologie

Tumorlokalisation

Rectum 32.4%
Sigma 25.7%
Rectosigma 16.2%
andere 25.7%
Histologie
Adenokarzinom 88%
undifferenziertes Karzinom 9%
andere 3%

Tabelle 3. Ergebnisse der chirurgischen Therapie des kolorektalen
Karzinoms 1989-1998

Die Zahl der Komplikationen

belanglosen (Eitern, Wundendehiscenz usw.) 16 (6.3%)
belangvollen (Dehiscenz der Anastomose usw.) 12 (4.7%)
Nachoperative Letalitét bis 30 Tage 15 (5.9%)

(13x Herzenkollaps, 2x Peritonitis)

Tabelle 4. Klassische onkologische Marker mit Spezifitit fiir kolo-
rektales Karzinom

(Laboratorium der onkologischen Klinik der medizinischen Fakultét
Olomouc)

Benennung Norm
Karzinom-embryonaer Antigen (CEA) 0-5 ng (ev. bis 10 ng)
Karbohydratenantigen (CA 19-9) bis 37 U/ml

Gewebe-polypeptidenantigen (TPA)
Lipidverbundene Sialsdure (LSA)

bis 1 ng/ml = 100 U/I
bis 22 mg/100 ml = 220 mg/l

Tabelle 5. Ubersicht der untersuchten Parameter im Rahmen der
Zusammenstellung der pradiktiven Onkologie

(Laboratorium der experimentellen Medizin, Kinderklinik der medi-
zinischen Fakultit und des Fakultitskrankenhauses Olomouc)

I. Chemoresistenz
1. Proliferative Aktivitat und genetische Stabilitét des Tumors
I1l. Weitere prognostische Parameter

Acta Univ. Palacki. Olomuc., Fac. Med.

Tabelle 6. Chemoresistenz

*  Untersuchung der Chemoresistenz in vitro — MTT Test —
38 standardgetesten Medikamente — TCS90

*  Feststellen der Expression der MDR-assotiierten Proteine
P — Glykoprotein (WB, FACS, ICC, IHC),

MRP (WB, ICC, IHC),
LRP (WB, ICC, IHC),
Topoisomerase | (WB, ICC, IHC),
Topoisomerase || (WB, ICC, IHC),

Glutathion-S-Transferase (WB, ICC, IHC)

*  Beurteilung der medizinischen Antwort in vivo aus bioptischem
Material
Das Prozent der apoptoischen Zellen (Morfologie, TUNEL.DNA-
Ladder)
Analyse des Zellenzyclus (FACS, WB, ICC, IHC)

Tabelle 7. Proliferative Aktivitit und genetische Stabilitidt des Tumors

DNA-Synthese (BrdU Inkorporation, 3H-Thymidin Inkorporation)
PCNA (WB, ICC, IHC)

Ki67 (ICC, IHC)

Zycline (WB, FACS, ICC, IHC)

Ploiditat der Tumorzellen (FACS)

Analyse des Zellenzyclus (FACS, WB, ICC, IHC)

Funktion p53 — Proteinkummulation (WB, ICC, IHC)
Veranderungen in TP53 Lokus-Deletion, Amplifikation (FISH)

EE I

Tabelle 8. Weitere prognostische Parameter

RB (WB, ICC, IHC, FISH)

c-myc (SB, WB, ICC, IHC, FISH)

n-myc (WB, ICC, IHC)

Her2/neu (WB, ICC, IHC, FISH)

Die Tumorvaskularisation (Morfologie, CD61)

Das Prozent der apoptoischen Zellen (Morfologie, TUNEL.DNA-

Ladder)

Aktivitét der Telomerase (PCR)

*  Feststellung der Lange der Telomeren (SB)

*  Die Expression und Aktivitét der Proteine des Zellenzyclus: cdk 1-7,
Zycline A, D, E, B, H, der nattirlichen cdk-Inhibitoren: p21, p27,
p57, p15, p16 (FACS, WB, ICC, IHC, ELISA, Substrat-
phosphorilation-Teste)

*  Aktivitét der Matrix-Meta oproteinasen (ICC, IHC, ELISA,

Enzymteste)

EE I

*

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Von der begonnenen prospektiven Untersuchungs-
reihe erwarten wir einen wesentlichen Beitrag fiir die
Diagnostik und Behandlung von Patienten mit kolo-
rektalem Karzinom in unserem Einzugsbereich. Wir
erhoffen uns eine Optimierung der adjuvanten Therapie
und moglicherweise auch Ansitze fiir neoadjuvante
Therapien. Weiterhin wird in Zukunft iiber die Er-
weiterung der Analytik und die Einfithrung neuer Thera-
pien, z. B. spezifischer Vaccinationen, nachzudenken
sein.
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