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Einleitung

1 Einleitung

Als kolorektales Karzinom (KRK) bezeichnet man eine tumordse Erkrankung des Dick-
darms. Das KRK entwickelt sich iiber Jahre hinweg ausgehend von einfachen Darmpo-
lypen {iber Adenome bis hin zum Karzinom (HERMANEK P 1987; JESS T et al. 2005; MOR-
SON BC 1974).

Jedes Jahr erkranken weltweit liber 1,3 Millionen Menschen am KRK. Davon erliegen
fast 700.000 Menschen den Folgen der Erkrankung (INTERNATIONAL AGENCY FOR RE-
SEARCH ON CANCER / WHO / TARC 2012).

Das KRK ist weltweit die dritthdufigste Krebserkrankung bei Méannern (746.000 Fille /
Jahr) und die zweithdufigste Krebserkrankung bei Frauen (614.000 Fille / Jahr). In den
elf Jahren von 2002-2012 hat sich die Zahl der Erkrankungen mehr als verdoppelt und

die Inzidenz an einem KRK zu erkranken stieg im selben Zeitraum von 9 auf 10%.

Dabei wurden fast 55% aller KRK in den hoher entwickelten Staaten (den sog. Industrie-
landern) sowohl fiir weibliche als auch mannliche Patienten erfasst. Die Mortalitét liegt
in den Industriestaaten mit fast 48% jedoch etwas niedriger als in den landwirtschaftlich
gepragten Landern (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER / WHO /TARC
2012; SHIKE M et al. 1990). Das spricht fiir eine grundsitzliche Behandlungsfahigkeit,
allerdings noch auf einem Niveau mit offensichtlichem Optimierungspotential. Hier wie
anderswo scheint nur eine moglichst frithe Vorsorgeuntersuchung mit einer entsprechen-

den Diagnostik und mdoglichst frithzeitiger Behandlung Erfolg zu versprechen.

Aus diesem Grund ist es sinnvoll FritherkennungsmafBinahmen zu treffen. Eine bereits
angebotene, zuverldssige Vorsorgeuntersuchung bzw. Diagnostik kann per Koloskopie
erfolgen. Damit lassen sich bereits sehr frithe Stadien mit Polypen entdecken und durch
Entfernung dieser eine Entartung vermeiden. Die Koloskopie gehort in Deutschland zu
den Standard-Vorsorgeuntersuchungen ab dem 55. Lebensjahr der gesetzlichen und pri-

vaten Krankenversicherung.

Zu bemerken ist jedoch, dass diese Untersuchung ausschlieBlich in Deutschland als Vor-
sorgemafinahme zur Anwendung kommt. In anderen Léndern findet diese Untersu-

chungsform keine solche Anwendung.
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Einleitung

Des Weiteren nutzten bis 2010 jéhrlich nur etwa 4,2 Millionen Versicherte das Angebot
der Fritherkennungskoloskopie. Dies umfasst, in der Altersgruppe von 55 bis 74 Jahren,
nur ca. 18,3% der Ménner und 20,1% der Frauen (SCHAFER M et al. 2012). Seit 2012 hat
die Bereitschaft zur Koloskopie stetig abgenommen (LERCH M 2014). Aktuell wird sie
auf ca. 14% geschétzt (HARDT PD 2017).

Eine alternative Screeningmethode bzw. Sekundérprdavention ist der international ge-
nutzte Test auf okkultes Blut (Fecal Occult Blood Test = FOBT). Dieser ist sehr kosten-
giinstig und non-invasiv, bietet jedoch nur eine sehr geringe Sensitivitit fiir Adenome und

Karzinome (MANDEL JS et al. 2000)

Wiinschenswert ist somit ein hochsensitiver und non-invasiver Test, der bisherige Vor-

sorgeuntersuchungen ergénzen oder sogar ersetzen kann.

Ein vielversprechender Tumormarker, der von Eigenbrodt entdeckt und von Hardt und
Mazurek im Hinblick auf das Kolonkarzinom untersucht wurde, ist die dimere (M2) Form
der Pyruvatkinase (M2-PK) (EIGENBRODTE et al. 1992; HARDT PD et al. 2003b; HARDT
PD et al. 2004c¢).

Die Pyruvatkinase ist in allen lebenden Zellen fiir die Energieversorgung essentiell, findet
sich aber nur in eukaryotischen Zellen durch Zuckermolekiile modifiziert. Man spricht
daher von Glykosylierung. Eine Besonderheit ist die Nachweismoglichkeit dieses Enzy-
mes bzw. Markers im Stuhl des Patienten. Da sich die von Bakterien ausgeschiedenen
Pyruvatkinase-Molekiile durch die fehlende Glykosylierung unterscheiden, haben Sie
keinen Einfluss auf die Untersuchung mittels selektiver Antikorper (EIGENBRODT E et al.
1992; HARDT PD et al. 2003b; HARDT PD et al. 2004c).

Im Rahmen dieser Arbeit wird der M2-PK - Marker in einem gro3en multizentrisch pros-
pektiv evaluierten Patientenkollektiv untersucht. Es wird dessen Nutzen als Marker bei

der Diagnostik von KRK untersucht.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Das kolorektale Karzinom

2.1.1 Klassifikation

Unter dem Begriff des kolorektalen Karzinoms (KRK) werden alle malignen Tumore des
Kolons und Rektums zusammengefasst. Diese machen ca. 90% aller Karzinome im Darm
aus. Es ergibt sich eine Verteilung im Dickdarm von 60% im Rektum, 20% im Sigmoid,
10% im Caecum und 10% in anderen Lokalisationen im Darm (Colon asc. / transv. /

desc.) (SCHALHORN A et al. 2006).

Dies ist relevant, da je nach Ort des KRK die Tumore unterschiedliche Verteilungen in

Bezug auf Geschlecht und Alter aufweisen (IACOPETTA B 2002).

Tumore des proximalen Kolons treten gehéduft bei Frauen und élteren Patienten auf. Da-
gegen werden Tumore im distalen Kolon eher von Ménnern und jiingeren Patienten ent-

wickelt (MATANOSKI G et al. 2006; NAWA T et al. 2008).

Uber 90% der entdeckten Karzinome sind aus Driisengewebe hervorgegangen und bilden
damit sogenannte Adenokarzinome (AMERICAN CANCER SOCIETY 2013). Weitere 5-10%

verteilen sich auf muzindse Adenokarzinome (MAKSIMOVIC S 2007).

Weitaus seltenere Formen des KRK sind Plattenepithel- und Siegelringzellkarzinome,
Karzinoide, kleinzellige Karzinoide, Sarkome als histologische Raritit, undifferenzierte

und kleinzellige Karzinome (AGIS H et al. 2006).

Diese Arbeit widmet sich jedoch ausschlieBlich den Adenokarzinomen.
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2.1.2 Epidemiologie, Inzidenz, Mortalitiit
Das KRK ist weltweit die dritthdufigste Krebserkrankung bei Ménnern (746.000 Félle /
Jahr) und die zweithdufigste Krebserkrankung bei Frauen (614.000 Félle / Jahr) (INTER-

NATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER / WHO / IARC 2012).

Die hochste Wahrscheinlichkeit an einem KRK zu erkranken liegt in den USA fiir beide
Geschlechter bei einem Alter von 69-75 Jahren (SIEGEL R et al. 2014). Laut Daten des
Robert-Koch-Instituts erkranken Ménner im Schnitt mit 69 Jahren und Frauen mit 75

Jahren (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2013).

Die Wahrscheinlichkeit fiir Méanner in ihrem Leben an einem KRK zu erkranken ist mit
5% im Vergleich zu Frauen mit 4,7% leicht erhoht. Dieser Unterschied ist gravierender,
wenn die Inzidenz und Mortalitit mit einbezogen wird. Damit ergibt sich fiir Ménner eine
generell hohere Wahrscheinlichkeit von 30-40% (SIEGEL R et al. 2014). Generell hat sich
seit den 90er Jahren die Zahl der Neuerkrankungen mehr als verdoppelt, und die Inzidenz
stieg auf insgesamt 10% (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER / WHO /
IARC 2012; SHIKE M et al. 1990).

In Deutschland kam es 2012 (zuletzt erfasste Daten des Robert-Koch-Instituts) zu 33.740
minnlichen und 28.490 weiblichen Neuerkrankungen und im gleichen Zeitraum zu

13.772 méannlichen und 12.200 weiblichen Todesféllen aufgrund eines KRK.

Die 5-Jahres Privalenz liegt fiir Manner bei 116.200 und bei Frauen bei 98.100. Die re-
lative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei den Ménnern und Frauen gleichauf bei 63%
-siehe Tabelle I-. Riickblickend auf die Jahre 2002-2012 sind jedoch die Inzidenz und

Mortalitét riicklaufig (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2013; ROBERT-KOCH-INSTITUT 2014).

Tabelle 1: Auszug aus den epidemiologischen Maf3zahlen fiir Deutschland (ROBERT-KOCH-INSTITUT

2013)
2009 2010 Prognose 2014
Mainner | Frauen Mainner Frauen Mainner | Frauen
Inzidenz 34.770 | 29.540 33.800 28.620 35.500 | 28.400
Mittleres Erkrankungsalter (Jahre) 71 74 71 75
Sterbefille 13.572 | 12.504 13.489 12.510
5-jahres-Prévalenz 116.800 | 99.700 116.200 98.100
Relative 5-Jahres-Uberlebensrate (2009-2010) (%) 64 (57-68) | 65 (58-68)
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Der folgenden Grafik ldsst sich entnehmen, dass bei einem Alter von 80+ Jahren ein KRK
bei Ménnern und Frauen deutlich bevorzugt im proximalen Kolon auftritt, dagegen in

einem Alter von 0-49 Jahren eher bevorzugt im Rektum.

Bei Vergleich der weltweiten Daten zeigte sich ein gehéduftes Auftreten von KRK von
55% in den Industriestaaten. Dies trifft fiir weibliche und méannliche Patienten zu. Jedoch

liegt die Mortalitit in den Industriestaaten mit 48% etwas niedriger als in den Entwick-

lungslandern.
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Abbildung 1: Alters- und Lokalisationsverteilung des KRK bei Ménnern (SIEGEL R et al. 2014)
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Abbildung 2: Alters- und Lokalisationsverteilung des KRK bei Frauen (SIEGEL R et al. 2014).

Deutschland weist eine ASR (Age-Standardised-Rate: Eine Formel von Segi et al., mit
der sich Populationen unterschiedlicher Altersverteilungen standardisieren und verglei-
chen lassen) von 56,2 (/100.000 Einwohner) fiir Manner und 34,9 (/100.000 Einwohner)

fiir Frauen auf und erreicht damit im internationalen Vergleich ein mittleres Risiko ein

KRK zu entwickeln.

Weiterhin scheinen sich die Inzidenz- und die Mortalitét der einzelnen Bundeslédnder zum
Teil deutlich zu unterscheiden, wie eine Untersuchung des Robert-Koch-Institutes ergab.
Zum Beispiel liegt Hessen tiber dem deutschen Durchschnitt und Berlin dagegen deutlich
darunter. Eine Mdglichkeit fiir diese Diskrepanz kann in der jeweiligen Erndhrung gele-

gen sein (DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR ERNAHRUNG (DGE) 2014).

Auf Deutschland entfallen 2014 nach aktuellen Daten vom Robert-Koch-Institut ca.
35.500 Neuerkrankungen bei den Ménnern und 28.400 bei den Frauen, also insgesamt

fast 64.000 prognostizierte Neuerkrankungen fiir das Jahr 2014 (ROBERT-KOCH-INSTITUT

2013).
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2.1.3 Atiologie / Risikofaktoren
KRK entstehen aufgrund von verschiedenen morphologischen und prikanzerdsen Verén-
derungen der Schleimhaut, die unter dem Begriff der Dysplasie zusammengefasst werden

(KLIMPFINGER M et al. 1992).

Hauser schreibt ,,die Dysplasie ist histologisch durch zellulire Atypie, abweichende Dif-
ferenzierung und gestorte epitheliale Architektur gekennzeichnet™ (HAUSER H 2004). Als
Folge scheint es regelméfig zu einer Entwicklung als Adenom-Karzinom-Sequenz zu
kommen. Diese beschreibt die Entwicklung von einem Adenom zum Karzinom {iber ei-
nen stetig intensivierten Dysplasiegrad (HERMANEK P 1987; JESS T et al. 2005; MORSON
Bc 1974).

Nach Hauser und Klimpfinger bendétigt es 8-15 Jahre, bevor aus einem adenomatdsen
Polypen (entspricht einer gutartigen Schleimhauthypertropie) ein Karzinom entsteht. Bei
frithzeitiger Diagnostik mit Entfernung des Polypen besteht eine Heilungschance bzw.

Pravention von mehr als 90% (HAUSER H 2004; KLIMPFINGER M et al. 1992).

Adenome werden unterteilt in niedriggradige (frither leichtgradige / mittelgradige in-
traepitheliale Neoplasie (IEN)) und hochgradige (hochgradige IEN) Neoplasien. Wih-
rend einer Koloskopie sollten Adenome stets moglichst friith entfernt werden, da sie an-
sonsten ihr Volumen alle 2 Jahre verdoppeln kénnen und somit eine erfolgreiche Entfer-

nung im Gesunden immer schwieriger wird (HOFF G 1987).

Adenome werden in tubulir, tubulovillds, villos und serratierte Adenome eingeteilt. Vil-
16se Adenome sind gewdhnlich grofler und verfiigen liber maligneres Potential als das
hiufigere tubuldre Adenom. Als Hilfe zur Unterscheidung hat die WHO im Jahre 2000
die Adenomklassen definiert. Diese Definitionen wurden jedoch 2010 iiberarbeitet, wes-
halb hier nur die aktuellen Angaben genannt werden. Adenome gelten als tubuldr, wenn
der villose Anteil < 25% betrégt. Fiir tubulovillose Adenome betrdgt der Anteil 25-75%
und fiir villose Adenome > 75% (HAMILTON SR et al. 2000; HAMILTON SR et al. 2010).

Das Malignititsrisiko (also die Inzidenz einer high grade intraepithelialen Neoplasie
(HGIEN)) eines Adenoms korreliert mit seiner Grof3e, Villositit, Dysplasie und dem Al-
ter des Patienten. Daher gilt: Je groBBer ein Adenom ist, desto grof3er ist die Wahrschein-
lichkeit auf ein hochgradig villoses Adenom, eine hochgradige IEN und auf mehrere A-

denome zu treffen (KUROME M et al. 2008; O'BRIEN MJ et al. 1990).
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Fiir diese Arbeit wurden alle entnommenen Polypen vom Pathologen anhand ihrer Be-
schaffenheit in Adenome mit low grade intraepithelialer Neoplasie (LGIEN) und Ade-
nome mit high grade intraepithelialer Neoplasie (HGIEN) eingeteilt. Diese Einteilung
entspricht der aktuellen WHO Klassifikation (BOSMAN FRED T. 2010).

Die LGIEN oder auch in manchen Quellen als ,,Jlow risk Adenome* bezeichnet sind defi-
niert als 1-2 tubuldre Adenomen mit einer Lénge von weniger als 10mm. In manchen
Graphiken werden diese der Ubersicht auch als ALow bezeichnet. (BOSMAN FRED T.
2010)

Dagegen sind die HGIEN oder auch ,,high risk Adenome* definiert als Adenome mit
villoser Histologie, einer Lange ab 10mm oder einer Anzahl von drei oder mehr tubuldren
Adenomen oder 10 oder mehr serratierten Adenomen beliebiger Grof3e. In manchen Gra-

phiken werden diese auch als AHigh (BOSMAN FRED T. 2010; DAVID A et al. 2012).

Tabelle 2: Einteilung der Adenome (BOSMAN FRED T. 2010)

low risk Adenom / LGIEN / ALow

high risk Adenom / HGIEN / AHigh

1-2 Adenome >3 tubulidre Adenome
<1 cm >1cm
tubulér villos

niedriggradige IEN (Dysplasien /

>1 Adenom mit hochgradiger IEN

intraepitheliale Neoplasien)

> 10 serratierte Adenome beliebiger

Grofle

Prikanzerdse Verdnderungen der Kolonschleimhaut, die nicht der Adenom-Karzinom-
Sequenz folgen, konnen sich auch als Folge von Vorerkrankungen, wie z.B. der FAP
(familidre adenomatdse Polypose) (ca. 1%), der Colitis Ulcerosa (ca. 1%) und dem
Lynch-Syndrom (ca. 5% / im Falle: autosomal dominant: 80%) manifestieren. Eine IEN
kann sich in unterschiedlichen Schweregraden ausbilden, die in direktem Zusammenhang

mit dem Karzinomrisiko stehen.
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2.1.4 Anatomie und arterielle Versorgung des Kolons
Die Grenze zwischen Caecum und Colon ascendens wird durch die Bauhinsche Klappe
gebildet. Zum Rektum grenzt sich das Kolon durch eine festgelegte Grenzlinie ab, die bei

16¢cm oral der Anokutanlinie liegt.

Sekundir retroperitoneal finden sich das Colon ascendens und descendens, dagegen lie-

gen das Colon transversum und das Sigmoideum intraperitoneal.

Die Unterscheidung von Sigmoideum und Rektum gelingt durch die beim Sigma vorhan-
denen Ténien, der Bedeckung durch Peritoneum und den Appendices epiploicae. Eine
Versorgung wird durch Aste der A. mesenterica sup., der A. mesenterica inf. Und der A.
pudenda int. ermoglicht. Interessant ist die Trennung in Colon transversum und Colon
desc., die durch den Wechsel der GefaBBversorgung von der A. mesenterica inf. Auf die
A. pudenda int bestimmt ist angibt (BECKER H et al. 2001; SCHALHORN A et al. 2006;
SCHUMPELICK V 2006).

{ Colon desc.

Rektum

Abbildung 3: Aufbau des Kolons
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2.1.5 Lymphabfluss und entsprechende Infiltration

Ein frithzeitiger Einbruch in Lymphbahnen, parakolisches / perirektales Fettgewebe oder
vendse Blutgefale ist nicht ungewdhnlich beim KRK. So kann auch eine infiltrierte Sub-
mukosa ein Zeichen fiir eine lymphogene Metastasierung sein. Wenn Lymphknoten be-
fallen sind, wird dies in der TNM - Klassifikation mit mindestens N1 beschrieben. Fern-
metastasen (M1) liegen bereits bei Infiltration sog. juxtaregiondrer Lymphknoten (WITTE-
KIND C et al. 2010).

Tabelle 3: Lymphknotenstationen (COERPER S et al. 2009)

Regionire A. Ile- A. Colica Colica Mesente- Aa. Sig- A. A. Rectalis me-
Lymphkno- | ocolica Colica media sinistra rica inf. moideae Rectalis | Iliaca | dia, inf. me-
ten dextra sup. int. sorectale
Appendix + - - - - - - -
Caecum 4 + = = = - - -
Colon asc. + + + - - - - -
Flex. hep. - 1 + = = o - -
Colon - + + + + - - -
transv.
Flex. lien. - - + + + = - -
Colon desc. - - - + + - - -
Sigma - - - + + + + ]
Rektum - - - + - + + +
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2.1.6 UICC/TNM - Klassifikation

Mit Hilfe der TNM bzw. der UICC (Union Internationale contre le Cancer) — Klassifika-

tion kann die GroBe eines Primartumors, seine Ausbreitung, Infiltration in Lymphknoten

und Metastasen erfasst werden.

Im Folgenden sollen die Aspekte der TNM-Klassifikation vorgestellt werden. Dabei steht
das T-Stadium fiir Tumorstadium, N-Stadium fiir Knotenstadium (engl. node), M-Sta-

dium fiir Metastasierung, R-Stadium fiir einen Residualtumor und G-Stadium fiir ver-

schiedene Stufen der Differenzierung (engl. grading).

2.1.6.1

T-Stadium

Das T-Stadium bezieht sich auf die Grofle und Ausdehnung des Priméirtumors.

Tabelle 4: T- Stadium (SOBIN LH et al. 2002; WITTEKIND C et al. 2010; WITTEKIND C et al. 2010)

Tx Primédrtumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt flir Primértumor

Tis | Carcinoma in situ, intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria (ohne feststellbare
Ausbreitung durch die Muscularis mucosae in die Submukosa)

T1 Tumor infiltriert Submukosa (Gréfe: maximal 2cm)

T2 Tumor infiltriert Muskularis propria (GréBe: 2cm-5cm)

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in perikolisches Gewebe (GroBe: > 3cm)

T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert anliegende Organe oder
Strukturen bzw. andere Teile des Kolons

T4a | Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b | Tumor infiltriert direkt anliegende Organe oder Strukturen und/oder perforiert das vis-
zerale Peritoneum
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2.1.6.2

N Stadium

Die N-Klassifikation beschreibt den Infiltrationsstatus regionaler Lymphknoten. Um eine

zuverldssige Aussage treffen zu konnen, sind mindestens 12 Lymphknoten notwendig.

Diese Festlegung gilt auch heute noch als aktuell und wurde erst 2010 in einer Studie von

Rajput et al. tiberpriift und bestitigt (RAJPUT A et al. 2010).

Tabelle 5: N-Stadium (WITTEKIND C et al. 2010)

Nx Regionire Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO kein Anhalt fiir Befall regiondrer Lymphknoten
pNO | Regiondre Lymphadenektomie und histologische Untersuchung von 12 oder mehr Lymphkno-
ten ohne Befund
N1 Metastase(n) in 1-3 regiondren Lymphknoten
Nla Metastase in 1 regiondren Lymphknoten
Nl1b Metastasen in 2-3 regiondren Lymphknoten
Nlc | Tumorknétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im nicht-peritonealisierten
perikolischen Fettgewebe ohne regiondre Lymphknotenmetastasen
pNlc Wenn ein solches Tumorknotchen vom Pathologen als vollstdndig durch Tumor
ersetzter Lymphknoten (im Allgemeinen mit glatter &ulerer Kontur) angesehen wird, dann
sollte es als Lymphknotenmetastase klassifiziert werden und jedes Tumorknotchen sollte ein-
zeln als Lymphknotenmetastase gezahlt und in der Klassifikation
beriicksichtigt werden
N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten
N2a Metastasen in 4 - 6 regiondren Lymphknoten
N2b Metastasen in 7 oder mehr regiondren Lymphknoten
2.1.6.3 M-Stadium

Das M-Stadium dient der Darstellung der Fernmetastasierung eines Primértumors.

Tabelle 6: M- Stadium (WITTEKIND C et al. 2010)

das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
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MO kein Anhalt fiir das Vorliegen von Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Mla | Metastase(n) auf ein Organ beschriankt (Leber, Lunge, Ovar, nichtregiondre Lymphknoten)

Mlb Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

2.1.6.4 R-Stadium

Im Rahmen einer Operation muss durch den Pathologen per Schnellschnitt bestimmt wer-
den, ob der Tumor restlos entfernt wurde, also die Schnittrinder keine Malignitétszeichen
mehr aufweisen. Dies wird in Form des R-Stadium dargestellt. Das Ziel des Operateurs

ist es eine RO Resektion zu erreichen.

Tabelle 7: R-Stadium (HERMANEK P et al. 1994; WITTEKIND C et al. 2010)

Rx | Ein Vorhandensein eines Residualtumors kann nicht ausgeschlossen werden

RO | Kein Residualtumor nachweisbar (weder makroskopisch, noch mikroskopisch)

R1 | Residualtumor mikroskopisch nachweisbar

R2 | Residualtumor makroskopisch nachweisbar (Tumorrest, Lymphknoten- / Fernmetastasen)

2.1.6.5 G-Stadium

Karzinome von Driisengeweben werden zusétzlich nach Malignitatsgrad differenziert.

Dies wird als ,,Grading* bezeichnet.

Tabelle 8: G-Stadium (Grading / Malignititsgrad) (WITTEKIND C et al. 2010)

Gl | gut differenziert

G2 | miBig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 | undifferenziert

Im Folgenden sind die Stadien des KRK, in Abhéngigkeit der genannten TNMRG-Sta-

dien, zusammengefasst in der -Tabelle 9-, dargestellt.
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Tabelle 9: Klassifikation der Tumorstadien (UICC 2010) (WITTEKIND C et al. 2010)

Sta- Dukes | Primér- Lymphknotenstatus | Fernmetastasen Definition
dium tumor
0 Tis NO MO Carcinoma in situ
I A T1, T2 NO MO T1: Beschriankung auf
Mukosa
und Submucosa
T2: Infiltration von
Muscularis propria
ITA B T3 NO MO T3: Infiltration aller
Wandschichten
1IB - T4a NO MO T4: Uberschreiten der
Darmwand
111(® C T4b NO MO
IITA & T1-2 N1 (1-3 betroffene MO Regionale Lymphkno-
LK) ten
% Tl N2a (4-6 betroffene MO
LK)
111B « T3 -4 N1 (1-3 betroffene MO
LK)
« T2-3 N2a (4-6 betroffene MO
LK)
- T1-2 N2b ( > 7 betroffene MO
LK)
I1cC - T4a N2a (4-6 betroffene MO
LK)
- T3-T4a N2b (> 7 betroffene MO
LK)
- T4b NI1-2 MO
IVA D jedes T jedes N Mla Fernmetastasen
IVB - jedes T jedes N Mlb
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2.2 Genetische Einflussfaktoren

Genetischen Pradispositionen, wie z.B. beim HNPCC oder dem autosomal-dominanten
Erbgang beim FAP wird ein Einfluss von ca. 10% auf die Entstehung eines KRK zuge-
schrieben. Man unterscheidet Familiire Adenomatdse Polyposis Coli (FAP) und Here-
ditary Nonpolyposis Colorectal Carcinoma Syndrome (HNPCC), das sog. Lynch-Syn-

drom.

2.2.1 Familiire Adenomatése Polyposis Coli (FAP)

Das FAP ist eine obligate Prikanzerose, die autosomal-dominant vererbt wird (MISHRA
Net al. 2012). Es wird angenommen, dass es fiir ca. 1% aller KRK verantwortlich ist und
sich mit dem frithen Auftreten von 100-1000 adenomatdsen Polypen, die meist iiber das
gesamten Kolon ausgebreitet sind, vergesellschaftet ist (ALKHOURIN et al. 2010). AuB3er-
halb des Kolons kénnen sich Tumore auch in anderen Organen manifestieren, wie z.B.
eine kongenitale Hypertrophie des retinalen Pigmentepithels, duodenale Adenome bzw.

Adenokarzinome, Schilddriisenkarzinome und Hirntumore (TRAINER AH 2009).

Grundsitzlich werden FAP-Patienten mit einer gesunden Darmschleimhaut geboren und
entwickeln erst nach 20 bis 30 Jahren eine Polyposis. Die grole Gefahr der Polyposis ist
die nahezu 100%ige Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines KRK bis zur 4. Dekade
(ALKHOURI N et al. 2010).

Nur eine genetische Beratung bzw. Testung kann frithzeitig die Mutation im APC-Gen
nachweisen. Eine friihzeitige Koloskopie mit Biopsie wird bereits ab dem 10. Lebensjahr
empfohlen. Diese sollte jahrlich wiederholt und mit einer Augenhintergrundspiegelung
kombiniert werden, da sich dort spezifische Verdnderungen als Hinweis auf eine Genmu-
tation zeigen konnen (ALKHOURI N et al. 2010; COTTRELL S et al. 1992; TRAINER AH
2009). Ebenfalls sollte eine Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) durchgefiihrt wer-
den, da die FAP vermehrt mit priakanzerdsen Verdanderung im Gastroduodenalbereich

vergesellschaftet ist.

Durch die 100%ige Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung eines Karzinoms im Kolon
sollte eine sphinktererhaltende totale Proktokolektomie mit Ileoanal-Anastomose durch
einen J-Pouch durchgefiihrt werden. Dies gilt als Goldstandard bei der Therapie der FAP
(AGIS H et al. 2006; ALKHOURI N et al. 2010; BELIARD A et al. 2010).
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2.2.2 Hereditary Nonpolyposis Colorectal Carcinoma Syndrome (HNPCC)

Das ,,Hereditary Nonpolyposis Colorectal Carcinoma Syndrome* (HNPCC) ist eine au-
tosomal-dominant vererbte Pradisposition fiir die Entstehung eines KRK. Die Erkran-
kung wird auch als ,,Lynch-Syndrom* bezeichnet. Das Lynch-Syndrom ist fiir 5% aller
Karzinome verantwortlich, da es eine hohe Penetranz von 80-85% hat. Das durchschnitt-
liche Manifestationsalter liegt bei ca. 45 Jahren, jedoch selten vor dem 25. Lebensjahr

(LYNCH HT et al. 1998; SCHLINGENSIEPEN [ 2011).

Die Erkrankung wird durch eine erbliche Mutation in einem von vier DNS Mismatch
Reparaturgenen (MMR-Genen) hervorgerufen. Etwa jede 500. Person ist Triger dieser
Mutation im MMR Gen. Dies macht das HNPCC zur hiufigsten genetischen Préadisposi-
tion (STEINKE V et al. 2013).

Durch die hohe Penetranz erkranken in Deutschland jedes Jahr ca. 3.300 Patienten an
einem durch HNPCC verursachten KRK (VOGELSANG H 2000). ,,Das HNPCC-Syndrom
stellt damit die hdufigste Entitdt der hereditdren Kolonerkrankungen dar* (VOGELSANG H
2000). Auftillig ist die mit tiber 50%iger bzw. sogar bis 80% reichende Wahrscheinlich-
keit, dass sich ein durch HNPCC ausgeldstes KRK im rechten Kolonabschnitt lokalisiert
(VOGELSANG H et al. 2001).

Weiterhin findet man Tumore auch in anderen Organsystemen, wie dem Endometrium
(28%), seltener jedoch im oberen Gastrointestinaltrakt (6%), Mammae (6%), im hepato-
bilidren System (4%), Ovar (3%), im Urogenitalsystem (2%), Diinndarm (1%) oder Ge-
hirn (0,4%-3%) (AL-TAIE O et al. 2001; LyNcH HT et al. 1998; SCHACKERT G 2016; VO-
GELSANG H et al. 2001).

Die Histologie der Karzinome wird oft als gering differenzierte Adenokarzinome be-
schrieben. Diese weisen ein solide-trabekuldres und medulldres Tumorwachstum auf
(HoLINSKI-FEDER E et al. 2006). Dartiber hinaus werden Karzinome ebenfalls gehéuft als
muzindse bzw. siegelringzellige Adenokarzinome beschrieben (VOGELSANG H et al.

2001).

Seite | 16



Literaturiibersicht

Man unterscheidet zwei Formen des Lynch Syndroms:

Lynch I und Lynch II:

Lynch I (HNPCC I) weist eine verstarkte familidre Assoziation auf, jedoch ohne Bezug

zu extrakolischen Tumoren.

Lynch II (HNPCC 1) tritt dagegen als KRK haufiger familiér gepaart mit anderen Karzi-
nomen (Haut, Larynx, Mamma, Pankreas, Ovar und Endometrium) auf. Die genauen Kri-
terien, die ein HNPCC ausmachen, wurden von der Mallorca Group als klinische Leitli-

nien (Amsterdam Kriterien) formuliert (VASEN HF et al. 2013).

Die Amsterdam II-Kriterien stellten eine Weiterentwicklung der Amsterdam I Kriterien
dar, erfassten aber nur ca. 50% aller Fille. Daher mussten weitere Kriterien gefunden
werden, um mdglichst alle risikobehafteten Familienangehorigen zu finden. Um dies zu
schaffen, wurden die sog. ,,Bethesda-Kriterien* festgelegt. Diese helfen die klinische

Verdachtsdiagnose des HNPCC-Syndroms zu stellen -siehe Tabelle 10-.

Die Ursache fiir das Auftreten des HNPCC liegt in einer Mutation von DNA-Mismatch-
Reparatur (MMR)-Genen in der Keimbahn. Bei HNPCC finden sich Deletionen oder In-
sertionen in den repetitiven Sequenzen, da die Polymerasen dort hdufig Fehler machen,
die bei MMR-Defizienz nicht beseitigt werden. Die defekten Reparaturgene konnen als

Mikrosatelliteninstabilitdten (MSI) nachgewiesen werden (AL-TAIE O et al. 2001).

Treffen die Bethesda-Kriterien auf einen Patienten mit MSI zu, so ist das Vorliegen eines

HNPCC-Syndroms wahrscheinlich.
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Tabelle 10: Bethesda-Kriterien (revidiert; mindestens ein Kriterium muss erfiillt sein) (NATIONAL
CANCER INSTITUTE 1997)

Bethesda-Kriterien

KRK bei einem Patienten, Erstdiagnose vor dem 50. Lebensjahr

Synchrone/metachrone Kolon-/Rektumkarzinome oder HNPCC-assoziierte Karzi-
nomerkrankungen (Endometrium, Nierenbecken/Ureter, Diinndarm, Magen, Pan-
kreas, Gallengang, Ovar, hepatobilidres System und Gehirn-iiblicherweise

Glioblastome, Talgdriisenadenome und Keratoakanthome) unabhingig vom Alter

Kolorektales Karzinom mit MSI-Histologie typischer Morphologie, diagnostiziert

bei einem Patienten vor dem 60. Lebensjahr

Patient mit KRK und mindestens einem erstgradigen Verwandten mit einem
HNPCC-assoziierten Tumor (s.0.), mit mindestens einem Tumor, dessen Erstdiag-

nose vor dem 50. Lebensjahr gestellt wurde

Patient mit KRK und mindestens zwei erst- oder zweitgradig Verwandten mit

HNPCC-assoziierten Tumoren (s. 0.), unabhéngig vom Erkrankungsalter

Die hiufigsten Karzinome bei HNPCC-Patienten sind die KRK, wobei ca. zwei bis drei
Prozent der KRK auf einem MMR-Gendefekt beruhen. Es besteht zusétzlich ein erhdhtes
Auftrittsrisiko flir weitere Karzinome, welche in den Bethesda-Kriterien aufgefiihrt sind

-siehe Tabelle 10-.

Andere Karzinome, wie das Mamma-, Blasen- und Prostatakarzinom treten bei Patienten
mit HNPCC zwar etwas héaufiger auf, zihlen jedoch nicht zu den typischen HNPCC-as-

soziierten Karzinomen (STEINKE V et al. 2013).
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Tabelle 11: HNPCC-assoziierte Karzinome und ihre Auftrittswahrscheinlichkeiten

Tumor Risiko Miénner | Risiko Frauen
Kolorektales Karzinom 34 -73% 32-59%
Endometriumkarzinom 39 - 50%
Ovarialkarzinom 7-8%
Magenkarzinom 1 -6%

Karzinom des Nierenbeckens 2-8%
Gallengangskarzinom 1-4%
Diinndarmkarzinom 1-4%

2.3 Adenom-Karzinom-Sequenz

Eine Theorie, die versucht die Karzinomentstehung in ein Modell zu bringen, wurde von

Vogelstein 1988 formuliert und spéter in Zusammenarbeit mit Fearon in einem neu ent-

wickelten Modell, der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* interpretiert.

Dieses Modell baut darauf auf, dass Karzinome tiber Zwischenschritte entstehen. Diese

beginnen mit einem Adenom, das sich in ein Adenokarzinom transformiert. Bei seinen

Studien fiel auf, dass groBere Adenome (>1cm) mit einem deutlich erhéhten Risiko ein-

hergehen, sich bosartig zu verdndern.

Daher besteht aus klinischer Sicht die Notwendigkeit, polypdse Lasionen > 1cm aufjeden

Fall restlos zu entfernen. Gleichzeitig sollten Polypen mit einer Grée von kleiner 1cm

ebenfalls entfernt werden, da sie im Verlauf weiterwachsen kdnnen (FEARON ER et al.

1990; VOGELSTEIN B et al. 1988).
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Nach der Adenom-Karzinom-Sequenz nach Vogelstein entstehen Karzinome durch eine
Verkettung von Einzelschritten, die in einer Mutation des APC - Gens ihren Anfang neh-

men -siehe Abbildung 4-.

Abnormalititen von  APC Inaktivierung K-ras Deletionen /  p33 Deletion und
Methylierungen Mutation Allelverluste  andere genetische

l Verinderungen

normalfa hyperplastisches Bildung von Karzinom
Kolonschleimhaut Gewebe Adenomen

Abbildung 4: Verbessertes Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz nach (FEARON ER et al. 1990) und
modifiziert durch (TORIBARA NW et al. 1995)

Dieses Gen ist beim FAP-Syndrom bereits in der Keimbahn mutiert, wodurch das Karzi-

nomrisiko dieser Erkrankung bedingt wird.

Der néchste Schritt ist die Mutation des K-ras, in dessen Folge es zur Bildung sog. inter-

medidrer Adenome kommt.

In weiteren Schritten mutieren verschiedene Gene, wie DCC, SMAD2 oder SMAD4. Die

sich daraus entwickelnden Adenome werden als spdte Adenome bezeichnet.

Der letzte Schritt ist eine Mutation im p53—Gen. Da in allgemeinen Kolonadenomen diese
Mutation nicht auftritt, dagegen in KRK schon, wird dieser Schritt als essentiell angese-

hen (KUMAR V et al. 2007).
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2.4 Next-Generation-Sequencing

Das kolorektale Karzinom ist eine Storung, bei welcher genomische Umlagerungen,
Genfusionen, Punktmutationen oder Veridnderungen der Chromosomenzahl die Krank-
heit initiieren und deren Fortschreiten begilinstigen konnen. Mit Hilfe moderner Next-
Generation-Sequencing (NGS) — Techniken hat sich die Katalogisierung solcher genomi-

scher Verdnderungen revolutioniert (KAHVEJIAN A et al. 2008).

Das NGS ist bereits bei diversen Krebsarten erfolgreich zum Einsatz gekommen: Karzi-
nome der Haut, Osophaguskarzinom, Magenkarzinom, Hepatozellulires Karzinom und
das kolorektale Karzinom (AGRAWAL N et al. 2012; FUJIMOTO A et al. 2012; MARDIS ER
2012; ZANG ZJ et al. 2012).

Ein Ziel beim Einsatz von NGS kann das Aufspiiren von pathogenen Einfliissen auf die
KRK Entwicklung sein. Mit Hilfe von NGS wurde bei der Analyse von KRK-Sequenz-
datensitzen genetisches Material von Fusobacterium identifiziert (BASS AJ. et al. 2011;

KosTic AD et al. 2011; KosTIic AD et al. 2012).

Zukiinftige Therapiestrategien erfordern genaue genetische Informationen iiber den je-

weiligen Krebstyp. Hierbei kann der Einsatz von NGS wertvolle Unterstiitzung leisten.

Seite | 21



Literaturiibersicht

2.5 Privention

Das Risiko, an einem Kolonkarzinom zu erkranken, kann mit geeigneten praventiven
MafBnahmen gesenkt werden (SCHMIEGEL W et al. 2008). Die S3-Leitlinien der DGVS
empfehlen in ihrer aktuellen Fassung vom August 2014 eine gesunde Lebensweise, um
das Risiko fiir ein KRK zu minimieren. Dies beinhaltet regelméaBige korperliche Aktivitat
und einen BMI unter 25 kg/m?, da sich bei Personen mit erhdhtem BMI (> 25 kg/m?)
gehduft Kolonadenome mit erhéhtem Karzinomrisiko finden (GiovanNNucct E 2002;
GIiovANNuUccCI E 2003; GiovAanNucct E 2003). Gleichzeitig bestétigten Untersuchungen
von Friedenreich et al., dass Personen mit gesteigerter korperlicher Aktivitit deutlich we-

niger Kolonadenome aufweisen (; FRIEDENREICH CM et al. 2002; TERRY MB et al. 2002).

Tabakrauchen wurde als ein weiterer Risikofakter fiir die Entstehung von Kolonadeno-
men und KRK festgestellt (LEUFKENS AM et al. 2010; LIMBURG PJ et al. 2003). Es zeigt
sich ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl der Raucherjahre und dem Auftre-

ten von multiplen Adenomen und der Adenomgrof3e (REID ME et al. 2003).

Zur Protektion wird eine hohere Ballaststoffzufuhr durch geniigend Obst und Gemiise
empfohlen und sollte durch den weitestgehenden Verzicht auf rotes Fleisch ergidnzt wer-

den (SCHMIEGEL W et al. 2008).

Wenig Ballaststoffe, sowie gerduchertes, gepokeltes und rotes Fleisch waren dagegen mit
einem erhohten Karzinomrisiko assoziiert. Zusétzlich sollte auch der Alkoholkonsum ein-
geschrankt werden, um eine weitere Risikoreduktion zu erreichen (SCHMIEGEL W et al.

2008).

Neben den Ballaststoffen, als protektive Erndhrungskomponente, spielt auch eine ausrei-

chende Folsdure- und Methioninzufuhr eine Rolle.

Folsiure findet sich iiberwiegend in griinem Blattgemiise und dient im Korper als Uber-
trager von Kohlenstoffresten in der Purin- und Thymidilatsynthese, sowie der DNS-Me-
thylierung. Man geht davon aus, dass ein niedriger Folsdurespiegel zu einer Schadigung
der DNS oder eine verdnderte Genexpression zur Folge hat und somit die Entstehung

eines KRK begiinstigen kann.

Bekriftigt wird diese Vermutung durch eine Beobachtung des Enzyms Methylentetra-
hydrofolat-Reduktase (MTHFR), das durch einen weit verbreiteten Polymorphismus im
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C677T-Gen in seiner Funktion beeintrichtigt wird und dadurch schiitzende Stoffwech-
selaufgaben nicht mehr erfiillen kann und so zu KRK bei erniedrigten Folsaurespiegeln
fiihren kann. Die MTHFR hilft z.B. beim Abbauen des schddlichen Homocysteins und
der bakteriellen Methanbildung (BOTT C et al. 2003; SCHMIEGEL W et al. 2008).

2.6 Methoden der Tumorerkennung

Die Wahrscheinlichkeit eine Neoplasie im Kolon zu entwickeln nimmt im Alter stetig zu
(WHITLOCK EP et al. 2008a). Dies deckt sich mit Studien von Schmiegel et al., die ein
iiberwiegendes (95%iges) Auftreten von KRK erst ab dem 50. Lebensjahr zeigen konn-
ten, wodurch es Sinn macht vor allem ab diesem Alter eine Vorsorgeuntersuchung durch-
zuftihren (SCHMIEGEL W et al. 2008). Ein Screening in Form einer Koloskopie vor dem
50. Lebensjahr wird nicht empfohlen, da eine prospektive Studie nur eine sehr geringe
Nachweisrate von durchschnittlich 3,5% bei den 40- 49jdhrigen zeigen konnte. Patienten
einer KRK-Risikogruppe sollten dagegen moglichst frithzeitig und regelméBig kolosko-
piert werden (IMPERIALE TF et al. 2002).

Grundsatzlich werden die Verfahren der Tumorerkennung unterteilt in zwei Kategorien.
Die eine dient dem Nachweis von Karzinomen mit Hilfe von FOBT: genetischen Stuhl-

tests oder dem M2-PK Tumormarker.

Die andere Kategorie ist zusétzlich in der Lage Adenome zu entdecken. Als Verfahren
kommen in Frage: Koloskopie, Sigmoidoskopie, CT-Kolonographie, Kapselendoskopie

(ROBERT-KOCH-INSTITUT 2014).
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2.6.1 Chemische Tests
Chemische Tests beruhen auf dem Nachweis von z.B. Blut anhand von chemischen Re-
aktionen, die als Folge eine Farbdnderung aufweisen. Es handelt sich um einen qualitati-

ven Test.

2.6.1.1 Guaiac-based fecal occult blood testing (gFOBT)

Der einfachste Weg der Screeninguntersuchung ist die Stuhluntersuchung auf okkultes
Blut. Dieser Test stiitzt sich darauf, dass KRK haufiger von Blutungen betroffen sind, als
die normale Schleimhaut (SCHMIEGEL W et al. 2008).

Der gFOBT-Test verwendet Filterpapier, das mit Guaiakharz imprégniert ist. Im Stuhl
vorhandenes Hdmoglobin bindet sich an das Harz und ldsst sich unter Zugabe von Was-
serstoffperoxid blau farben. Insgesamt gibt es drei Tests auf dem Markt: Himoccult®,

HemoCare® und HemoFEC®.

Untersuchungen zeigten, dass KRK auch intermittierend bluten kénnen (DORAN J et al.
1982). Aus diesem Grund erfolgt der Test auf okkultes Blut mittels wiederholter (meist
drei), aufeinanderfolgender Stuhlproben (AHLQUIST DA 1989). Insgesamt konnte durch
diese Vorsorgeuntersuchung die Mortalitit des KRK um 16-25% gesenkt werden. Es wird
ein einjahriges Testintervall in den S3-Richtlinien vorgeschlagen, da dies einem zweijéh-

rigen Intervall in Bezug auf die Mortalitét {iberlegen war (POX CP et al. 2013).

Ein positiver Himoccult-Test sollte im Anschluss immer eine Koloskopie zur weiteren

Diagnosesicherung nach sich ziehen.

Eine Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2007, die insgesamt 59 Studien zum gFOBT-Test
auswertete, kam zu dem Ergebnis, dass der Test eine duBerst variable Sensitivitit von
6,2% (Spezifitit 98,0%) bis 83,3% (Spezifitit 98,4%) aufwies. Gleichzeitig variierte
ebenfalls die Spezifitit von 65,0% (Sensitivitit 44,1%) bis 99,0% (Sensitivitat 19,3%)
(BURcH J. A. et al. 2007).

Der Test ist duflerst giinstig durchzufiihren und non-invasiv. Jedoch sind zum Nachweis
von intermittierenden Blutungen regelméBige Wiederholungen nétig. Da der Test nur un-
spezifisch auf Blut reagiert, kann er durch die Nahrungsaufnahme beeinflusst werden.
Dies macht ca. 10 Tage vor Beginn der Untersuchung das strikte Einhalten einer Diét
erforderlich. Auch ist der Test nicht spezifisch fiir Blutungsquellen im Kolon, sodass auch
proximale Blutungen falsch positive Ergebnisse liefern konnen (ELSAFI SALAH H. et al.
2015; LAKATOS PL et al. 2013; MANDEL JS et al. 2000)
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Aus diesen Griinden sollte der gFOBT nicht als alleinige Vorsorgeuntersuchung zur An-

wendung kommen.

Eine Alernative konnen dagegen sogenannte Immunologische FOBT (iFOBT) bzw. fa-
kale immonochemische Tests (FIT). Diese reagieren nur auf humanes Blut sensibel,

wodurch keine Anderung der Ernihrung beachtet werden muss.

2.6.2 Immunologische Tests
Immunologische Tests nutzen Antikdrper zum Nachweis spezifischer Antigene. Sie sind
spezifischer als rein chemische Tests und zihlen zu den quantitativen Tests (YEASMIN F.

et al. 2013).

2.6.2.1 ELISA und M2-PK
Der Nachweis der dimeren Form der Pyruvatkinase erfolgt mit Hilfe des ,,Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay* (ELISA).

Hierbei handelt es sich um ein Verfahren zum Nachweis Toxinen, niedermolekulare Ver-
bindungen (z.B. Hormone), Viren, von Proteinen (bsp. Antikorpern) und Enzymen wie

der M2-PK.

Das Testprinzip basiert auf spezifischen Antikdrpern, die an das nachzuweisende Antigen
(z.B. die M2-PK) binden. Antikorper-gekoppelte Enzyme fiihren dabei nach Zugabe ei-
nes farblosen Substrates, dem sog. Chromogen, zu einem Farbumschlag, zu Fluoreszenz
oder Chemolumineszenz. Letztere Reaktion dient zur Quantifizierung der Antigenkon-

zentration.

Man unterscheidet das direkte, das indirekte und das Sandwich-ELISA.
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Im Rahmen dieser Studie kommt das Sandwich-ELISA zum Einsatz. Hierbei werden
zwei Antikorper verwendet, die beide spezifisch an unterschiedliche Epitope der M2-PK
binden. Der erste sog. Coat-Antikorper wird meist an eine feste Phase, wie sie in einer
Mikrotiterplatte vorliegt, gebunden. Nach Ausspiilen wird das Antigen hinzugefiigt und

inkubiert, um die Antigen-Antikdrperbindung zu ermoglichen.

Die Platte wird im Anschluss erneut gewaschen. Ungebundene Antigene werden so ent-
fernt. Nun erfolgt die Beigabe des Detektions-Antikorpers, der seinerseits ein Enzym ge-
bunden hat. Dadurch bildet sich der Antikdrper-Antigen-Antikérper-Komplex, weswe-
gen das Verfahren als Sandwich-ELISA bezeichnet wird (HEINRICH PC et al. 2014;
LENG SEAN X. et al. 2008; VAN WEEMEN B. K. et al. 1971).

2.6.2.2 Faecal Immunochemical Test (FIT) / Immunochemical Fecal Occult Blood Test
(iFOBT)

Immunologische Tests basieren auf der Nutzung von Antikdrpern zum Nachweis von

Antigenen bzw. in diesem Fall von menschlichem Hamoglobin.

Zu den immunologischen Tests zdhlt z.B. der FIT (engl.), welcher auch unter dem

Synonym iFOBT bekannt ist.

Dieser Test wurde als Alternative fiir den gFOBT entwickelt, um eine hohere Sensi-
tivitdt beim Nachweis von Blut im Stuhl zu erlangen. Der FIT ist in der Lage selektiv
das Globulin (Protein) im Stuhl nachzuweisen. Dies beseitigt ein grofles Problem des
gFOBT, der nur unspezifisch auf humanes Globulin-Protein reagiert und so durch

Fleischverzehr falsch positiv sein kann.

Ein groBer Vorteil immunologischer Tests ist, dass diese hochst selektiv fiir mensch-
liches Blut sind, wodurch falsch-positive Ergebnisse des gFOBT ausgeschlossen und
die Spezifitit erhoht werden kann (RANSOHOFF DF 2007). Ein weiterer Vorteil ist,
dass bereits normale Verdauungsprozesse ausreichen, um das Globulin-Protein aus
dem proximalen Darm so stark zu degradieren, dass falsch-positive Ergebnisse aus-

geschlossen sind.
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Eine Studie von Oort aus dem Jahre 2009 konnte im Vergleich zum gFOBT beim FIT
eine Verbesserung der Sensitivitidt von 74,2% auf 87,1% feststellen. Dies resultierte
in einer Erkennungsrate von Krebs bei 54/62 Personen im Vergleich zum gFOBT mit
46/62 Personen (OORT FA et al. 2010). Weitere Studien zeigten fiir iFOBT eine Sen-
sitivitdt von 60% im Vergleich zum gFOBT von ca. 30% (BURCH J. A. et al. 2007).

Eine Uberpriifung von insgesamt 59 Studien ergab fiir den iFOBT ebenfalls eine variable
Sensitivitit von 5,4% (Spezifitit 98,5%) bis 62,6% (Spezifitit 94,3%). Die Spezifitit
reichte von 89,4% (Sensitivitdt 30,3%) bis 98,5% (Sensitivitét 5,4%). Im Verlgeich zum
gFOBT zeigte sich insgesamt somit keine signifikante Verbesserung (BURCH J. A. et al.
2007).
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2.6.3 Genetische Tests
Genetische Tests dienen dazu, Mutationen bestimmter Gene oder Chromosomenaberra-

tionen zu detektieren.

2.6.3.1 DNS-Test (Cologuard®)

Im Adenom-Karzinom-Modell fiihren genetische Mutationen letztendlich zu einer kan-
zerdsen Verdnderung der Darmschleimhaut. Somit kann der Nachweis eben dieser gene-
tischen Verdnderungen in der DNS abgeschilferter Zellen der Darmschleimhaut auch
ohne Blutung als ein Vorsorgetest dienen (AHLQUIST DA 2000; DONG SM ET AL. 2001).
Diese genetischen Mutationen werden vom Cologuard®-Test {iberpriift. Dies beinhaltet
Tests auf K-ras-Mutationen, methylierte BMP3-Promotor-Regionen und Nachweise des
Referenzgens Beta-Actin. Zusitzlich beinhaltet der Test ein Immunassay auf Hamo-

globin.

In einer groBangelegten Studie wurde DNS im Stuhl auf insgesamt 23 verschiedene, ge-
netische Mutationen untersucht und mit dem gFOBT-Test verglichen. Das Ergebnis war
enttduschend, da die Sensitivitit zwar hoher, jedoch auf maximal 50% flir Karzinome und
auf 15% fiir weit entwickelte Adenome beschriankt war. Gleichzeitig war jeder Test mit

hohe Kosten verbunden (AHLQUIST DA 2008; IMPERIALE TF et al. 2004).

Der Cologuard®-Test ein Test, um Neoplasien zu erkennen. Dies gelingt mit einer Er-
kennungsrate von bis zu 92,3% bei Krebsfillen, sowie bei 42,4% der prikanzerdsen Vor-

stufen (ONIEVA-GARCIA M. A. et al. 2015).

Eine Studie von Imperiale et al. beschéftigte sich mit der Berechnung der minimalen Pa-
tientenanzahl die ndtig ist, um ein Karzinom erfolgreich entdecken zu kénnen. Fiir den
genetischen Test liegt dieser Wert bei 166 Menschen, beim iIFOBT bei 208 und bei der
Koloskopie bei 154 (ELKE OBERHOFER 2014).
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2.6.4 Endoskopische Verfahren

Eine invasive Methode stellt die Koloskopie dar. Durch ihre hohe Sensitivitdt und Spezi-
fitdt stellt die Koloskopie den Goldstandard moderner Screeninguntersuchungen dar. Ein
grofler Vorteil der Koloskopie ist eine zuverldssige, frithzeitige Erkennung von Adeno-
men, also priakanzerdsen Verdanderungen, deren Entfernung das Krebsrisiko senken kann.
Eine retrospektive Studie konnte zeigen, dass eine friihzeitige Adenomektomie verhin-
dern kann, dass die Adenome - im Sinne der Adenom-Karzinom-Sequenz - entarten (CI-

TARDA F et al. 2001).

2.6.4.1 Koloskopie

Ein weiterer Vorteil ist, dass in nur einer Untersuchung das gesamte Kolon untersucht
werden kann. Da die Koloskopie fiir eine umfassende Screening-/Vorsorgeuntersuchung
absolut notwendig ist, wurde sie in die S3-Leitlinien aufgenommen und wird seitdem als

der ,,Goldstandard* bezeichnet (SCHMIEGEL W et al. 2008).

Vor einer Koloskopie steht, als non-invasive Methode, allen Personen im Alter von 50-
54 Jahren ein jahrlicher Himoccult®-Test zu (Test auf okkultes Blut). Bei positivem Test
oder generell ab dem Alter von 55 Jahren haben Patienten jedoch grundsétzlich Anspruch
auf die Durchfiihrung einer Fritherkennungskoloskopie. Nach einem unauffilligen Be-
fund sollte die nachste Wiederholungskoloskopie frithestens nach 10 Jahren erfolgen (RO-

BERT-KOCH-INSTITUT 2010).

2.6.4.2 Sigmoidoskopie

In den Leitlinien vom Robert-Koch-Institut wird empfohlen, Patienten, die eine Kolosko-
pie ablehnen, zumindest eine Sigmoidoskopie anzubieten. Da diese Untersuchung nur die
letzten 60cm des Dickdarmes untersucht, sollte jahrlich ein FOBT zum frithen Nachweis
eines proximalen Karzinoms durchgefiihrt werden (DEUTSCHE APOTHEKER ZEITUNG

2014; NIH NATIONAL CANCER INSTITUTE 2014; ROBERT-KOCH-INSTITUT 2014).

Eine aktuelle Studie zeigte sogar, dass eine einmalig durchgefiihrte Sigmoidoskopie fiir

17 Jahre das Karzinomrisiko zu senken vermag (ATKIN WS et al. 2010).
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2.6.5 Tumormarker
Als Tumormarker werden Substanzen bezeichnet, deren Nachweis Riickschliisse auf das

Vorhandensein, eventuell die Malignitét oder das Stadium eines Tumors ermoglicht.

CEA (Carcino-Embryonic-Antigen)

Das CEA kommt als Bestandteil der kolorektalen Schleimhaut, dem Vaginalgewebe und
diversen Driisengeweben vor und bildet ein 180-kd-Glykoprotein der Glykokalix. Die

Aufgabe besteht im Ausbilden einer Schutzfunktion gegen Mikroorganismen.

Eine Hepatopathie nicht-malignen Ursprungs, sowie Lebermetastasen des priméren
KRK, wie auch des Adenokarzinoms der Lunge und des Pankreaskarzinoms, bewirken
eine Erhohung des CEA. Dies liegt darin begriindet, dass das CEA in der Leber abgebaut

wird.

Dieser Umstand macht diesen Tumormarker zu einem idealen und dem empfindlichsten
Verlaufsmarker nach Therapie des KRK. Besonders nach chirurgischer Exstirpation des
Primértumors kann CEA als non-invasiver Marker fiir Rezidive genutzt werden (HARDT

PD 2008) -siche Tabelle 12-.

Dies kann sich z.B. als fehlender Abfall von CEA nach einer inkompletten Resektion oder
bei Auftreten eines Tumorrezidives zeigen. Dieser Marker reagiert sogar Monate bevor
sich ein Rezidiv klinisch bzw. in bildgebenden Verfahren zeigt. Dagegen kann bei einem
fehlenden Anstieg bzw. einem Plateauniveau von einer stagnierten Tumorprogredienz
ausgegangen werden. Dies gelingt sogar mit einem negativen-pradiktiven Wert von 85-

95% (HARDT PD 2008).

Da das CEA in bestimmten Situationen ein sensitiver Marker sein kann, wird empfohlen
den Verlauf postoperativ fiir 3 Jahre alle 2-3 Monate zu liberpriifen. Dies gilt im Beson-

deren fiir Tumoren in den UICC Stadien II und III.
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Die Tabelle 12 zeigt den Zusammenhang zwischen dem UICC-Stadium und der CEA

Konzentration:

Tabelle 12: Ausbreitung des KRK in Relation zur CEA-Erhdhung (MOERTEL CG et al. 1995)

UICC - Stadium CEA-Erhohung in %
I 0-20
I 40 - 60
I 60 - 80
v 80 - 85
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3 M2-Pyruvatkinase

Im Zell- und Tumorstoffwechsel ist die Pyruvatkinase das wichtigste Enzym der Glyko-
lyse. Deren Aufgabe besteht in einer sauerstoffunabhéngigen, enzymatischen Reaktion
die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat in Pyruvat unter ATP-Gewinn zu katalysie-

ren. Diese Reaktion ist die ,,zweite Substratkettenphosphorylierung der Glykolyse*.

3.1 Die Pyruvatkinase

Im Folgenden sind die einzelnen Schritte der Glykolyse dargestellt. -siehe Abbildung 5-
Die Ausgangssubstanz der Glykolyse ist Glukose. Dieser 6-Kohlenstoffkdrper wird unter
ATP-Verbrauch in drei Schritten in den 6-Kohlenstoffkorper Fruktose-1,6-Bisphosphat
umgewandelt. Dieses wird anschlieBend in zwei unterschiedliche 3-Kohlenstoftkorper
gespalten. Wihrend der resultierende erste 3-Kohlenstoffkdrper Glyceron-3-Phosphat in
einem Folgeschritt durch Triosephosphatisomerase in Glyceral-3-Phosphat umgewandelt
wird, ist der zweite 3-Kohlenstoftkorper bereits selbst das gewiinschte Glyceral-3-Phos-
phat. Am Ende der Umwandlungskette der 3-Kohlenstoffkorper steht die Pyruvatkina-
sereaktion. Diese Reaktion ist fiir die Energiebilanz der Glykolyse von wesentlicher Be-
deutung, weil durch sie erstmals die Energiebilanz positiv wird. Es werden pro Glukose-
Molekiil zwei Molekiile ATP, zwei Molekiile Pyruvat und zwei Molekiile NADH + H* ge-
bildet.
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Glukose
Hexokinase ATP
ADP

Glukose-6-Phosphat

Phosphohexoisomerase

Fruktose-6-Phosphat

. ATP
Phosphofruktokinase ADP
Fruktorse-1,6-bisphosphonat
Aldolase

Dihydroxyacetonphosphat (1x) + Glycerinaldehyd-3-Phosphat (1x)

Triosephosphatisomerase 2P+ 2NAD+  Glycerinaldehyd-
2NADH + H+  3-phosphat-
Dehydrogenase

1,3-Bisphosphoglycerat (2x)

2x ADP
2x ATP
3-Phosphoglycerat (2x)

Phosphoglycerat-Mutase

Phosphoglycerat-Kinase

2-Phosphoglycerat (2x)
Enolase c H20
Phosphoenolpyruvat (2x)

. 2x ADP
Pyruvatkinase I ATP

Pyruvat (2x)

Abbildung 5: Ablaufschema der zentralen, universellen Glykolyse zur Energiegewinnung

Damit ist die Pyruvatkinase ein ubiquitdr vorkommendes, unverzichtbares Enzym der
Energiegewinnung der Zelle. Das gebildete Pyruvat ist Substrat fiir den Zitronensau-

rezyklus, der eine weitere wichtige ATP- und Redoxdquivalent-Quelle ist.
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3.2 Isoenzyme der Pyruvatkinase

Die Pyruvatkinase ist das zentrale Enzym der Glykolyse. Thre Aufgabe ist die Dephos-
phorylierung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat. Damit ist sie essenziell fiir die Netto-
Energiegewinnung der Glykolyse. Abgestimmt auf die spezifischen metabolischen Auf-
gaben unterschiedlicher Gewebe werden angepasste Isoenzyme der Pyruvatkinase ausge-
bildet. Insgesamt kennt man im menschlichen Korper vier Isoformen: M1-PK, M2-PK,
L-PK und R-PK. Dies ermoglicht unter anderem gewebsspezifische Unterschiede in der
Reaktionsgeschwindigkeit und der Regulation der Enzymaktivitdt (OREMEK GM et al.
1999).

In Geweben mit hoher Glukoneogenese wie der Leber oder den Nieren findet sich haupt-
sachlich die L-Typ-Isoform, hingegen wird der R-Typ nur in Erythrozyten exprimiert.
Die M1-PK findet sich in Muskel und Gehirn. Die M2-PK ist ein charakteristisches
Isoenzym fiir sich teilende Zellen. Sie lésst sich einerseits in embryonalen Zellen und in
adulten Stammzellen nachweisen, andererseits aber auch in Tumorzellen, weswegen die

M2-PK in dieser Arbeit als Marker fiir Tumorzellen ausgewéhlt wurde.

Bei der Tumorentstehung wird das Isoenzymmuster der Zellen gewechselt. Hierbei ver-
schwindet das jeweilige gewebsspezifische Isoenzym, wie zum Beispiel die L-PK in der
Leber oder die M1-PK im Gehirn, und das M2-PK-Isoenzym wird vermehrt gebildet -
siehe Abbildung 6- (EIGENBRODT E et al. 1985; MAZUREK S et al. 2005a; MAZUREK S
2008; REINACHER M et al. 1981).

* Glukose

Glukoneogenese mm=p Nukleogenese
L-PK  ->Leber M2-PK

-> Nieren
-> Kalan

Proliferierende Zellen:
-= embryone Zellen
-» adulte Stammzellen
-= Tumaorzellen

* Phosphoenolpyruvat

ApP Glykolyse = Gehirn
M1-PK == Muskel
ATP

* Pyruvat

* Lactat

Abbildung 6: Gewebeexpression der Pyruvatkinase - [soformen (HARDT PD et al. 2004a)
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Die molekularen Unterschiede wurden von Mazurek et al. untersucht. Die menschliche
M2-PK wird aus insgesamt 531 Aminosduren gebildet und besteht aus mehreren Un-
tereinheiten (Doménen). Die Verbindungsregion zwischen den Doménen A2 und C wird
Lintersubunit contact domain‘ (ISCD) genannt. Die Verbindungsregion zwischen der A-
und der B-Domine formt die katalytisch aktive Seite. Die C-Doméne bildet mit ithrem

Carboxylende die Bindungsstelle fiir allosterische Aktivatoren.

Der Unterschied zwischen der M1-PK und der M2-PK wird durch 22 Aminoséuren be-
stimmt, die sich, kodiert durch ,,alternatively spliced exons®, iiber das ISCD verteilen.
Dieser Unterschied ermoglicht die besonderen Fahigkeiten der M2-PK wie z.B. der al-
losterischen Regulation oder die Fahigkeit zwischen der dimeren und der tetrameren
Form zu wechseln. Die inaktive dimere Form bildet sich aus dem Zusammenschluss von
zwei Monomeren an ihrer A-Doméne. Die aktive tetramere Form entsteht durch Bindung
zweier weiterer dimerer M2-PK an die ISCD (EIGENBRODTE et al. 1997; MAZUREK S et
al. 2001a; MAZUREK S et al. 2001b; MAZUREK S 2008; PRAKASAM G et al. 2018) -siehe
Abbildung 7-.

1 44 116 218 531

H2N =N Al B A2 C #== COOH

378 434

Sequence differing
between M1 and M2-PK

Abbildung 7: Darstellung der Unterschiede zwischen M1 und M2 Form der PK (MAZUREK S 2008)
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3.3 Die Rolle der M2-Pyruvatkinase

Untersuchungen ergaben, dass die M2-Form der PK in zwei spezifischen Variationen
vorliegen kann, die durch die Zahl ihrer Untereinheiten bestimmt wird. Es gibt die aktive

tetramere und die inaktive dimere Form (EIGENBRODTE et al. 1997).

Vier Untereinheiten bewirken eine hohe Substrataffinitdt und damit eine hohe enzymati-
sche Aktivitét. Dieses Tetramer sollte der Normalzustand sein, hier wird Pyruvat als Sub-
strat fiir den Zitronensdurezyklus und ATP als direkter Energietrdger gebildet. Alle Ener-
giegewinnunsvorginge zusammen liefern aus einem Mol Glukose insgesamt 38 Mol
ATP. Da hier das Hauptaugenmerk der Zelle auf Energiegewinnung und Produktion liegt,

wird dieser Zustand als normal bezeichnet -siehe Abbildung 8-

Liegt die dimere Form vor, wie dies z.B. auch wéhrend der Tumorentstehung der Fall
sein kann, dndert sich zusitzlich das typische Isoenzymmuster. Statt einer vorherrschen-
den Isoform, z.B. der L-Form (in Leber, Nieren, Kolon) oder der M1-Form (in Gehirn
und Muskeln) kann diese durch die M2—Form ersetzt werden (EIGENBRODT E et al. 1985;
MAZUREK S et al. 2005a; VEELEN CW VAN et al. 1979).

Die dimere M2-Form produziert kein Pyruvat, Laktat oder ATP. Stattdessen haufen sich,
durch fehlende Enzymaktivitit der Pyruvatkinase, alle Zwischenprodukte der vorherigen
Reaktionen an. Dabei handelt es sich um Aminosduren, Nukleinsduren und Phospholi-
pide. Sie konnen fiir die Zellreparatur, der Bildung von Zellbestandteilen oder fiir den
Zellaufbau wihrend der Mitose verwendet werden -siehe Abbildung 9- (MAZUREK S et
al. 2005a; YuHulJ et al. 2014).
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Normal proliferierende Zellen Tumorzellen
Glukose Glukose
—— Nukleinsduren Nukleinséuren
Fruktose-1,6-Bisphosphonat Fruktose-1,6-Bisphosphonat
—— Phospholipide Phospholipide
J—— Aminosauren p—+ Aminosduren
Phosphoenolpyruvat Phosphoenolpyruvat
ADP ADP Oncoproteine
———)
OV — D8 =00
ATP ATP Fruktose-1.6- 1 oo wiz-pk
Bisphosphonat {Dimer)
Pyruvat Pyruvat
Lactat Lactat

Abbildung 8: Effekt der tetrameren und dimeren Form der M2-PK auf den Stoffwechsel der Zellen (MA-
ZUREK S 2002)

Von wesentlicher Bedeutung fiir diese Arbeit ist die Tatsache, dass die M2-Form nicht
nur in proliferierenden Zellen, sondern auch in embryonalen Stammzellen, adulten Zellen
und Tumorzellen exprimiert wird. Durch die stindige Zellteilung der Tumorzelle liegt die
dimere M2-Form des Enzyms verstirkt vor. Sie wird daher als TuM2-PK bezeichnet
(HAUG U et al. 2008b; MAZUREK S 2010; SPODEN GA et al. 2009).

Messungen von Board et al. konnten bestétigen, dass auffillig hohe Konzentrationen von
TuM2-Pk besonders in metastasierenden Zellen vorkommen. Gleichzeitig weisen diese
Zellen eine um den Faktor 100 héhere Konzentration an Phosphometaboliten auf, als dies
in normalen Zellen der Fall wiire. Dies wurde durch eine 3'P-NMR-Spektroskopie nach-

gewiesen (BOARD M et al. 1990).
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3.4 Regulation der Expression der M2-PK

Interessant fiir das Gesamtverstdndnis der Funktion der M2-PK ist ihre Regulation durch
Primédrmetaboliten. Bei der normalen Zelle erfolgt die Oszillation zwischen der dimeren
und tetrameren Form der M2-PK gesteuert durch den Metaboliten der Glykolyse,
Fruktose-1,6-Bisphosphat (MAZUREK S et al. 1993; MAZUREK S et al. 2005a).

Steigt die Konzentration von Fruktose-1,6-Bisphosphat bis auf einen bestimmten Schwel-
lenwert an, so wird die Pyruvatkinase von der dimeren Form in die tetramere Enzymstruk-
tur umgebildet und so die angestauten Metabolite zu Pyruvat abgebaut. Sinkt die Kon-
zentration von Fruktose-1,6-Bisphosphat durch enzymatische Abbauvorgéinge im weite-
ren Verlauf unter einen bestimmten Schwellenwert, so dissoziiert die tetramere Form in
die dimere Form. AnschlieBend steigen die Zwischenmetabolite erneut an und der oszil-
lierende Umwandlungsprozess der M2-PK beginnt von neuem. Damit stellt Fruktose-1,6-
Bisphosphat den zentralen Regulator der Glykolyse dar (MAZUREK S et al. 1993; MAZU-
REK S et al. 2005a).

Alternative Regularien konnen tiber die Aminoséure L-Serin, die aus den Glykolyse-Zwi-
schenmetaboliten Glycerol-3-Phosphat und Glutamat entsteht, ermdglicht werden. Diese
kann iiber einen allosterischen Wirkmechanismus direkt auf die Affinitdt der M2-PK fiir
ithr Substrat Phosphoenolpyruvat Einfluss nehmen. Durch die Erhhung der Affinitdt der
M2-PK sinkt die nétige Konzentration von Fruktose-1,6-Bisphosphat, um eine Umwand-
lung zur dimeren Form zu ermoglichen (EIGENBRODT E et al. 1992; GUMINSKA M et al.
1997).

An der Regulation sind auBBerdem die Aminosduren L-Alanin, L-Cystein, L-Methionin,
L-Phenylalanin, L-Valin, L-Leucin, L-Isoleucin und L-Prolin beteiligt. Diese reduzieren
die Affinitét fiir Phosphoenolpyruvat und erhéhen so die Konzentration der tetrameren
Form. Einen identischen Effekt haben nach Mazurek auch Fettsduren -siehe Abbildung

9- (MAZUREK S et al. 2005b).
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Glukose
/’ Glukose ¢ \
) — Nukleinsdure-
I.“f synthese
Fruktose-1,6-Bisphosphonat l

Serin
L-Serin  =—

3-Phosphoglycerat /

Tumorgen ras

L-Ala nilj Transkriptionsfaktoren:
L—Cystelln . HIF-1, SP1 und SP3
L-Methionin
L-Phenylalanin Phosphoenolpyruvat
L-Valin ADP
L-Leucin _ — Pyruvatkinasen mRNA
| L-soleucin ATP /
\ L-Prolin \
\ Pyruvat Glutamat / Glutamiy
- Laktat / -

Abbildung 9: Regulation der M2-PK (MAZUREK S. et al. 2002)

Eine weitere Regulationsmoglichkeit besteht in der vermehrten Expression der M2-PK.
Diese erfolgt durch verstirkte Expression der Pyruvatkinsen-mRNA. Dieser Prozess wird
seinerseits durch ras und die Transkriptionsfaktoren HIF-1, SP1 und SP3 gesteuert (MA-
ZUREK S et al. 2005b).

Im Fall des Humanen Papilloma Virus (HPV) vom Typ 16 hat z.B. das Onkoprotein E7
die Fahigkeit, direkt in die Regulation einzugreifen. Dabei bindet das Onkoprotein E7 an
die M2-Form der Pyruvatkinase, sodass diese von der tetrameren in die dimere Form
wechselt. Dies konnte von Mazurek et al. an ras-exprimierenden ,,normal rat kidney* Zel-
len nachgewiesen werden. Zusitzlich ist der notwendige Fruktose-1,6-Bisphosphat
Grenzwert fiir den Riickwechsel zur tetrameren Form stark erhoht (MAZUREK S et al.
2001a). Als Folge dessen stehen umfangreiche Mengen an Zwischenmetaboliten, bevor-
zugt Phosphometabolite, bereit, um ein Tumorwachstum zu begiinstigen (MAZUREK S et

al. 2001b; ZWERSCHKE W et al. 1999).
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3.5 M2-PK als Marker fiir Neoplasien
Fiir diese Arbeit von grofler Bedeutung ist die Beobachtung, dass die M2-PK in ihrer

dimeren Form keineswegs ausschlieflich intrazelluldr z.B. in den Mitochondrien nach-
weisbar ist. Diese Arbeit stiitzt sich auf die Erkenntnis, die von Eigenbrodt et al. entwi-
ckelt wurde, der nachweisen konnte, dass die M2-PK Form der Pyruvatkinase in verschie-
denen Tumorgeweben nachweisbar ist. Dies gelang ihm durch die Bildung von Antikor-
pern gegen die M2-Form und Nachweis dieser mittels Farbungen. Im Folgenden wurde
versucht diesen, moglicher Weise tumorspezifischen, Marker im Blut nachzuweisen, da

man davon ausging, dass durch z.B. Lysevorginge Zellbestandteile dort zu finden sind.

Auch beim Pankreas-Karzinom ist die M2-PK im Blut erhoht (HARDT PD et al. 2000).

Im Blut konnte die M2-PK durch immunchemische Untersuchungen bei diversen Karzi-
nomen nachgewiesen werden. Sie wurde auch in Kolon- und Magenkarzinomen (EIGEN-
BRODTE et al. 1997; HARDT PD et al. 2000; KiMm CW et al. 2003; LUFTNER D et al. 2001),
Nierenzellkarzinomen (HARDT PD et al. 2000; OREMEK GM et al. 2000), Lungenkarzino-
men (SAPOUTZIS N et al. 2002; SCHNEIDER J et al. 2000), Ovarial-/Mammakarzinomen
(HOOPMANN M et al. 2002; LUFTNER D et al. 2001), Zervixkarzinomen (KAURA B et al.
2004), Pankreaskarzinomen (CERWENKA H et al. 1999; OREMEK GM et al. 1997) und in

malignen Melanomen gefunden (UGUREL S et al. 2005).

Von besonderer Bedeutung war der Befund, dass die M2-PK sogar in den Stuhl abgege-
ben wird (EWALD N et al. 2005; HARDT PD et al. 2003c; HARDT PD et al. 2004a).

Der Vergleich der M2-PK im Stuhl bei Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen und
kolorektalen Adenomen ergab im Mittel hohere Werte als bei gesunden Probanden

(HARDT PD 2003) -siehe Tabelle 13-.
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Tabelle 13: Fakale Tumor M2-PK Konzentrationen bei gastrointestinalen Karzinomen, kolorektalen Ade-
nomen und einer Kontrolle (HARDT PD et al. 2003c¢)

Gruppe N= Mittelwert Median [U/ml] Bereich [U/ml]
[U/ml]
GI Krebs insg. 21 19,0 7,0 0,0-196,8
KRK 9 31,9 7,7 0,0-196,8
Rektaler Krebs 7 12,5 5,7 0,0-4225
Magenkrebs 5 4,8 3,0 0,0-14,3
Adenome 8 5,1 2,6 0,0-11,7
Kontrolle 49 2,0 1,7 0,0-9,1

Eine Studie aus Korea verglich den M2-PK Stuhltest und den iFOBT hinsichtlich der
Fritherkennung von KRK und von Polypen bei Patienten vor einer Koloskopie. Bei posi-
tivem M2-PK Stuhltest lag die Erkennungsrate fiir KRK bei 92,8% und bei Polypen bei
69,4%. Bei positivem iFOB-Bluttest lag die Erkennungsrate fiir KRK hingegen nur bei
47,5% und fiir Polypen lediglich bei 12,1%, so dass eine Uberlegenheit des M2-PK Stuhl-
tests gegeniiber dem iFOBT bei der Fritherkennung von KRK und Polypen konstatiert
wurde (KM YC et al. 2015).
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4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit liegt darin, M2-PK im Stuhl als Screening Marker zu
evaluieren und den Zusammenhang zwischen der M2-PK-Konzentration im Stuhl von
Patienten und dem Risiko eines KRK zu evaluieren. Als Grundlage dieser Arbeit steht
ein Patientengut von insgesamt 255 Patienten zur Verfiigung. Nach kritischer Priifung,
Sichtung und Ordnung, sollen die Daten statistisch ausgewertet, die Sensitivitit und Spe-

zifitit, sowie der Cut-off-Punkt fiir die M2-PK Messdaten bestimmt werden.

Dafiir greift diese Studie eine von Hardt et al. im Jahre 2003 begonnene multizentrische,

Studie auf und komplettierte sie mit neu erhobenen Daten des Standorts GieB3en.

Die multizentrische Studie umfasst Daten aus Gieen, Ulm, Mannheim und Ludwigsha-

fen.

5  Material und Methoden

5.1 Studiendesign und Protokoll
Die vorliegende Arbeit komplettiert, verbindet und analysiert die Daten der Studie aus
dem Jahre 2003 mit dem Studiennamen: “Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl total

koloskopierter Patienten®.

Es handelte sich um eine prospektive, multizentrische Studie mit einem Patientenkollek-

tiv von 185 Personen, bestehend aus 98 Méannern und 87 Frauen.

Das Kollektiv entstammt den Standorten Gieen, Mannheim, Ludwigshafen und Ulm.

Alle Patienten des Kollektivs wurden total koloskopiert. Mogliche Griinde waren:

- Patienten mit KRK vor OP/Radio-/Chemo-/Immuntherapie
- endoskopisch unauffdllige Probanden im Rahmen der Krebsvorsorge

- Patienten mit geplanter diagnostischer Koloskopie

Koloskopierte Patienten wurden auf das Vorhandensein von Polypen oder auffilligen
Schleimhautverdnderungen hin untersucht. Falls ndtig, wurden endoskopisch Biopsien
entnommen. Diese wurden anschlieBend vom Pathologen des jeweiligen Zentrums unter-
sucht und klassifiziert. Die Proben wurden differenziert nach: hyperplastischer Polyp/-en
(HP), Polyp/en (P), Adenom/en (A) und Karzinom/en (K).
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Zum Termin der Koloskopie brachten die Patienten eine Stuhlprobe mit.

5.1.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien
In das Patientenkollektiv wurden Probanden eingeschlossen, die entweder asymptoma-
tisch waren im Rahmen der Krebsvorsorge, oder die symptomatisch waren und zur Ab-

klirung einer unerwarteten Anderung der Stuhlgewohnheiten, klinisch vorstellig wurden.

Dazu gehorten Patienten mit Obstipation, Diarrhoe, Flatulenz, Hdmatochezie und
Schleimbeimengung oder schwarz verfarbtem Stuhl. Auch Gewichtsverlust oder be-
kannte Polypen, Adenome, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, im Alter von 18-
80 Jahren, Patienten mit kolorektalem Karzinom vor OP / Radio- / Chemo- oder Immun-
therapie oder eine obligate Untersuchung konnten Griinde fiir eine Koloskopie sein,

ebenso wie eine regulér geplante Vorsorgekoloskopie.

Patienten, die ein Zweitmalignom oder lokale Rezidive aufwiesen, wurden ausgeschlos-
sen. Patienten nach entferntem kolorektalen Primartumor, nach Chemo- / Radio- oder
Immuntherapie oder Patienten, die keine Einschlusskriterien erfiillten, wurden ebenfalls

ausgeschlossen.

5.1.2 Vorausgesetzte Untersuchungen
Alle Patienten wurden einer totalen Koloskopie unterzogen. Im Falle eines auffalligen
Befundes wurde eine Biopsie bzw. Ektomie des oder der Polypen durchgefiihrt. Im An-

schluss erfolgte die histopathologische Untersuchung.

Weiterhin wurde auf Tumor M2-Pyruvatkinase und okkultes Blut im Stuhl getestet.
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5.1.3 Makroskopische Befundung

Die Polypen wurden nach ihrer rein makroskopischen Anatomie differenziert, zum einen
nach der Grofle, Lokalisation und Anzahl, zum anderen nach Form (gestielt, tailliert,
sessil, flach oder mit zentraler Eindellung), der mikroskopischen Beurteilung und des Re-

sektionsstatus (RO ja/nein).

Eine neoplastische Verdnderung der Darmschleimhaut wurde ebenfalls erfasst und mit

Biopsien komplettiert.

5.1.4 Histopathologische Befundung
Die histopathologische Befundung erfolgte nach aktueller WHO-Klassifikation und be-
urteilt den Dysplasiegrad (bei Adenomen), Angaben zur vollstdndigen Entfernung und

Differenzierungsgrad von Adenomen und Karzinomen.

Entsprechend ihres Entnahmeortes wurden die Biopsien folgendermaflen ihrer anatomi-

schen Lokalisation zugeteilt:
proximales Kolon: = ,,Caecum + Colon asc.*

mittleres Kolon: = ,,Colon transv.*

distales Kolon: ,»Colon desc. + Sigma + Rektum®.

Histologisch wurden polypdse Verdnderungen in hyperplastische Polypen, sessil serra-
tierte Adenome, tubulire, tubulo-villose und villose Adenome mit jeweils geringgradiger
bzw. hochgradiger Dysplasie unterteilt (DAVID A et al. 2012). Somit konnte das Entar-
tungsrisko der gefundenen Adenome bestimmt werden. Diese wurden als LGIEN Ade-

nom oder HGIEN Adenom angegeben.

Alle Details der Studie konnen dem Studienprotokoll aus dem Anhang (Studienprotokoll,
Kapitel: 12.4, Seite: 118) entnommen werden.
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5.2 Methode der M2—-PK Bestimmung

5.2.1 Kooperationen und Labor
Die Bestimmung der M2-PK Konzentration erfolgte in Kooperation mit dem firmeneige-

nen Labor der Firma ScheBo® Biotech AG (Netanyastr. 3 in 35394 Giel3en).

Die Messungen erfolgten mit einem Sandwich-ELISA mit zwei monoklonalen Antikor-
pern, die das Isoenzym ,,Tumor M2-PK* hochspezifisch erkannten. Je Platte konnten 42

Patientenproben in Doppelbestimmung gemessen werden.

Die Messungen wurden von November 2003 bis August 2008 durchgefiihrt.

5.2.2 Probenmaterial

Als Probenmaterial kam eine erbsengrof3e Stuhlprobe zum Tragen.

5.2.3 Messbereich und Priizision
Laut Testanleitung vom November 2003 erlaubte das Testkit eine Bestimmung der Tu-

mor M2-PK in einem Messbereich von <= 2 bis 60 U/ml.
Prézision:
Intraassay-Varianz: der mittlere Variationskoeffizient (VK) lag bei 7,9% (3,5-13,6).

Interassay-Varianz: der mittlere VK lag bei 7,3% (3,8-12,6%).

Im Rahmen einer Verbesserung des Messsystems verdnderte sich ebenfalls auch der

Messbereich, sowie die Prazision.

Laut Testanleitung von Juni 2007 erlaubte das Testkit eine Konzentrationsbestimmung

der Tumor M2-PK im Messbereich von <= 1 bis 20 U/ml.

Prézision:
Intraassay-Varianz: der mittlere Variationskoeffizient (VK) lag bei 4,8% (2,9-7,7%).

Interassay-Varianz: der mittlere VK lag bei 6,4% (4,3-9,4%).
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5.2.4 Messung

e Vorbereitung des Waschpuffers (und des Extraktionspuffers)

e Stuhl homogenisieren/extrahieren

e lyophilisierte Standards und Kontrollen mit Waschpuffer rekonstituieren

e je 50 ul Blank, Standards, Kontrolle und Proben als Doppelbestimmung in
ELISA-Platte pipettieren — 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren — Wa-
schen

e Zugabe von je 50 pl anti Tumor M2-PK—-Biotin-POD-Streptavidin-Komplex (ge-
brauchsfertig) — 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren — Wa-
schen

e Zugabe von 100 pl Substratlosung (gebrauchsfertig) — 15 Minuten bei Raumtem-
peratur im Dunkeln inkubieren

e Zugabe von 100 pl Stopplosung (gebrauchsfertig)

e Extinktionsbestimmung OD 450 oder OD 450 — OD 620

e Auswertung mittels doppellogarithmischer Standardkurve

(SCHEBO® BIOTECH AG 2014)

Seite | 46



Material und Methoden

5.3 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden in Microsoft Office-Excel 2013 erfasst. Zur Analyse der Rohdaten,
der explorativen Datenanalyse, der inferenzstatistischen Analyse und zur Darstellung
samtlicher Graphiken wurde das Open Source-Programm ,,R*“ (Version 3.1.1 (2014-07-
10) (R. CorRE TEAM 2014) mit den Paketen: lattice, NADA, coin, MASS, car und effects
benutzt. Kardinalskalierte Daten mit integriertem Streuungs- und Lagemal} wurden mit-
tels Boxplots dargestellt. Die statistische Auswertung wurde freundlicherweise von Dr.
Gerrit Eichner vom Mathematischen Institut der Justus-Liebig-Universitit GieBen durch-

gefiihrt.

Zur Anwendung kommen verschiedene statistische Verfahren:

5.3.1 Chi-Quadrat-Test (x2-Test)

Der Chi-Quadrat-Test (x>-Test) findet Anwendung im Vergleich von Hiufigkeiten von
nominalskalierten, also kategorischen, Variablen. Der Test beurteilt, ob sich Haufigkei-
ten, die beobachtet wurden, signifikant von den erwarteten Héufigkeiten unterscheidet

(FAHRMEIR L et al. 2016; HEMMERICH WA 2015)

k
(beobachtete Haufigkeit; — erwartete Haufigkeit;)?
erwartete Haufigkeit;

x% =

i=1

Abbildung 10: Chi-Quadrat-Wert als Summe aller Werte der Chi-Quadrat-Tabelle (FAHRMEIR L et al.
2016)

5.3.2 Die Spearmansche Rangkorrelation

Die Sparmansche Rangkorrelation misst, wie gut eine beliebige monotone Funktion die
Korrelation zwischen zwei Variablen beschreiben kann. Gleichzeit erfolgt jedoch keine
Annahme iiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung dieser Variablen (FAHRMEIR L et al.

2016).

In dieser Arbeit wird mit ihrer Hilfe liberpriift, ob ein monotoner Zusammenhang zwi-
schen den zwei betrachteten Merkmalen M2-PK (in den Graphiken als: TuM2-PK.LC

bezeichnet) und Polypen existiert.
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5.3.3 Empirische kumulative Verteilungsfunktionen und Survival-Kurven
Die empirisch kumulative Verteilungsfunktion findet in der beschreibenden Statistik Ver-
wendung. Durch diese Funktion kdnnen jeder reelen Zahl (') alle groBeren oder kleine-

ren Stichprobenwerte zugeordnet werden.

5.3.4 (Multiple) Logistische Regression
Die Logistische Regression beinhaltet Regressionsanalysen, mit der die Wahrscheinlich-
keit fiir das Eintreten bestimmter Ereignisse, in Abhéngigkeit diverser Einflussgrofien,

bestimmt werden kann.

Dieses Verfahren ist notwendig, wenn der Einfluss auf Variablen von einem binéren
(ja/nein, 0/1) Messniveau, von sogenannten erkldrenden Variablen, bestimmt werden

muss (BENDER R, ZIEGLER A, LANGE ST 2002; FAHRMEIR L et al. 2016)

5.3.5 Holm Test

Der Holm Test ist eine Form der Testung von adjustierten p-Werten bei multipler Tes-
tung. Dies ist ndtig, wenn mehrere Nullhypothesen getestet werden. Dabei werden nach
Holm die Nullhypothesen so umgeordnet, dass entsprechende p-Werte monoton anstei-

gen (DUMBGEN L 2016).

5.3.6 Box- und Whisker-Plot

Als Boxplot (oder auch Box-Whisker-Plot) bezeichnet man eine spezielle Kastengraphik,
mit der kardinalskalierte Daten dargestellt werden konnen. Dabei werden diverse ,,ro-
buste Streuungs- und LagemalBe® in die Graphik integriert. Ziel ist es einen schnellen

Uberblick iiber die Daten und deren Verteilung zu gewinnen (FAHRMEIR L et al. 2016).
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5.3.7 Effekte Plots

Effekte Plots visualisieren bei einem prototypischen Patienten den Einfluss von diskreten

oder kontinuierlichen Pradiktoren auf den Outcome (HRisk). Einen prototypischen Pati-

enten beschreibt dabei, dass dessen Variablen einen Durchschnittswert haben.

In dieser Arbeit werden Effekte Plots flir die diskreten bzw. nominal skalierten Pri-
diktoren Geschlecht und Entziindung, sowie fiir die kontinuierlichen bzw. metrisch ska-

lierten Pradiktoren Entnahmealter und M2-PK gezeigt (FAHRMEIR L et al. 2016).

5.4 Datenschutz und Ethikvotum
Zur Wahrung des Datenschutzes wurden alle gesammelt Daten zu jeder Zeit in einem
verschliisselten, sog. ,,Container gespeichert. Dieser Container wird von dem, bis jetzt

als sicher geltenden, open source-Programm: ,, TrueCrypt 7.1a* bereitgestellt.

Das Ethikvotum vom 30.09.2003 (Aktenzeichen: 71/03) mit dem Titel: ,, Bestimmung der
Tumor M2-PK (Pyruvat Kinase) im Stuhl total koloskopierter Patienten. “ liegt vor und
deckt alle erfassten Daten dieser Arbeit ab -siehe Kapitel: 12.5-.
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6 Ergebnisse
6.1 Patientenkollektiv

Aus der im Jahre 2003 begonnenen Studie lagen 185 Datensétze aus den Standorten Lud-
wigshafen, Mannheim und Ulm vor. Zusitzlich wurden 70 Datensédtze aus Gieflen in das
Patientenkollektiv aufgenommen. Aus dem Gesamtkollektiv von 255 Patienten mussten

70 Patienten wegen unvollstindiger Datensitze entfernt werden.

Insgesamt mussten 38 Patenten aufgrund fehlender histologischer Befunde, 15 Patienten
aufgrund fehlender Koloskopiebefunde, 3 Patienten aufgrund fehlender M2-PK — Kon-

zentration und 14 Patienten aufgrund fehlenden Akten ausgeschlossen entfernt werden.

Somit umfasste das finale Patientenkollektiv insgesamt 185 Personen mit fast gleicher

Geschlechterverteilung (98 Ménner /87 Frauen).

6.1.1 Geschlechtsverteilung des Kollektivs

Die Patienten des Kollektivs verteilen sich auf die Standorte Giefen (n=70; 37,8%), Lud-
wigshafen (9; 4%), Mannheim (86; 46,5 %) und Ulm (20; 10,8%). Eine detaillierte Auf-
stellung ist unter Tab. 1 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Verteilung der Patienten auf die verschiedenen Orte

Absolute Zahlen Prozente

ménnlich weiblich Summe mé&nnlich weiblich Summe
Ort
GI 42 28 70 42.9 32.2 37.8
LU 4 5 9 4.1 5.7 4.9
MA 41 45 86 41.8 51.7 46.5
U 11 9 20 11.2 10.3 10.8
Summe 98 87 185 100.0 99.9 100.0

Durch Rundungsfehler beim Berechnen der Prozente kann es zu maximalen Prozentsummen von
99,9% bis 100,1%, statt den zu erwarteten 100,0% kommen.

Fiir eine statistische Analyse der Daten ist es zwingend notwendig, dass das Patienten-

kollektiv homogen verteilt ist, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicher zu stellen.
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In dieser Studie sind die Geschlechter anndhernd identisch verteilt, sodass von einer ho-
mogenen Verteilung ausgegangen werden kann (adjustierter p-Wert nach Holm p =

0,5156).

6.1.2 Altersverteilung des Kollektivs

6.1.2.1 Entnahmealter getrennt nach Geschlecht

Untersucht wurden 98 ménnliche Patienten mit einer Alterspanne von 20 bis 79 Jahren.
Dabei lag das mittlere Untersuchungsalter bei 57,5 Jahren, der Median bei 60,0 Jahren.
Bei den 87 weiblichen Patientinnen lag die Alterspanne zwischen 19 und 82,0 Jahren.
Das mittlere Untersuchungsalter betrug 53,8 Jahre. Der Median lag bei 57,0 Jahren. Ba-
sierend auf der Fallverteilung kann von einer Normalverteilung des Kollektivs ausgegan-

gen werden -siehe: Tabelle 15-

Tabelle 15: Acht-Zahlen-Zusammenfassung fiir metrische Variablen / Entnahmealter getrennt nach Ge-

schlecht
n=|98 ) n=‘87
o | - 8
i o % ° Entnahmealter
ol g mannlich weiblich
) T & | Min 20.0 19.0
o % 1. Qu. 490 415
4 2°. | Median 60.0 57.0
£ o] 1 ® | Mittel 57.5 53.8
2 T & &8 | 3. Qu. 67.0  64.0
o oo $ | Max. 79.0 820
0 o8 | St.abw. 13.2 15.3
) L & | 0.025KGC 54.8  50.5
A e | 0975KG 60.1 57.0
- DU % | n 98.0 87.0
ménlnlich weiBIich NAS

In der -Tabelle 15- sind die Daten graphisch und mit Kennzahlen zur Lage und Streuung
dargestellt.
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6.1.2.2  Alter und Geschlecht von Patienten mit pathologischen Befunden

Tabelle 16 zeigt die Alters- und Geschlechterverteilung fiir Patienten des Kollektivs, die
ein HGIEN oder Karzinom aufweisen. Getrennt davon wird dann in Tabelle 17 der spe-
zifische Altersdurchschnitt mit Geschlechterverteilung fiir Patienten mit einem HGIEN,

einem Karzinom oder insgesamt einem hohen Risikotyp (high risk type) dargestellt.

Tabelle 16: Patienten mit Karzinom oder HGIEN

Entitit Alter (Jahre) Geschlecht
HGIEN 81 méinnlich
HGIEN 50 ménnlich
HGIEN 74 méinnlich
HGIEN 76 weiblich
Karzinom 70 minnlich
Karzinom 53 weiblich
Karzinom 66 mannlich
Karzinom 82 weiblich
Karzinom 54 weiblich
Karzinom 74 mannlich
Karzinom 59 minnlich

Tabelle 17: Zusammenfassung der Altersdurchschnitte fiir Karzinom, HGIEN und High Risk Type

Karzinom HGIEN High Risk Type

O Alter fiir Ménner = 67,25y | O fiir Ménner = 68,33y | O fiir Ménner= 67,71y

@ Alter fiir Frauen = 63,00y | O fiir Frauen = 76,00y | O fiir Frauen = 66,25y

Geschlechterverteilung: 3m/ 1w Tm /4w

4dm / 3w
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6.1.3 Verteilung der Polypen und Karzinome

Insgesamt wurden an allen teilnehmenden Zentren 85 Patienten mit polypdsen Verdnde-
rungen der Mukosa biopsiert und histopathologisch untersucht. Die Polypen waren iiber
das gesamte Colon verteilt. Hierbei waren Unterschiede in der Auftrittshaufigkeit, ent-

sprechend der anatomischen Lokalisation, zu beobachten.

In dem untersuchten Kollektiv fanden sich bei 20 Patienten (10 Ménner, 10 Frauen) Po-
lypen im proximalen Kolon. Bei 7 Patienten fanden sich Polypen im mittleren Kolon (5

Mainner, 2 Frauen) und bei 58 Patienten im distalen Kolon (35 Ménner, 28 Frauen).

Beziiglich der Geschlechterverteilung (p-Wert des Holm-adjustierten Fisher Test: p =
1,00) und der Studienorte (p-Wert des Holm-adjustierten Fisher Test: 0,5156) zeigte sich

eine homogene Verteilung.

Tabelle 18: Haufigkeiten fiir Polypenlokalisation getrennt nach Geschlecht

Absolute Zahlen Prozente
ménnlich weiblich Summe miénnlich weiblich Summe

Polypenort

Caecum + Colon asc. 10 10 20 10.2 11.5 10.8
Colon desc. + Sigma + Rektum 35 23 58 35.7 26.4 314
Colon transversum 5 2 7 5.1 2.3 3.8
NA 48 52 100 49.0 59.8 5H4.1
Summe 98 87 185 100.0 100.0 100.1

Legende: NA: NA: not available bzw. Patienten mit fehlenden pathologischen Befunden

Die gefundenen sieben Karzinome in diesem Kollektiv zeigten bei Ménnern eine Auf-
trittswahrscheinlichkeit von 100% (4/4 Patienten) im distalen Kolon. Bei den Frauen je-
doch nur von 66,6% (2/3 Patienten). Dabei lag bei den weiblichen Patienten je ein Karzi-

nom im proximalen und distalen Kolon -siehe Tabelle 19-
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Tabelle 19: Verteilung der Karzinome auf das Kolon

Alter Geschlecht Lokalisation
54 weiblich distal
66 méinnlich distal
70 méinnlich distal
74 minnlich distal
59 ménnlich distal
82 weiblich proximal
53 weiblich distal

6.1.4 Verteilung der histologischen Entitiiten

Das Kollektiv von 185 Patienten muss nach histologischer Einteilung aufgetrennt werden
in 91 Patienten mit einem polypenfreien Befund, sowie in 11 Patienten, fiir die ein unkla-
rer Befund oder kein Befund existiert. Von den verbliebenen 83 Patienten mit einem Be-
fund wiesen 20 (absolut 10,8%, rel. 24,1%) (13 Ménner, 13,3%; 7 Frauen 8,0%) hyper-
plastische Polypen auf. LGIEN wurden in 52 (28,1%, rel. 62,65%) (Ménner 28, 28,6%;
Frauen 24, 27,6%) und HGIEN in 4 Patienten (4,1%, rel. 4,82%) (2 Ménner,2,0%; 2
Frauen, 2,3%) diagnostiziert. Karzinome wurden bei 7 Patienten gefunden, (4 Ménner,
4,1%; 3 Frauen, 3,4%) und bildeten 3,8% (rel. 8,43%) des Gesamtkollektives. Signifi-
kante Unterschiede der polypdsen Lésion und des Patientengeschlechts konnten nicht be-

obachtet werden (adjustierte p-Wert nach Fisher p=1,0000).

Die Auflistung dieser Daten kann, graphisch dargestellt, aus der -Abbildung 11- und

-Tabelle 20- entnommen werden.
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Verteilung der Befunde

B Polypenfrei

| hyperplastischer Polyp
Adenome geringradiger
Hyperplasie

m Adenome hochgradiger Hyperplasie

m Karzinome

unklarer Befund

Abbildung 11: Verteilung der histologischen Entititen

Tabelle 20: Histologische Befunde getrennt nach Geschlecht

Absolute Zahlen Prozente
méannlich weiblich Summe méannlich weiblich Summe

Polypen

nein 46 45 91 46.9 51.7 49.2
HP 13 7 20 13.3 8.0 10.8
ALow 28 24 52 28.6 27.6 28.1
AHigh 2 2 4 2.0 2.3 2.2
Karzinom 4 3 7 4.1 3.4 3.8
NA 5 6 11 5.1 6.9 5.9
Summe 98 87 185 100.0 99.9 100.0

Legende: Nein: kein pathologischer Befund, HP: hyperplastischer Polyp, ALow: Adenom mit LGIEN,
AHIGH: Adenom mit HGIEN, Karzinom: karzinogene Veridnderung, NA: not available bzw. Patienten
mit fehlenden pathologischen Befunden
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6.2 Haufigkeiten verschiedener Befunde / Risikotypen

Beim Risikotyp werden die verschiedenen Differenzierungsstadien von Polypen in zwei
Gruppen unterschiedlicher Pathogenitit zusammengefasst. Die eine Gruppe wird als ,,low
Risk* (Niederrisikotyp) bezeichnet und beinhaltet (nein=keine Auffilligkeiten*, HP=hy-
perplastische Polypen und LGIEN), also besteht insgesamt ein niedriges Entartungsri-

siko.

Die andere Gruppe wird als ,,high Risk® (Hochrisikotyp) bezeichnet und HGIEN und
Karzinome, also besteht insgesamt ein hohes Entartungsrisiko. Patienten mit dem Status

NA=Not available konnten keiner Gruppe zugeordnet werden.

6.2.1 Hiufigkeiten der Befunde getrennt nach Geschlecht

In -Tabelle 21- findet sich eine Auflistung aller Niederrisikotyp- und Hochrisikotyp-Pa-
tienten. Im Patientenkollektiv fanden sich fiir die Gruppe vom Niederrisikotyp insgesamt
87 minnliche (47,0%) und 76 weibliche Patienten (41,1%). Unter die Gruppe vom Hoch-
risikotyp fielen 6 méinnliche (3,2%) und 5 (2,7%) weibliche Patienten.

Beim Vergleich des Befundes bzw. Risikotyps nach Geschlecht wird eine homogene Ver-
teilung ohne signifikante Unterschiede deutlich. Dies bestétigt sich im Holm-adjustierten

p-Wert nach Fisher von 1,0000.

Tabelle 21: Haufigkeiten fiir Risikotyp getrennt nach Geschlecht

Absolute Zahlen Prozente
mannlich weiblich Summe mannlich weiblich Summe
Risikotyp
low 87 76 163 88.8 87.4 88.1
high 6 5% 11 6.1 5.7 5.9
NA 5) 6 11 9.1 6.9 5.9
Summe 98 87 185 100.0 100.0 99.9

Legende: low: niedriger Risikotyp, high: hoher Risikotyp, NA: NA: not available bzw. Patienten mit feh-
lenden pathologischen Befunden

Die 11 (5,9%) Patientin mit der Bezeichnung ,,NA* sind, wie oben geschrieben, durch

fehlende Arzt- oder Pathologiebefunde begriindet.
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6.3 Entziindungen des Darms

In dem untersuchten Kollektiv von 185 Patienten weisen 53 eine Entziindung auf. Dies
entspricht liber die Geschlechter hinweg 28,6% der Patienten (28 Minner, 28,6%; 25
Frauen 28,7%). -siehe Tabelle 20-

Tabelle 22: Haufigkeiten von Entziindungen getrennt nach Geschlecht

Absolute Zahlen Prozente
ménnlich weiblich Summe  ménnlich weiblich Summe
Entziindung
nein 70 62 132 71.4 71.3 714
ja 28 25 53 28.6 28.7 28.6
Summe 98 87 185 100.0 100.0 100.0

Legende: nein: Patienten ohne Entziindungen, ja: Patienten mit Entziindungen

Unterschieden wurde im Kollektiv nach akuten und chronischen Entziindungen. Akute
Entziindungen wurde bei 15 Patienten (8,1%) (8 Ménner, 8,2%; 7 Frauen, 8,0%), chroni-
schen Entziindungen bei 38 Patienten (20,5%) (20 Minner 20,4%; 18 Frauen, 20,7%)

diagnostiziert.

Tabelle 23: Haufigkeiten fiir Entziindungsdetail getrennt nach Geschlecht

Absolute Zahlen Prozente
ménnlich weiblich Summe maénnlich weiblich Summe
Entziindungsdetail
nein (akut) 70 62 132 71.4 71.3 714
ja (akut) 8 7 15 8.2 8.0 8.1
chronisch 20 18 38 20.4 20.7 20.5
Summe 98 87 185 100.0 100.0 100.0

Legende: nein (akut): keine akuten Entziindungen, ja (akut): akute Entziindungen, chronisch: chronische

Entziindungen liegen vor

Betrachtet man die Entziindungen in Hinblick auf die Geschlechterverteilung, wird mit-
tels des Holm-adjustierten Fisher Tests mit einem p-Wert von 1,0000 deutlich, dass kein

signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtergruppen besteht.
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6.4 M2-Pyruvatkinase

6.4.1 Acht-Zahlen-Zusammenfassung fiir metrische Variablen

Die Acht-Zahlen-Zusammenfassung ist eine Erweiterung der Standard Fiinf-Zahlen-Zu-
sammenfassung. Diese dient wiederum der Darstellung von Informationen eines Daten-
satzes. Meist erfolgt eine graphische Darstellung als Box- und Whisker-Plot und ist eine

geeignete Form, um erste Aussagen zur Lage und Verteilung der Daten zu ermdglichen.

Dabei werden die berechneten Werte des Medians und die Quartile in vier Abschnitte
geteilt zu je 25%. Die Box enthilt anschlieBend 50% der Beobachtungswerte. —siehe
auch: Kapitel 5.3.6-

Die TuM2-Pyruvatkinase hat bei den Ménnern ein linkszensiertes Minimum von <=1,0
U/ml und ein Maximum bei 459,0 U/ml. Der Median liegt bei 2,0 U/ml, das Mittel bei
15,7 U/ml und die Standardabweichung bei 63,3. Bei Frauen liegen das linkszensierte
Minimum bei <=1 U/ml und das Maximum bei 926,0 U/ml. Der Median liegt bei 2,0
U/ml, der Mittelwert bei 23,7 U/ml und die Standardabweichung bei 106,0. Aufgrund der
linkszensierten Daten erhilt die Bezeichnung ,,TuM2PK* in den Tabellen die Erweite-

rung ,,.LC* (left censored).

Tabelle 24: Acht-Zahlen-Zusammenfassung fiir metrische Variablen getrennt nach Geschlecht

Entnahmealter TuM2PK.LC log10. TuM2PK.LC

méannlich weiblich mannlich weiblich mannlich  weiblich
Min. 20.0 19.0 1.00 1.000
1. Qu. 49.0 41.5 1.00 1.000 . .
Median 60.0 57.0 2.00 2.000 0.301 0.301
Mittel 57.5 53.8 15.70  23.700 0.437 0.471
3. Qu. 67.0 64.0 3.54 4.700 0.549 0.672
Max. 79.0 82.0 459.00 926.000 2.660 2.970
St.abw. 13.2 15.3 63.30 106.000 0.590 0.662
0.025 KG 54.8 20.5 3.01 0.806 0.318 0.327
0.975 KG 60.1 57.0 28.40  46.600 0.555 0.614
n 98.0 87.0 98.00  84.000 98.000 84.000
NAs . . . 3.000 . 3.000

Legende: Min.: Minimum, 1. Qu.: 1. Quartil, 3. Qu.: 3. Quartil, Max. Maximum, St.abw.: Standardabwei-
chung, 0.025 KG: 25% Konfidenzintervall, 0.975: 97,5% Konfidenzintervall, n: Anzahl, NA: nicht zu-

weisbar

Seite | 58



Ergebnisse

n=98 n=84
o 1 1
P * o
. 3 %
2
* o
* o * <
. * [e
34
* [sJ¥s)
—~ 3 %o * o
E
— * [e]
o 2l
- v * o]
1
] 1 g@ : (a [a]
1
[=] I °© : ©
= I G 0 I
I o 1
| =]
1
| Lo
8 1
. ; 00 %@8
21 %E%O — 800
o] adam
§8.° ©
O <)
=3 o oo
T T
ménnlich weiblich

Abbildung 12: 1og10.TuM2PK.LC getrennt nach Geschlecht

Die log 10-transformierten Werte der -Abbildung 12- zeigen zwar reduzierte, aber immer

noch vorhandene AusreiB3er, zahlreiche Bindungen' und gewisse Asymmetrien.

Gleichzeitig fand sich jedoch auch eine gewisse Ahnlichkeit der Datenverteilung. Die
Testung der Normalverteilung zwischen Mannern und Frauen (Holm adjustierter Fisher

Test) ergibt p=0,8145.

Mittels eines inferenzstatistischen Vergleichs der Geschlechter-Gruppen, beziiglich der
log10.TuM2PK.LC Konzentration mit Holm-adjustierten p-Werten, kann kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Geschlechtergruppen beziiglich der log10. TuM*“PK.LC

Konzentration gefunden werden. -vgl. Tabelle 25-

I: Mit einer Bindung wird im Rahmen der Rangstatistik das Auftreten von multiplen,
gleichen Werten bezeichnet. Diesen kann kein eindeutiger Rang zugeordnet werden. Eine
Losung ist es diesen Werten den Durchschnittswert der hypothetischen Rénge zuzuwei-

sen (DUMBGEN L 2016).

Seite | 59



Ergebnisse

Tabelle 25: Unadjustierter und Holm-adjustierter p-Wert fiir log10.TuM2PK.LC

nicht adjustiert Holm-adjustiert

ttest
log10. TuM2PK.LC 0.7147 1.0000
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Abbildung 13: logl10.TuM2PK.LC getrennt nach Ort

In der graphischen Darstellung der log10 TuM2PK-Werte werden zahlreiche Ahnlichkei-
ten und Asymmetrien der Studienorte deutlich. Die Verteilung zwischen Gie3en und
Mannheim ist anndhernd identisch, wohingegen Ludwigshafen und Ulm deutliche Ab-
weichungen zeigen. Die Annahme einer Normalverteilung der log10 TuM2PK-Werte ist
daher schwierig. Dies bestitigt der p-Wert von 0,00111 im Peto & Peto Test in -Tabelle
26-
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Tabelle 26: Peto & Peto Test der TuM2PK - Konzentration bezogen auf die Studienorte

Ort Anzahl | Beobachtet | Erwartet | (0-E)*2/E | (O-E)*2/V
Gieflen 70 26,30 26,82 0,0102 0,0213
Ludwigshafen 7 4,75 1,84 4,6147 5,8215
Mannheim 86 38,38 32,66 0,9998 2,4083
Ulm 19 1,86 9,96 6,5879 10,4282
Chi-Quadrat: 16,1 (mit 3 Freiheitsgraden), p=0,00111

6.4.2 M2-PK und Entartungsstadien von Polypen

Die -Abbildung 14- zeigt die TuM2-PK Konzentration bezogen auf die verschiedenen
Polypen - Entartungsstadien (keine Polypen (nein), hyperplastische Polypen (HP),
LGIEN Adenome (ALow), HGIEN Adenome (AHigh) und Karzinome) als Boxplot.

Der Median der TuM2-PK-Konzentration steigt zu hyperplastischen Polypen hin an. Von
den Niederrisikoadenomen bis hin zu den Hochrisikoadenomen fillt die TuM2-PK-Kon-

zentration wieder ab und steigt schlielich bei den Karzinompatienten wieder an.

Es lasst sich kein linearer Zusammenhang zwischen der TuM2-PK - Konzentration und
den verschiedenen Polypenstadien erkennen (Monte-Carlo-Approximation: p-Wert:

0,2074).
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Abbildung 14: Verteilung der M2-PK-Werte pro Polypen-Gruppe (ohne Entziindung)

Die graphische Darstellung zeigt deutliche Ausreil3er, die jedoch in einer Rangkorrelation
vernachléssigbar sind. Der ,,Approximative Spearman Correlation Test” ergibt einen p-
Wert von 0,3955. Ein monotoner Zusammenhang zwischen der Polypenart und der

TuM2-PK-Konzentration kann nur bedingt erkannt werden.

Zusammengefasst zeigen die Daten keinen deutlich monotonen Zusammenhang zwi-
schen dem TuM2-PK-Wert und der Entartungswahrscheinlichkeit bzw. der Karzi-

nomhaufigkeit.

6.4.3 M2-PK und Sensitivitit / Spezifitit

Die Berechnung der Sensitivitit und Spezifitit ist abhidngig vom Cut-Off-Wert. Dabei
handelt es sich um einen Toleranzwert, der festlegt, ab wann ein Testergebnis als positiv
bzw. maligne bezeichnet wird. Ziel ist es die Anzahl an ,,falsch-positiven* Ergebnissen

so klein, wie mdglich zu halten.

Ein fiir dieses Kollektiv passender Cut-Off-Wert wurde mit Hilfe einer Receiver-Opera-
ting-Characteristic (ROC) Kurve bzw. der graphischen Darstellung der Daten in der Area
Under the Curve (AUC) ermittelt (THOMAS GT 2015).
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Fiir dieses Kollektiv gibt die ROC-Kurve in -4bbildung 15- zwei passende Cut-Off-Werte
an. Der minimal mogliche Cut-Oft-Wert liegt bei 1,63 U/ml, der zweite bei 6,92 U/ml.
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Abbildung 15: ROC Kurve von Karzinom und TuM2-PK

Jeder Cut-Off-Punkt hat seine eigenen Vor- und Nachteile, wodurch eine entsprechende

Auswabhl getroffen werden musste.

Fiir dieses Kollektiv und deren TuM2-Pyruvatkinase-Werte wurde entschieden den ,,Cut-
Off 2% bei 6,92 U/ml zu setzen. Dieser bietet bezogen auf dieses Kollektiv zwar nur eine
Sensitivitidt von 60% (vs. Cut-Off 1: 100%), dafiir jedoch eine Spezifitit von 94% (vs.
54%).

Weiterhin ergibt sich ein Wert von 7% (vs. 53%) fiir Falschpositive und ein positiver
Vorhersagewert von 30% (vs. 9%). Der negative Vorhersagewert betragt 98% (vs. 100%)
und der falsch negative Wert 2% (vs. 0%).
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6.4.4 M2-PK und Polypen, low risk und high risk Situation

6.4.4.1 Vergleich der empirischen kumulativen Verteilungsfunktionen

Die statistische Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen der Polypenart (Hy-
perplastischer Polyp, Adenom mit low grade intraepitheliale Neoplasie (LGIEN), Ade-
nom mit high grade intraepitheliale Neoplasie (HGIEN) / high risk Adenom, Karzinom)
und der TuM2-PK Konzentration ergab im Peto & Peto-Test keinen signifikanten Zusam-

menhang (p=0,136).

6.4.4.2 Logistische Regression mit proportionalen Odds von Polypen an M2-PK (mit
Entziindungspatienten)

Die logistische Regression mit proportionalen Odds findet Verwendung, wenn eine Be-
ziehung zwischen zwei unterschiedlich skalierten Variablen gesucht wird. In diesem Fall
wird eine Verbindung zwischen der ordinal skalierten (sog. Response-) Variable ,,Poly-
pen* (mit den unterschiedlichen Leveln (nein, HP, LGIEN, AGIEN und Karzinom) und
anders skalierten, moglichen EinflussgroBen (den sog. Covariablen oder Pradiktoren) wie
z.B. ,,Geschlecht, Entnahmealter und der Konzentration der TuM2-Pyruvatkinase® ge-

sucht.
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Die Darstellung der Daten von Geschlecht, Entnahmealter und TuM2-PK sind als 3D-
Verteilung der Daten aus vier verschiedenen Blickrichtungen nach Geschlecht farblich

kodiert dargestellt.
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Abbildung 16: 3D-Punktewolken fiir Polypen, Entnahmealter, TuM2PK.LC

Die Daten werden in den 3D-Punktewoken nach Geschlechtern getrennt gruppiert. Dies
erfolgt durch Kombination einer Farbkodierung der qualitativen Variablenwerte des Ge-
schlechts (Mann: blau, Frau: pink) und der Interpretation metrischer und ordinaler Vari-

ablenwerte als Raumkoordinaten.

Insgesamt zeigen 85 Patienten einen auffdlligen Polypenbefund. Weiterhin zeigt sich eine

Haufung der Patienten ohne Polypen bei niedrigem Tumormarker und hohem Alter. Die
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Verteilung der Polypen iiber die Geschlechter ist anndhernd gleich. Mit steigendem Alter
nehmen jedoch die HGIEN und die Karzinome deutlich zu.

In der anschlieenden ,,Deviance*-Analyse wird das ,,gefittete ordinale Regressionsmo-
del* zur Beurteilung der Signifikanz des Einflusses der einzelnen Pridiktoren auf die

Response-Variable verwendet.

Tabelle 27: Deviance-Analyse-Tabelle (Type II Tests)

LR Chisq Df PR (>Chisq)
Geschlecht 0,2355 1 0,6274590
Entnahmealter 13,0409 1 0,0003048
Log10(TuM2PK.LC) 3,7573 1 0,0525764

Legende: Log10(TuM2PK.LC): Die logl0 transformierten Messwerte der linkszensierten TuM2PK

Fiir das Geschlecht ergibt sich ein p-Wert von 0,6275, ebenso fiir die logarithmierten
Werte des TuM2PK (log10(TuM2PK)): p=0,0526.

Wie bereits den 3D-Punktewolken -Abbildung 16- und -Abbildung 17- entnommen, 14sst
sich jedoch fiir das Entnahmealter ein signifikanter Zusammenhang (p=0,0003) bestim-

men.

Die Daten aus -Tabelle 23- lassen sich auch graphisch darstellen -siehe Abbildung 17-:
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Abbildung 17: Effekte-Plots des obigen Regressionsmodells fiir Polypen

In -Abbildung 17- wird die Auftrittshdufigkeit verschiedener histologischer Typen (nein
= keine Neoplasie, HP = hyperplastischer Polyp, Alow = LGIEN, Ahigh = HGIEN und
Karzinom = Karzinom) in Abhingigkeit vom Geschlecht, Entnahmealter und der TuM2-
PK — Konzentration préasentiert. Die Darstellung wurde so gewahlt, dass die Aufsummie-
rung aller histologischen Typen jeweils 100% ergibt. An der jeweiligen Skalierung (Y-
Achse) kann der relative Anteil an der Gesamtverteilung abgelesen werden. Die Skalie-

rung entspricht jeweils 20% Anteilen.

Im linken Plot erfolgt die Unterscheidung nach Geschlecht. Aus der Grafik geht hervor,
dass die unterschiedlichen histologischen Typen iiber die Geschlechter hinweg annédhernd

gleich verteilt sind.

Der mittlere Plot zeigt die altersabhédngige Verteilung der verschiedenen histologischen
Typen. Hierbei ist eine Verschiebung der Anteile mit dem Alter zu erkennen: Mit zuneh-
mendem Entnahmealter ist eine Reduktion der Auftrittshidufigkeiten der Gruppen ,,Nein*
(=Keine Polypen) und ,,HP* (=hyperplastischer Polyp) festzustellen. Gleichzeitig beo-
bachtet man einen Anstieg des relativen Anteils der Kategorien ,,Alow* (=LGIEN), ,,A-
high*“ (=HGIEN) und ,,Karzinome* (=Karzinome).

Der rechte Plot zeigt ein antiproportionales Verhéltnis zwischen der relativen Auftritts-
hiufigkeit der Kategorien ,,ALow", ,,AHigh* und ,,Karzinome* und der TuM2-PK-Kon-
zentration. Dementsprechend ergibt sich bei sehr niedrigen TuM2-PK-Konzentrationen
eine hohere Auftrittshiufigkeit fiir die genannten Gruppen ,,ALow*, ,,AHigh* und ,,Kar-

zinome*‘.
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6.4.4.3 Logistische Regression mit proportionalen Odds von Polypen an M2-PK (ohne
Entziindungspatienten)

Die nachfolgend aufgezeigten 3D-Punktewolken -siehe Abbildung 18- zeigen das Patien-
tenkollektiv ohne Entziindungen und getrennt nach Geschlecht. Zusitzlich werden die
Daten nach dem Entnahmealter, den Polypen und der logarithmierten TuM2PK-Konzent-

ration aufgetrennt.
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Abbildung 18: 3D-Punktewolken fiir Polypen, Entnahmealter, TuM2PK.LC
(Es handelt sich in allen Abbildungen um die identische Darstellung, jeweils 90° gedreht.)
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Die Punktewolken zeigen einen ansteigenden Trend von jungen Patienten mit niedriger
M2-PK Konzentration und keinen Polypen im Gegensatz zu hohem Patientenalter mit
zunehmend pathologischen Polypenformen. Jedoch ist dieser Trend nicht mit steigenden

TuM2PK-Konzentrationen assoziiert.

Diese Vermutung zeigt sich ebenfalls in den ,,Effekte-Plots* in -Abbildung 19-. Hierbei
werden die Auftrittswahrscheinlichkeiten der verschiedenen Polypenformen bezogen auf

Geschlecht, Entnahmealter und TuM2PK-Konzentration aufgezeigt.

Geschlecht effect plot Entnahmealter effect plot TuM2PK.LC effect plot
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Abbildung 19: Effekte-Plots des obigen Regressionsmodells fiir Polypen (ohne Entziindung)

In der linken Graphik zeigt sich eine fast identische Auftrittswahrscheinlichkeit zwischen
den Geschlechtern. In der mittleren Darstellung sind, bei steigendem Patientenalter, eine
deutliche Zunahme von LGIEN, HGIEN Adenomen und Karzinomen, verbunden mit ei-
nem dementsprechenden Abfall der Auftrittswahrscheinlichkeiten fiir niederpathologi-

sche Polypen ersichtlich.

Im rechten Effekt-Plot zeigt sich bei sehr niedrigen TuM2PK-Konzentrationen ein starker

Zusammenhang mit der Auftrittswahrscheinlichkeit pathologischer Polypenformen und

Seite | 69



Ergebnisse

von Karzinomen. Bei steigenden Konzentrationen nimmt dieser Zusammenhang jedoch

schnell ab und ein Zusammenhang lisst sich nicht linger erkennen.

Eine statistische Ubersicht zeigt die folgende Analyse: gefittetes, ordinales Regressions-
modell zur Beurteilung der Signifikanz des Einflusses der einzelnen Prddiktoren auf die

Response-Variable -siehe Tabelle 28-.

Tabelle 28: Analyse der Abweichungen (Type II tests)

LR Chisq Freiheits- | PR (>Chisq)
grad
Geschlecht 0,01871 1 0,665375
Entnahmealter 10,0201 1 0,001548
Log10(TuM2PK.LC) 0,3233 1 0,569628

Legende: Log10(TuM2PK.LC): Die logl0 transformierten Messwerte der linkszensierten TuM2PK

Es zeigt sich, dass zwischen dem Polypentyp und dem Geschlecht (p=0,67) sowie der
TuM2Pk-Konzentration (p=0,57) kein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht.

Jedoch besteht sehr wohl ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Entnahmealter

und dem Auftreten bestimmter Polypentypen (p=0,0015) -siehe Tabelle 28-.
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6.4.5 M2-PK und Multiple logistische Regression fiir den Risikotyp

Die multiple logistische Regression dient der Analyse des Zusammenhangs zwischen di-
versen Priadiktoren und dem Risikotyp. In diesem Fall kommt sie zur Anwendung, um
die Beziehung zwischen der dichotomen (Response-) Variable Risikotyp (mit den Leveln:
low Risk und high Risk) und den Pridiktoren (Risikotyp, Geschlecht, Entziindung, Ent-

nahmealter und TuM2-PK-Konzentration) zu beschreiben.

Dafiir wird in dreidimensionaler Form die Datenverteilung (Risikotyp, Entnahmealter,

log10(TuM2-PK.LC)) gruppiert nach Geschlecht und Entziindung dargestellt.

Die Verwendung der logarithmierten Skala fiir die M2-PK Konzentration (hier als Tumor
M2-PK bezeichnet) bietet sich aufgrund der Ausreier der Werte an, damit eine sinnvolle,
graphische Darstellung der Messwerte erfolgen kann. —siehe Kapitel 6.4.1-
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Abbildung 20: 3D-Punktewolken fiir Risikotyp, Entnahmealter, TuM2PK.LC
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Die Daten in der 3D - Punktewolke scheinen hauptséchlich bei niedrigen logl 0(TuM2-
PK) - Konzentrationen und dem Risikotyp ,,Jlow* zu liegen. Ansonsten l4sst sich bemer-

ken, dass die Verteilung zum Risikotyp ,,high* mit dem Alter zunimmt.

Statistisch bestétigt sich in -Tabelle 29-, jedoch einzig ein signifikanter Bezug zwischen

dem Entnahmealter in Bezug auf den Risikotyp (p=0,01522).

Tabelle 29: Deviance-Analyse-Tabelle (Type II Tests)

LR Chisq Df PR (>Chisq)
Geschlecht 0,0290 1 0,86470
Entziindung 0,0371 1 0,84732
Entnahmealter 5,8902 1 0,01522
Log10(TuM2PK.LC) 0,0280 1 0,86721

Legende: Log10(TuM2PK.LC): Die logl0 transformierten Messwerte der linkszensierten TuM2PK
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6.4.6 M2-PK und Entziindungen

Untersucht wird der Zusammenhang zwischen der M2-PK-Konzentration und dem Auf-

treten von Entziindungen. Diese werden differenziert in akute und chronische Entziindun-

gen.

6.4.6.1 Spearmansche Rangkorrelation

Der zur Anwendung kommende ,,Approximative Spearman Correlation Test™ ergibt ei-

nen p-Wert von: p=0,00001. Dies deutet auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen

Entziindungen (akut und chronisch) und der TuM?2-PK-Konzentration hin.

Graphisch lasst sich dieser Zusammenhang im Boxplot in -Abbildung 2 1- darstellen. Da-

bei zeigt sich ein deutlich ansteigender Trend von niedrigen TuM2-PK-Werten bei ent-

ziindungsfreien Patienten und ansteigenden TuM2-PK-Werten von akuten zu chroni-

schen Entziindungen.
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Abbildung 21: Verteilung der M2-PK-Werte pro Entziindungsdetail-Gruppe
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6.4.6.2 Vergleich der empirischen kumulativen Verteilungsfunktionen
Die empirischen kumulativen Verteilungsfunktionstests testen auf einen Zusammenhang
zwischen den Entziindungsdetails ,,nein, ja (akut) und chronisch* und der TuM2PK-Kon-

zentration. Dafiir wird der Peto & Peto Test verwendet.

Tabelle 30: Peto & Peto Test der kummulativen Verteilung

Anzahl Beobach- | Erwartet | (0-E)*2/E (0-

tet E)*2/V
Entziindungsde- 129 40,8 56,15 4,223 25,673
tail = nein (akut)
Entziindungsde- 15 7,0 5,58 0,359 0,505

tail = ja (akut)
Entziindungsde- 38 23,5 9,55 20,476 30,194
tail = chronisch
Chi-Quadrat=32,1 (mit 2 Freiheitsgraden), p=1,08e-07

Der p-Wert als Ergebnis des Peto & Peto Tests -Tabelle 30- liegt bei p=0,000000108 bzw.
p<0,05. Dies ist ein hoch signifikanter Befund fiir einen Zusammenhang zwischen den

Messwerten der TuM2-PK-Konzentration und dem Entziindungsdetail.
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6.4.6.3 Logistische Regression mit proportionalen Odds von Entziindungsdetail an M2-PK

In dieser Darstellung der Daten ist es das Ziel eine Beziehung zwischen der ordinal ska-
lierten (Response-) Variable ,,Entziindungsdetail* (keine Entziindung=n, akute Entziin-
dung=a, chronische Entziindung=c) und Einflussgréen (Covariablen oder Priadiktoren)

wie Geschlecht, Entnahmealter und der TuM2-PK-Konzentration zu beschreiben.

Die Daten werden alle zusammen in einer 3D-Punktewolke dargestellt.
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Abbildung 22: 3D-Punktewolken fiir Entziindungsdetail, Entnahmealter, TuM2PK.LC
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Diese Darstellung zeigt ein Uberwiegen der entziindungsfreien Patienten, ebenso wie eine
Geschlechter-unabhingige Verteilung der Punktewolken. Deutlich fillt jedoch auf, dass
der bekannte Trend von ,keine Entziindung*“ und niedrigen TuM2-PK-Werten {iber
»akute Entziindung* und mittleren TuM2-PK-Werten bis hin zur ,,chronischen Entziin-
dung und hohen TuM2-PK-Werten erkennbar ist. Gleichzeitig scheinen chronische Ent-
ziindungen eher bei jungen Patienten und keine Entziindungen bevorzugt bei alten Pati-

enten vorzuliegen.

Diese Ansichten lassen sich mit den p-Werten aus -Tabelle 31- belegen. Dabei besteht
ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Entnahmealter und dem Entziindungsde-
tail (p=0,001878), sowie ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen der TuM2-PK-
Konzentration und dem Entziindungsdetail (p=0,000000007471). Aber es liegt kein sig-

nifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem Entziindungsdetail vor.

Tabelle 31: Deviance-Analyse-Tabelle (Type II Tests)

LR Chisq Df PR (>Chisq)
Geschlecht 0,401 1 0,526405
Entnahmealter 9,665 1 0,001878
Log10(TuM2PK.LC) 33,408 1 7,47e-09

Legende: Log10(TuM2PK.LC): Die logl0 transformierten Messwerte der linkszensierten TuM2PK
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Abbildung 23: Effekte-Plots des obigen Regressionsmodells fiir Entziindungsdetail

Die letzte Aussage kann auch in der graphischen Darstellung der Effekte in -Abbildung
23- gezeigt werden. Die Effekte der Geschlechter auf das Entziindungsdetail (nein, akut
und chronisch) sind nahezu identisch, wohingegen die mittlere Graphik einen deutlichen
Trend zeigt. Hierbei nehmen mit steigendem Alter die chronischen Entziindungen stark
und die akuten Entziindungen leicht ab. Dementsprechend nehmen ,.,keine Entziindun-

gen* deutlich zu.

Bezogen auf die TuM2-PK Konzentration beginnt mit steigenden Werten eine fast expo-
nentielle Zunahme der chronischen Entziindungen, gepaart mit einem leichten Anstieg
der akuten Entziindungen. Die ordinal skalierte Response Variable fiir ,,keine Entziin-

dung® sinkt mit steigenden TuM2-PK-Werten nahezu exponentiell ab.
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6.4.7 M2-PK und Entnahmealter / Geschlecht

6.4.7.1 Effekte-Plots fiir das logistische Regressionsmodell des Risikotyps

Die -Abbildung 24- stellt die Effekte des oben gefitteten Modells als graphische Darstel-
lung der Wirkung der Pridiktoren auf die Response-Variable dar.

Die Abbildungen zeigen die diskreten bzw. nominal skalierten Pradiktoren Geschlecht
und Entziindung, sowie die kontinuierlichen bzw. metrisch skalierten Pradiktoren Ent-

nahmealter und TuM2PK-Konzentration bezogen auf den Risikotyp (HRisk) der Patien-

ten.
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Abbildung 24: Effekte-Plots des obigen logistischen Regressionsmodells fiir den dichotomisierten Risiko-
typ
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Fiir das Geschlecht zeigt sich fiir Manner und Frauen ein nahezu identisches bzw. fast
komplett iiberlappendes Konfidenzintervall mit homogener Verteilung der Daten. Es gibt

keinen signifikanten Unterschied zwischen HRisk Patienten und dem Geschlecht.

Auch fiir Entzlindungen zeigen sich iiberlappende Konfidenzintervalle und somit kein

signifikanter Einfluss auf HRisk Patienten.

Dies gilt auch fiir die TuM2-PK Konzentration und den Risikotyp. Eine waagerechte Ver-
bindung der Konfidenzintervalle zeigt keinen signifikanten Bezug der TuM2-PK Kon-

zentration auf die HRisk Patienten.

Einzig das Entnahmealter zeigt einen, mit dem Alter ansteigenden, signifikanten Einfluss
auf den Risikotyp. Graphisch ist dieser Zusammenhang durch die nicht iiberschneidenden

Konfidenzintervalle dargestellt -vergleiche Abbildung 24-.
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7 Diskussion

Aufbauend auf den wissenschaftlichen Vorleistungen von Hardt, Mazurek und Eigen-
brodt widmet sich diese Studie dem Zusammenhang zwischen der Konzentration von

M2-PK im Stuhl und der Auftrittswahrscheinlichkeit von Karzinomen.

Insgesamt wurden nach Selektion 185 Personen in das Patientenkollektiv aufgenommen.
Nach Anwendung der festgelegten Einschlusskriterien und Analyse der Daten mussten
70 Datensitze verworfen werden. Teilnehmer der Studie gaben eine Stuhlprobe zeitgleich
mit der durchgefiihrten Koloskopie ab. Dies ist von Relevanz fiir die Aufstellung des
Kollektivs, da eine Koloskopie meist an einen Termin gebunden ist und erst nach zehn
Jahren wiederholt werden muss. Das Kollektiv setzt sich in Bezug auf Alter, Geschlecht

und Vorerkrankungen rein zufillig zusammen.

Die anonymisierten Testergebnisse und vorbestehenden Daten der anderen Studienorte
wurden von Hardt an mich zur systematischen Zusammenfiihrung, Erginzung durch von
mir gesammelten Daten GieBener Patienten, sowie zur statistischen Auswertung liberge-

ben.

Im Einzelnen sollten folgende Problemfelder diskutiert werden:

e Abhingigkeit der M2-PK Konzentration vom Geschlecht

e Abhingigkeit der M2-PK Konzentration vom Lebensalter

e KRK - Lokalisation in Abhéngigkeit vom Geschlecht und Alter
e Abhingigkeit der M2-PK Konzentration von Entziindungen

e Fritherkennung bei tatsdchlich KRK ausbildenden Patienten

e Reproduzierbarkeit bei gesunden Patienten

e Akzeptanz innerhalb des Kollektivs (Abbruchrate)

Zum Abschluss der Studie wird ein Vergleich mit der aktuellen Literatur durchgefiihrt.
Dieses ist von besonderer Bedeutung, weil die Methode der Verwendung von monoklo-

nalen Antikdrpern gegen Pyruvatkinase zwischenzeitlich weltweit eingesetzt wird.
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7.1 Abhéngigkeit der KRK - Auspriagung von Geschlecht und Le-
bensalter

Mit Hilfe der Methode der Koloskopie untersuchten Regula et al. die Prévalenz von fort-
geschrittenen Adenomen bei Méannern im Alter von 50-54 Jahren und bei Frauen im Alter
von 60-64 Jahren. Im Ergebnis hat sich ein um ca. 10 Jahre verzogertes Auftreten von

Karzinomen bei Frauen gezeigt (REGULA J et al. 2006).

Dem entspricht ein Bericht aus dem Center for Disease Control and Prevention (CDC),
Atlanta Georgia, dass Ménner haufiger von KRK betroffen sind als Frauen. Danach wird
statistisch gesehen bei 1,26% der 60-jdhrigen Ménner in den néchsten 10 Jahren ein Kar-
zinom auftreten, bei den gleichaltrigen Frauen dagegen nur bei 0,89% (CENTERS FOR

DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC) 2014).

In dem Studienkollektiv fanden sich insgesamt 7 Patienten mit einem Karzinom und 4
Patienten mit einem HGIEN. Fiir die Auswertung mussten aufgrund des Einflussfaktors
Entziindung auf den TuM2PK Marker zwei Karzinompatienten mit gleichzeitig vorlie-
gender Entziindung aus dem Kollektiv entfernt werden. Daher ergaben sich insgesamt nur

5 Karzinome, die in die Auswertung eingehen konnten.

Fiir diese Befunde zeigen sich fiir Médnner deutlich niedrigere Durchschnittsalter @ = 68,3

Jahren im Gegensatz zu den weiblichen @ = 76 Jahren Patienten.

Fiir die ménnlichen Patienten mit einem Hochrisikotyp lag das mittlere Auftrittsalter bei
68,2 Jahren und bei 66,3 Jahren fiir die Frauen. Insgesamt zeigte diese Studie ein um 2,9%

erhohtes Auftrittsalter bei den Ménnern im Vergleich zu den Frauen.

Fiir die méannlichen und weiblichen Patienten mit einem Karzinom lag das durchschnitt-

liche Auftrittsalter bei 68 Jahren.

In Bezug auf das Lebensalter finden sich folgende Untersuchungsergebnisse in der Lite-

ratur.

So beschreiben Haggar et al., dass liber 90% der KRK-Fille bei Menschen tiber 50 Jahren
auftreten. Dabei finden sich im Vergleich zu 40-jahrigen fiinfzigfach haufiger Krebsfille
bei Patienten im Alter von 60-79 Jahren (HAGGAR FA et al. 2009).

Studien aus Australien zeigen ein dhnliches altersabhéngiges Auftreten von KRK bei

Frauen zwischen 70 bis 74 Jahren im Vergleich zu Ménnern mit einem Alter zwischen
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60 bis 64 Jahren. Es ergibt sich ein verfriihtes Auftreten von KRK bei Méinnern von ca.
10 Jahren (AUSTRALIAN INSTITUTE OF HEALTH AND WELFARE (AIHW) AND AUSTRAL-

ASIAN ASSOCIATION OF CANCER REGISTRIES (AACR) 2007; Koo JH et al. 2010).

Entsprechende Ergebnisse haben auch Brenner et al. in ihren Studien gefunden. Sie be-
stimmten einen fritheren Erkrankungszeitpunkt fiir Ménner von 4-6 Jahren (BRENNER H

et al. 2007).

Die gewonnenen Studiendaten deuten auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der Auftrittswahrscheinlichkeit von unterschiedlichen Polypenstadien (z.B. AHigh und
Karzinomen) und dem Alter hin (p=0,0003) -siehe Abbildung 17-.
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7.2 Verteilung der Polypen
Das Kollektiv besteht zu einem grof3en Teil aus Patienten, die Polypen im Kolon an ver-
schiedenen Stellen prédsentierten. Dabei zeigten sich homogene Verteilungen zwischen

Mainnern und Frauen (p = 1,00) sowie den Studienorten (p = 0,52).

Insgesamt wiesen 85 der 185 Patienten polypose Veranderungen auf, deren Loki sich im
Kolon folgendermaf3en darstellten: Im proximalen Kolon fanden sich insgesamt 20 Pati-
enten bzw. 10,8% (rel. 23,53%) mit polypdsen Verdnderungen der Darmschleimhaut
(10,2% Manner, 11,5% Frauen). Die geringste Anzahl an Polypen fanden sich im mittle-
ren Kolonabschnitt, dem Colon transversum mit nur 7 Patienten, was einer absoluten
Haufigkeit von 3,8% (rel. 8,24%) entspricht (5 Ménner, 5,1% und 2 Frauen, 2,3%). Die
meisten Polypen wurden bei insgesamt 58 Patienten mit 31,4% (rel. 68,24%) im distalen

Kolon gefunden (35 Ménner, 35,7% und 23 Frauen 26,4%).

Verteilung der Polypen im Kolon

B proximale Kolon
W mittlere Kolon

distale Kolon

Abbildung 25: Verteilung der Polypen im Kolon

Die aktuellen Studiendaten zeigen keinen statistischen Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht und dem Auftreten von Polypen, Adenomen oder Karzinomen. Ebenso sind
die gemessenen TuM2-PK-Werte nicht spezifisch einer Entartungsform (HP Polyp,
LGIEN Adenom, HGIEN Adenom und Karzinom) zuweisbar.

Das vorliegende Verteilungsmuster bestétigte sich in anderen Studien. Eine Studie aus

2012 verglich 2400 Patienten mit einer 50%:50% Geschlechterverteilung und kam zu der
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Erkenntnis, dass 69,4% der Patienten einen distalen Polypen aufwiesen. Im Gegensatz
dazu wiesen 39,3% der Patienten einen Polypen im proximalen Kolon auf (p=0,0001).
Weiterhin wurde beim weiblichen Geschlecht eher eine geringere Anzahl an Dysplasien

im distalen Kolon gefunden (p=0,03) (QUMSEYA BJ et al. 2012).

Eine andere Studie aus 2016 zeigte bei fast 14000 Patienten eine hohere Auftrittswahr-
scheinlichkeit von Polypen/Adenomen beim Mann (single Polyp: Mann: 57,7% vs Frau:
42,3% (p <0,0001) und multi Polyp: Mann: 62,2% vs Frau: 37,8% (p <0,001)). Die Po-
lypen/Adenome konzentrierten sich (beim Mann) im Kolon transversum und distalen Ko-
lon. Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Alter auch die Anzahl der Polypen und A-
denome ansteigt und diese dann auch vermehrt im distalen Kolon zu finden sind (LAIRD-

FIck HS et al. 2016).

7.3 Verteilung der Karzinome

Schalhorn et al. ermittelten eine geschlechtsunabhingige Lokalisationsverteilung von
KRK in folgender Auftrittshaufigkeit: Rektum 60%, Sigmoid 20%, Caecum 10%, andere
Lokalisation: 10%). Diese ldsst sich zusammenfassen zu 10% proximal lokalisierten und
80% distal lokalisierten Karzinomen (SCHALHORN A et al. 2006; SCHALHORN A et al.
2013). Eine Studie von Zahn et al. gibt sehr dhnliche Verteilungen an. Von allen erfassten
Adenokarzinomen in seiner Studie wurden insgesamt 72,2% im distalen Kolon gefunden

(ZHANT et al. 2015).

Dieses steht zumindest im partiellen Widerspruch mit dlteren Angaben, nach denen sich
KRK bei dlteren Frauen grundsétzlich hdufiger proximal als distal entwickeln (Koo JH
et al. 2008; MCARDLE CS et al. 2004; NELSON RL et al. 1997).

Eine altere Studie aus dem Jahr 1997 mit fast 39000 Patienten von Nelson et al. bestétigt

diese Proximalisierung (proximal shift) bei dlteren Frauen (NELSON RL et al. 1997).

Eine Studie aus dem Jahre 2002, die die Karzinomentwicklung in Japan iiber die Jahre
1974 bis 1994 beobachtete, zeigt einen sog. ,,proximal shift* bei weiblichen, sowie minn-
lichen Patienten iiber 70 Jahren (TAKADA H et al. 2002). Andere Studien mit insgesamt
9000 Patienten gab Hinweise, dass das weibliche Geschlecht ein unabhéngiger Priadikator

fiir ein proximales KRK ist (GONZALEZ EC et al. 2001; Koo JH et al. 2010).
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Dieser ,,proximal shift* kann sogar zu einer sog. ,,Ineffektivitét der flexiblen Sigmoido-
skopie bei Frauen liber 50 Jahren* fithren, die zu einem falsch-negativem Untersuchungs-
ergebnis in 44-65% der Fille fithren kann (Koo JH et al. 2008; Koo JH et al. 2010). Aus
diesem Grund wird in der Literatur sogar empfohlen immer eine vollstindige Koloskopie
bis zum Caecum durchzufiihren, um eben auch die proximalen Karzinome erkennen zu

konnen (REGULA J et al. 2006).

Aufgrund dieser widerspriichlichen Literaturangaben war es von hohem Interesse die er-
hobenen Studienergebnisse darauthin zu iiberpriifen, ob sie die eine oder andere Angabe

bestdtigen konnen.

Dieses Kollektiv enthdlt 7 Karzinome. Diese verteilen sich auf das proximale (2 Patien-

ten, 28,6%) und das distale Kolon (5 Patienten, 71,4%).

Insgesamt fanden sich bei den Ménnern 75% und bei den Frauen 66% der Karzinome im

distalen Kolon.

Die Verteilung der Karzinome bzw. Karzinomvorstufen auf das distale Kolon muss je-

doch weiter differenziert werden.

Trotz der hiufigeren Lokalisation im distalen Kolon, wurden in dieser Studie Unter-
schiede zwischen den Geschlechtern gefunden. Dabei ist die Mehrheit der Karzinome bei
den Minnern (75%) ausschlieflich auf das distale Kolon begrenzt, wohingegen bei den
Frauen nur 66% der gefundenen Karzinome dort lokalisiert waren. Die restlichen 33%

der Karzinome bei Frauen finden sich im proximalen Kolon.

Das Durchschnittsalter bei Entdeckung der Karzinome lag im Kollektiv bei den Frauen
bei 66,25 und bei den Méannern bei 67,25 Jahren. Wenn man die 33% der Karzinome bei
Frauen betrachtet, die sich auf das proximale Kolon verteilen, erkennt man ein deutlich
erhohtes Alter von 82 Jahren. Das Durchschnittsalter der Patienten mit rein distal lokali-

siertem KRK lag bei 60,75 Jahren.

Schlussendlich muss aber konstatiert werden, dass die geringe Fallzahl weder gesicherte

Kenntnisse, noch Tendenzen in irgendeine Richtung unterstiitzen.
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7.4 Verteilung der histologischen Entititen

Zahn et al. konnte eine Verteilung von 52,5% an low-grade Dysplasien (LGIEN Ade-
nome), 26,7% an high-grade Dysplasien (HGIEN Adenome) und 11,2% Karzinome bei
der durchgefiihrten Karzinomdiagnostik nachweisen (ZHAN T et al. 2015).

Von den insgesamt 185 Personen des Kollektivs zeigen 81 histologische Entititen auf.
Dabei weisen 20 Patienten (rel. 24,1%) hyperplastische Polypen, 52 Patienten (rel.
62,7%) LGIEN, 4 Patienten (rel. 4,8%) HGIEN und 7 Patienten (rel. 6,0%) Karzinome

auf.

In dieser und der Studie von Zahn kdnnen iibereinstimmend keine geschlechterspezifi-
schen Unterschiede hinsichtlich der Art der polyposen Lésion gefunden werden.

(p=1,0000) -Vergleiche Tabelle 20-.
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7.5 Abhingigkeit von Entziindungen

Die Fragestellung nach einem Zusammenhang zwischen KRK und vorangegangener Ent-
zlindung ist bisher in der Literatur, wenn tiberhaupt, stets nur im Zusammenhang mit einer
geographischen Verteilung thematisiert worden. Fiir européische und nordamerikanische
Patienten kann eine Verteilung der Geschlechter mit chronisch entziindlicher Darmer-
krankung (CED) gefunden werden, die von 1:1 bis 2,5:1 variieren kann (BERNSTEIN CN
et al. 2001; FREEMAN et al. 2004; SINCIC BM et al. 2006).

In asiatischen Landern dominieren die Minner deutlich bei der Verteilung der CED

(ISHIGE T et al. 2010; YANG SK et al. 2008).

Dieser Verteilung und der Zunahme der CED scheinen dortige Umweltfaktoren und we-
niger genetische Faktoren zugrunde zu liegen (NG SC et al. 2013). Generell kénnen eine
vorausgegangene Appendektomie (ANDERSSON RE et al. 2003) orale Kontrazeptiva
(CorNISH JA. et al. 2008) oder Rauchen (LAKATOS PL et al. 2013), das Risiko fiir Frauen
erh6hen an einer CED zu erkranken. Hingegen erhoht bei Madnnern vermehrte Antibio-

tikarezeptierung stark das Erkrankungsrisiko (SHAW SY et al. 2010).

Aufgrund des hier vorliegenden Datensatzes konnen Risiken, wie sie fiir asiatische Mén-
ner beschrieben wurden, ausgeschlossen werden, so dass die Mdoglichkeit einer ge-

schlechterspezifischen Auswertung genutzt werden sollte.

Insgesamt wurden bei 28 Patienten im Kollektiv Entziindungen gefunden. Es waren 71%
(71% Maénner, 71% Frauen) der Patienten ohne Entziindung vorstellig geworden, dage-
gen 8% (8% Mainner, 8% Frauen) mit akuten Entziindungen, 20% (20% Maénner, 20%

Frauen) mit CED. 1% der Patienten zeigten unklare Befunde.
Die Verteilung auf die Geschlechter scheint somit deutlich homogen verteilt (p = 1,000).

Die Entziindungen teilten sich auf in akute und chronische Entziindungen, die wihrend
der pathologischen oder endoskopischen Untersuchung erkannt wurden. Interessant an
diesem Befund ist die Tatsache, dass nur ein kleiner Teil dieser Entziindungen zum Zeit-

punkt der Untersuchung bereits bekannt war.

Aufgrund dieser Beobachtung wurden die Daten, die unter Verwendung der TuM2-
Pyruvatkinase gesammelt wurden, noch einmal unter verschiedenen Gesichtspunkten in-

tensiv betrachtet. Im Mittelpunkt dieser Betrachtung stand die Frage, ob die angestrebte
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Fritherkennung von KRK allgemein durch Entziindungen gestort oder umgekehrt unter-

stiitzt wird.
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7.6 M2-Pyruvatkinase

Die M2-Pyruvatkinase, als Beschreibung der dimeren Form der Pyruvatkinase im letzten
Schritt der Glykolyse, entsteht vermehrt bei einem verstarkten Bedarf an Metaboliten der
Glykolyse-Zwischenreaktionen. Ein solcher Bedarf kann im Falle von Karzinomen oder
Adenomen vorliegen (EIGENBRODT E et al. 1985). Ziel ist es dabei der Zelle ein Uberle-
ben, Teilungsfahigkeit und Regenerationspotential auch an schlecht versorgten Lokalisa-

tionen (niedrige Sauerstoff- und Glukoseversorgung) zu ermoglichen (Koss K et al.

2004).

Der ,,Switch* zwischen der tetrameren und der dimeren Form der Pyruvatkinase kann
dabei intern oder extern durch diverse Onkoproteine induziert werden. Mogliche On-
koproteine konnen das E7 Onkoprotein des HPV-16 (MAZUREK S et al. 2001a), die A-
Raf-Kinase, das Onkoprotein HERC1 (MAZUREK S et al. 2007) und die pp60v-scr-Kinase

des Rous Sarcoma Virus sein (COOPER JA et al. 1981; MAZUREK S et al. 2005a).

Durch die antigenspezifische Nachweisreaktion der M2-PK durch monoklonale Antikor-
per ist der Test unabhéngig von Blutungen (vgl. Haemocult®-Test) und daher auch un-
empfindlich gegeniiber nichtkarzinogenen akuten Blutungen, wie Hdmorrhoiden. Somit
kann es nicht zu falsch-positiven Ergebnissen bei einer vorliegenden Blutung kommen.

Gleichzeitig kdnnen auch nicht blutende Polypen erkannt werden (TONUS C et al. 2012).

Die Moglichkeit die M2-PK - Konzentrationen im Patientenserum zu testen, ist bereits
seit 1981 bekannt. Jedoch erst 2003 konnte in einer umfassenden Pilotstudie von Hardt et
al. mit insgesamt 60 Patienten und einer 144 Patienten umfassenden Kontrollgruppe der
Nachweis erbracht werden, dass das Enzym M2-Pyruvatkinase im Stuhl nachweisbar ist

(HARDT PD et al. 2003¢c; HUANG JX et al. 2014).

Die Firma ScheBo Biotech AG (Gieflen, Deutschland) hat einen Test (ScheBo® ¢ M2-
PK™ Colorectal Cancer Screening) auf dem Markt etabliert, mit dessen Hilfe sich eine
Uberpriifung auf TuM2-PK durchfiihren ldsst. Dazu wird eine Stuhlprobe entnommen

und im Labor ausgewertet.
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7.6.1 M2-PK als Entziindungsmarker im Blut und Stuhl

Eine Erhohung der M2-Pyruvatkinase im Blut bei Entziindungen ist in der Literatur be-
reits 2003 von Oremek et al. fiir rheumatologische Erkrankungen beschrieben worden
(OREMEK GM et al. 2003). Dieser Zusammenhang wurde ebenso fiir Colitis Ulcerosa

(WALKOWIAK J et al. 2005) erforscht.

Eine umfangreiche Studie von Shastri et al. mit insgesamt 2383 Stuhlproben zeigte bei
akuter Diarrhoe einen deutlichen Anstieg der M2-PK Konzentration. Heraus kam eine
Sensitivitit von 83% und Spezifitit von 87% fiir Entziindungen, sodass von einem deut-
lichen Zusammenhang zwischen Entziindungen des Darms und dem Anstieg der TuM2-

Pyruvatkinase ausgegangen werden kann (SHASTRI YM et al. 2008a).

In einer Studie von Czub et al. wurden Kinder mit einer akuten Infektion des Darmes
(Salmonellen) untersucht und mit gesunden Kindern verglichen. Es konnte fiir die M2-
PK als Entziindungsmarker im Stuhl eine Sensitivitdt von 75,9% und eine Spezifitit von

71,4% bestimmt werden (CzZUB E et al. 2014).

Dies stiitzt die These, dass akute oder chronische Darmentziindungen Einfliisse auf den
M2-PK-Marker haben konnen. Dies ist nicht verwunderlich, da es sich bei der M2-PK
um einen bekannten Proliferationsmarker handelt und dieser daher bei Entziindungen er-

hoht sein kann (MAZUREK SYBILLE et al. 2003).

In diesem Zusammenhang empfiehlt eine Studie von Mulder et al., dass Patienten mit
einer Entziindung vom Kollektiv ausgeschlossen werden sollten, wenn ein entziindungs-
abhéangiger Finfluss auf die M2—Pyruvatkinase vermieden werden soll (MULDER SA et
al. 2007).

Diese Arbeit zeigt einen signifikanten Zusammenhang zwischen der M2-PK—Konzentra-
tion und dem Entnahmealter (p<0,05) und dem Entziindungsdetail (keine / akute oder
chronische Entziindung) des Darms (p<0,05). Das Geschlecht hat dabei keinerlei Aus-

wirkungen gezeigt.

Das Kollektiv zeigt sogar bei 15 von 185 Patienten eine akute Entziindung des Darmes,
die histopathologisch bestétigt wurde, obwohl die Patienten noch keine Beschwerden hat-

ten.
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Da es das Ziel dieser Arbeit ist, den Nutzen der Tumor-M2-Pyruvatkinase als Detektor
von Karzinomen (und Vorstufen) zu untersuchen, wird zur Beurteilung statistischer Zu-
sammenhdnge zwischen dem TuM2-PK-Marker und HGIEN, sowie Karzinomen, aus

diesem Grund ein um Entziindungspatienten reduziertes Kollektiv verwendet.

Dies resultierte in einem auf 5 Karzinome reduziertem Kollektiv, da eine durchgefiihrte
Koloskopie und die pathologische Auswertung der Biopsien bei diesen Patienten, neben

dem Karzinom, ebenfalls eine Entziindung im Darm zeigte.

Grundsatzlich ist ein AusschlieBen der Patienten mit bekannten chronischen Entziindun-
gen fiir diese Studie nicht unbedingt von Nachteil filir die Patienten, denn bei bekannten
Entziindungen wird der Patient regelmaBig zur weiteren Diagnostik mit Koloskopien ein-

bestellt.
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7.6.2 M?2-PK und Sensitivitit, Spezifitit mit Cut-Off-Punkt / Area Under the
Curve (AUC)

Die Sensitivitdt und Spezifitét fiir ein gegebenes Kollektiv kann mit Hilfe der Area under
the Curve (AUC) bestimmt werden. Zusitzlich kann mindestens ein sog. Cut-Off-Punkt
bestimmt werden. Dieser Punkt stellt in diesem Kollektiv fiir eine gegebene Konzentra-

tion an M2-PK Marker dar, ob ein Patient erkrankt oder gesund ist.

Oft wird ein Cut-Off-Punkt durch die Literatur vorgegeben und liegt fiir die Pyruvat-
kinase bei 4 U/ml. Dies kann jedoch, abhingig vom Kollektiv, ungenau sein. Fiir dieses
Kollektiv errechnet sich ein optimaler Cut-Off-Punkt von 6,92 U/ml. Um trotzdem einen
Vergleich von Sensitivitit und Spezifitit mit der Literatur zu ermoglichen, sind entspre-

chende Werte ebenfalls fiir 4 U/ml angegeben -siehe Tabelle 32-.

Im Vergleich zu den hier erhobenen Studienergebnissen zeigen Untersuchungen von
Haug et al. in einem Kollektiv von 917 Erwachsenen (Median: 65 Jahre fiir Ménner, 62
Jahre flir die Frauen) fiir den Marker der M2-PK und einem Cut-Off von 4 U/ml eine
Sensitivitit von 85% fiir das Kolonkarzinom und von 56% fiir das Rektumkarzinom. Die

Spezifitdt lag bei 79% (HAUG U et al. 2007).

In einer weiteren Studie, die ein Jahr spéter (2008) durchgefiihrt wurde, fanden sich bei
einem Kollektiv von 1080 Patienten 30% mit Adenomen vom Niederrisikotyp und 10%
mit Adenomen vom Hochrisikotyp, die miteinander verglichen wurden. Dabei ergab sich
bei einem Cut-Off von 4 U/ml, der Standard der Literatur, eine Sensitivitit von 22% fiir
LGIEN Adenomen und 23% fiir die Erkennung von HGIEN Adenomen. Die Spezifitit
betrug 82% (HAUG U et al. 2008b).

Dieses Kollektiv zeigt, bezogen auf HGIEN Adenome (incl. Karzinome), erreichte eine

Sensitivitit von 37,50% und eine Spezifitit von 86,61%.

Grundsitzlich ldsst sich im Vergleich von dieser Studie mit anderen erkennen, dass ein
Cut-Off von 6,9 U/ml in diesem Kollektiv grundsétzlich die exakteren Ergebnisse erzielt.
Dagegen ist bei einem Cut-Off bei 4 U/ml zwar die Sensitivitit identisch bei 60%, jedoch
die Spezifitét deutlich reduziert. —siehe Tabelle 32- Im Vergleich mit den anderen Studien
liegt die Sensitivitit dieses Patientenkollektivs mit 60% (vs. @ 79,9%) etwas niedriger,
als der Durchschnitt der anderen Studien. Die Spezifitit ist jedoch mit 94% (vs. @ 77,9%)
deutlich hoher.
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Im direkten Vergleich zeigt eine Studie von Hardt aus dem Jahre 2014 fiir einen Cut-Off
bei 4 U/ml eine berechnete Sensitivitit von 73% und eine Spezifitit von 78%. Dabei stieg
die Sensitivitét bei Einteilung T1/UICC I von 59% zu 78% bei Stadium T4 und schlieB3-
lich bis 90% im Stadium UICC IV (HARDT PD et al. 2004b).

Zusammenfassend kann ermittelt werden, dass ein Test auf M2-PK in den Stuhlproben
im Rahmen dieser Studie zwar nur mit einer Sensitivitdt von 60%, dafiir jedoch mit 94%i-
ger Sicherheit bei einem negativen Nachweis dieser Patient auch einen negativen Kolo-

skopie Befund aufweisen wird.

Dies bestdtigt sich ebenfalls bei Betrachtung des Positiven Pradiktiven Wertes, der nur
zu 30% sicher ist, dass ein positives Testergebnis auch ein Krebsleiden bestitigt. Jedoch

kann ein negatives Testergebnis ein Krebsleiden zu 98% ausschliefen.

-siehe Kapitel 6.4.3 und Tabelle 32-

7.6.3 M2-PK im Vergleich mit anderen Studien

In der folgenden -Tabelle 32: Studien zu TuM?2-PK - Sensitivitdt / Spezifitdt- sind einige
Studien mit Cut-Off Wert und entsprechender Sensitivitdt und Spezifitit im Vergleich zu
den Studienergebnissen aufgefiihrt. Diese zeigt die errechneten Werte bei einem festge-
legten Cut-Off bei 4 U/ml bzw. berechneten Cut-Off bei 6,9 U/ml auf. Der fiir dieses
Kollektiv nicht optimale Cut-Off von 4 U/ml dient, wie oben bereits dargestellt, dem

Vergleich mit anderen Studien, die stets einen Cut-Off von 4 U/ml bevorzugten.

Seite | 93



Diskussion

Tabelle 32: Studien zu TuM2-PK - Sensitivitét / Spezifitét

Autor Jahr Cut-Off Sensitivitiit Spezifitit KRK Insgesamt (M/F)
Parente et. al. 2012 87% 85 280
Li et. al. 2012 79% 81%
Tonus, C. et. al. 2012 87% 73% 704 12116
Shastri et. al. 2008 4 U/ml 78,2% 73,8%
Shastri et. al. 2007 4 U/ml 81,1% 86,7% 232 (58/29)
Tonus, C. et. al. 2006 4 U/ml 77,8% 92,9% 33 96
Vogel et. al. 2005 4 U/ml 77% 72% 138
Koss et. al 2005 4 U/ml 92,3% 92,3% 26 49
Haug et. al. 2004 4 U/ml 85% 79% 65 204
Hardt et. al. 2004 4 U/ml 73,3% 77,8% 78 (58/29)
Naumann et. al. 2004 85,2% 65,3% 232 (129/112)
Hardt et. al. 2003 4 U/ml 68% 15 15 (5/7)
0=281,2% ©=79,3% =180
Aktuelle 6,9 U/ml 60,0% 94,0% 7 185 (98/87)
Dissertation
- 4 U/ml 60,0% 86,96% 7 185 (98/87)
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Beim Vergleich dieser Studienergebnisse und der Ergebnisse von anderen Studien fallt
im Vergleich bei einem Cut-Off von 4 U/ml auf, dass die Sensitivitit im Durchschnitt der
Studienergebnisse bei 81,2% und die Spezifitit bei 79,3% liegen. Bei diesen Daten liegen
sie dagegen bei 60,0% und 86,96% bzw. bei 94%, wenn man den Cut-Off bei 6,9 U/ml

ansetzen wirde.

Eine Sensitivitit von nur 60% ist ein sehr niedriger Wert. Eine mogliche Erklarung fiir
diese Diskrepanz ist das genutzte Kollektiv mit seiner geringen Karzinomhaufigkeit von
nur 5 Karzinomfallen. Diese geringe Anzahl ldsst eine exakte Berechnung der Sensitivitit

nicht zu.

Die in dieser Studie bestimmte Spezifitit von 86,96% ist deutlich iiber dem Durchschnitt
der anderen Studien. Dies zeigt das Potential dieses Tests in der Vorsorgediagnostik.
Exaktere Aussagen konnten nur weiterfiihrende Studien mit einem groferen Patienten-

kollektiv mit mehr Karzinomen ermdglichen.

In der Literatur finden sich im Mittel hohere Werte der M2-PK Konzentration bei Karzi-
nompatienten im Vergleich zu gesunden Probanden. (HARDT PD 2003; SITHAMBARAM S
etal. 2015; ZAccARO C et al. 2017)

In der hier vorgestellten Arbeit konnten keine hoheren Werte fiir die M2-PK bei Karzi-
nompatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden festgestellt werden. Dies
steht im Widerspruch zur Literatur. Aufgrund des sehr geringen Anteils an Karzinompa-
tienten (5 ausgewertete Karzinompatienten auf 180 nicht-Karzinompatienten) wire fiir
eine Uberpriifung dieses Aspektes ein Kollektiv mit einem groBeren Karzinomanteil er-

forderlich.
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7.6.4 M?2-PK Sensitivitit und Spezifitit im Vergleich zu anderen Tumormar-
kern

Der CEA-Marker (Carcino-Embryonic-Antigen) ist ein Glykoprotein, dass u.a. auch in
der Kolonschleimhaut vorkommt. Eine aktuelle Studie von 2015 von Kim et al. verglich
bei einem multizentrischen Kollektiv die Sensitivititen des TuM2-PK-Tests mit der eines
immunologischen Tests auf okkultes Blut (iIFOBT) und dem bewidhrten CEA-Marker
(KM YC et al. 2015).

Dabei wurden, mit einem Cut-Off bei 4 U/ml, Sensitivitdten von 92,8% fiir TuM2-PK,
47,5% fir iFOBT und 45,3% fiir CEA gemessen. Die Studie bezeugte dem TuM2-PK-
Test eine hohe Sensitivitdt bei fortgeschrittenen KRK und adenomatdsen Lisionen im
Vergleich zum iFOBT und bestitigtem dem TuM2-PK-Test eine sehr hohe Leistungsfa-
higkeit (KiM YC et al. 2015).

Studien von Shastri et al. bestétigen ebenfalls der TuM2-PK eine hdhere Sensitivitét (O
=68,93%) im Vergleich zu CEA (33,6%) und Haemoccult® (@ = 33%) (SHASTRI YM et
al. 2006; ToNus C et al. 2006).

Die M2-PK bietet somit nicht nur eine hohere Sensitivitit als gFOBT, iFOBT und CEA,
sondern vermag zusitzlich nicht nur blutende (gFOBT / iFOBT) Karzinome zu entde-
cken. Des Weiteren zeigt die M2-PK eine sensiblere Nachweismoglichkeit im Vergleich
zu universellen Tumormarkern (CEA), deren Serumspiegel auch bei gutartigen Erkran-
kungen, wie Pankreatitis, Colitis Ulcerosa, Ulcus ventriculi, Divertikulitis oder Leberzir-

rhose erhoht sein kann (LOEWENSTEIN MS et al. 1978).

In der Literatur wird dieser Marker aufgrund der niedrigen Sensitivitit von ca. 50% (Va-
ritert je nach Tumorstadium) nicht als Marker fiir Screeninuntersuchungen empfohlen

(HARDT PD 2008).

Im Vergleich zum CA 19-9, das ebenfalls ein Glykolipid ist und ein KRK nachweisen
kann, kommt dieser Marker jedoch am Ehesten zum Nachweis eines Rezidivs zum Tra-
gen, da die Sensitivitét bei 38-70% bei einer Spezifitit von 90% liegt. Aufgrund der sehr
variablen Sensitivitit ist dieser (vergleichen mit den Daten der M2-PK) nicht als Scree-

ningmarker einsetzbar (HARDT PD 2008).

AFP (Alpha-Fetoprotein) ist ebenfalls ein Marker, der grundsétzlich ein KRK anzeigen

konnte, jedoch ist er als Marker duferst unspezifisch, da er ebenfalls auf hepatozelluldre
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Karziome, Keimzelltumoren des Hodens oder Dottersacktumore, Magenkarzinome, Pan-

kreaskarzinome und cholangiozelluldre Karzinome ansprechen kann. (HARDT PD 2008)

Deutlich werden die individuellen Einschrankungen der jeweiligen Marker im Vergleich
zur M2-PK als Marker fiir KRK. Gerade die Sensitivitdt der M2-PK ist im Vergleich

besser ohne Einschrinkungen bei der Spezifitdt hinnehmen zu miissen.
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7.6.5 M?2-PK und Karzinome bzw. kann die TuM2-Pyruvatkinase als Marker
fiir Gastrointestinale Neoplasien etabliert werden?

Eine Studie von Kim verglich mit Stuhlproben den M2-PK-Test mit dem iFOBT, einem
immunologischen Blut-im-Stuhl-Test. Dabei lag die Erkennungsrate fiir den M2-PK-Test
fiir KRK bei 92,8% und fiir Polypen bei 69,4%. Dagegen beim iFOBT nur bei 47,5% fiir
KRK und lediglich 12,1% fiir Polypen. Der M2-PK-Test erkennt somit fast doppelt so
viele KRK und 6x hdufiger Polypen als dieser etablierte Marker (KiM YC et al. 2014).

Studien von Shastri et al. bestitigen dem TuM2-PK eine hohere Sensitivitit (D = 68,93%)
im Vergleich zu CEA (33,6%) und Haemoccult® (@ = 33%) (SHASTRI YM et al. 2008a;
ToNus C et al. 20006).

Weitere Studien stellen die M2-PK—Sensitivitit gegeniiber der Sensitivitit (40%) und
Spezifitdt (20-98%) des FOBT als iiberaus {iberlegen dar. (KiM YC et al. 2014) (Ross M.
et al. 2013; SCHALHORN A et al. 2013)

Die Sensitivitit der fakalen M2-PK Konzentration als Screeningmarker fiir KRK weist
beim Vergleich von insgesamt 10 retro- und prospektiven Studien zu dieser Thematik
eine Spannbreite von 68,8% bis 91,0% und eine Spezifitit von 71,9% bis 100% (HARDT
PD et al. 2008).

Diese Studienergebnisse lassen insgesamt an eine Screening-Anwendung denken, vo-
rausgesetzt Patienten mit akuten-/chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen werden
vorher aussortiert, da der Test bei solchen Patienten falsch-positive Ergebnisse anzeigen
wiirde. Natiirlich bieten falsch-positive Ergebnisse bei Vorliegen einer Entziindung auch
die Moglichkeit z.B. Patienten mit einer unbekannten Colitis Ulcerosa zu entdecken und
einer Koloskopie zuzufiihren. Die ist besonders wichtig, da die Colitis Ulcerosa signifi-
kant mit dem KRK vergesellschaftet ist. Ein friihzeitiges Erkennen und Therapieren kann

die Wahrscheinlichkeit eines KRK deutlich reduzieren (ROSs M. et al. 2013).

Generell weisen Studienergebnisse von Eigenbroth, Mazurek und Hardt et al. und ande-
ren insgesamt auf eine mogliche Nutzung des M2-PK als Stuhltest im Rahmen grofB3fli-

chiger Vorsorgeuntersuchungen hin (EWALD N et al. 2007; HARDT PD et al. 2008).

Aktuell finden Vorsorgeuntersuchungen in Deutschland hauptsichlich als Koloskopien,
als ,,Goldstandard*, statt. Diese werden ab dem 55. Lebensjahr alle 10 Jahre wiederholt
und konnen in der Zwischenzeit mit dem FOBT ergénzt werden (VOGEL T et al. 2005).

Dabei kann, abhidngig vom Untersucher, eine Sensitivitit und Spezifitit von bis zu 100%
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erreicht werden. Solch hohe Werte sind sehr erstrebenswert. Leider zeigen Untersuchun-
gen, dass die Aussagefihigkeit einer Koloskopie stark vom Untersucher und dessen Trai-

ning abhéngig ist (GARBORG K et al. 2013; KAMINSKI MF et al. 2010).

Andere Studien gehen sogar so weit, zu sagen, dass eine normale Koloskopie rechtsseitige

KRK nur unzureichend darstellen kann (BRENNER H et al. 2010).

Natiirlich diirfen auch die seltenen Risiken wie Perforationen oder Blutungen nicht aufer
Acht gelassen werden. Des Weiteren konnen auch Vorerkrankungen, wie z.B. eine Di-
vertikulose oder die fehlende Compliance des Patienten bei der Koloskopievorbereitung
(der Darm muss vollstidndig sauber sein) eine Untersuchung mit der Koloskopie erschwe-

ren (GARBORG K et al. 2013; WHITLOCK EP et al. 2008Db).

Gleichzeitig empfiehlt eine Studie von Vogel et al. explizit die Nutzung von Koloskopien
zur Darmkrebsvorsorge, da die M2-PK in eigenen Studien nur eine Sensitivitit von 48%
- 77% und eine Spezifitit von nur 72% aufwies (VOGEL T et al. 2005). Dies ist im Kon-
trast zum bewéhrten iFOB-Test mit einer Spezifitit von rund 94% relativ gering. Auch
andere Studien kommen zu dhnlich schlechten Ergebnissen fiir den M2-PK-Marker

(HAUG U et al. 2008a; L1R et al. 2012; SHASTRI YM et al. 2008b).

Damit ein Marker als zuverldssiger Tumormarker etabliert werden kann, muss er ver-
schiedene Kriterien erfiillen. Zum einen sollte er fiir ein jeweiliges Karzinom spezifisch
und robust gegen Storungen sein. Ein sicherer Marker sollte daher eine hohe Sensitivitét
und Spezifitdt haben. Dabei zeigt er eine hohe Sensitivitdt eine hohe Anzahl an richtig-
positiven Ergebnissen, eine hohe Spezifitit und eine hohe Anzahl an richtig-falschen Er-

gebnissen an.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine Sensitivitit von 60% und eine Spezifitit von
94% fiir den M2-PK-Marker. Eine aktuelle Studie zum ,,ScheBo® ¢ M2-PK Quick™-
Test sogar eine Sensitivitit von 94% und eine Spezifitit von 96%. Diese Daten miissen
natiirlich mit einer gewissen Skepsis gesehen werden, da die Firma ScheBo selbst einen
Test flir die M2-PK herstellt und diesen erfolgreich vertreiben mochte. Ein Vergleich mit
den Durchschnittswerten von insgesamt 12 Studien zeigt eine Sensitivitét von 81,2% und
eine Spezifitit von 79,3%. Dies deckt sich deutlich ndher mit den Studienergebnissen

dieser Studie (60,0% Sensitivitét, 86,6% Spezifitit). (SCHEBO BIOTECH AG 2015)
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Die gemessenen und berechneten Werte zeigen, dass die M2-PK bzw. in der Tumorsuche
auch TuM2-PK-Marker genannt, in diesem Kollektiv durchaus niitzlich im klinischen
Alltag sein kann, denn 86,6% der Patienten mit negativem Testergebnis werden kein
KRK aufweisen. Leider ermdglichen die Daten nur eine Sensitivitit von 60% zu errei-
chen. Dies lédsst daher nur eine geringe Sicherheit bei den positiven Testergebnissen zu.
Ein Hauptgrund fiir dieses Ergebnis ist die geringe Datenmenge, die dieses Kollektiv dar-
stellt, da insgesamt nur 7 Karzinome die Einschlusskriterien erfiillen konnten. Verlassli-
che statistische Daten bendtigen ein deutlich umfangreicheres Kollektiv. Zu Beginn der
Studie war diese Datenlage nicht absehbar. Tatséchlich ist es sogar erstaunlich, dass ein
Kollektiv von 185 Patienten sogar 7 Karzinome aufzeigt. Dies zeigt deutlich wie grol3 das
Risiko ist an einem KRK zu erkranken und wie wichtig eine Vorsorgeuntersuchung ist.
Trotzdem hat der Marker Potential, wie bereits andere Studien mit mehr Karzinomen im
Kollektiv zeigen konnten. Diese berechneten eine deutlich hohere Sensitivitit von 68%

bis 93% (HARDT PD et al. 2003a; HARDT PD et al. 2003b; Koss K et al. 2007).
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8 Entziindungen als Prazedenzfille

Patienten mit akuten Entziindungen oder CED wurden bei der statistischen Auswertung
nicht berilicksichtigt, da erwartet werden musste, dass die Konzentration an TuM2-
Pyruvatkinase im Stuhl allein aufgrund der Entziindung stark ansteigt. Diese falsch-posi-

tiven Ergebnisse sollten das Ergebnis der Studie nicht verfélschen.

Die mogliche Verfélschung gilt jedoch nur fiir die statistische Auswertung, nicht aber fiir
die Auswertung in Hinsicht auf eine angestrebte klinische Anwendung. Gerade im Falle
von nicht diagnostizierten Colitis Ulcerosa-Patienten, kann die Fahigkeit des Proliferati-
ons- bzw. Entziindungsmarkers M2-PK als eine duBerst niitzliche Eigenschaft beschrie-
ben werden. Da diese Entziindungsreaktion des Darmes mit der unbehandelten Dauer ein
immer groBerer Risikofaktor fiir ein KRK darstellt, ist eine Entdeckung &duferst wichtig.
KRK konnen mit einer entziindlichen Reaktion verbunden sein, deren Detektion ebenfalls

ein Benefit fiir den Patienten durch nachgeschaltete weitere Diagnostik ist.

Tatséchlich trat in diesem Kollektiv dieser Fall fiir zwei Patienten mit einem Karzinom
auf. Sie mussten hier zwar aus dem Kollektiv ausgeschlossen werden, hitten aber in der
klinischen Anwendung unbedingt koloskopisch untersucht werden miissen. Dieses ist tat-

sdchlich auch so geschehen.

Diese zwei Prizedenzfille sollten als gute Beispiele fiir die Niitzlichkeit des TuM2-PK-
Markers hervorgehoben werden. Durch den Einsatz des Markers als Vorsorgekonzept
wiren die betroffenen zwei Patienten aufgrund der hohen M2-PK-Konzentration zu-
ndchst ,,nur* als Entziindungstrager identifiziert worden. Aber in der klinischen Anwen-
dung sind beide Personen einer weiterfiihrenden Diagnostik mit Durchfiihrung einer Ko-

loskopie und Probenentnahme zugefiihrt worden. So sind die Karzinome erkannt worden.

Bedenkt man nun, dass der Marker in diesem Kollektiv iiber eine 86,6%ige Spezifitit
verfiigt, hitte ein negatives Testergebnis zumindest eine Entziindung fast vollstindig aus-
geschlossen. Man darf zusétzlich nach heutigem Erkenntnisstand davon ausgehen, dass

dann auch ein Karzinom als zumindest sehr unwahrscheinlich gelten darf.

Im Hinblick auf die Entziindung gilt nun, dass durchaus nicht jede Entziindung auf die
Anwesenheit eines Tumors schlieBen ldsst. Aber bei routineméafiger Anwendung des Tes-
tes gilt auch, dass alle Patienten mit einem Titer entweder eine Entziindung oder einen

Tumor aufweisen konnen.
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Wenn nur noch Patienten mit einer hohen M2-PK-Konzentration (Titer) zur Koloskopie
geschickt werden miissen, ergibt sich eine betrichtliche Reduktion des Aufwandes und
damit der Kosten. Deshalb soll an dieser Stelle als wesentliches Ergebnis dieser Studie

vorgeschlagen werden, dass man in Zukunft zweistufig vorgeht:

Ab einem festzulegenden Alter sollte regelmiBig eine Stuhluntersuchung mit dem TuM2-
PK-Test durchgefiihrt werden. Aufgrund der reduzierten Kosten fiir einen Schnelltest
konnte dies auch bei Patienten vor dem 55. Lebensjahr durchgefiihrt werden, wenn diese
bestimmte Risikofaktoren mitbringen. Die Patienten konnten sich den entsprechenden
Test auf Rezept in der Apotheke holen und zu Hause selbststindig durchfiihren. Bei ei-
nem auffillig hohen Titer erfolgt die Vorstellung beim Hausarzt, der den Patienten nach
einer Kontrolle und ggf. Wiederholung des Tests zu einem entsprechenden Facharzt zur
Koloskopie schickt. So bleibt die Vorsorge auf Darmkrebs in den Hénden der Spezialis-
ten, dennoch ist die Abdeckung fiir die Risikogruppe gewéhrleistet. Es kann nicht ausge-
schlossen werde, dass hier sogar in der Bilanz eine Kostenersparnis moglich ist. Zumin-

dest die Hemmschwelle, an der Vorsorge teilzunehmen, diirfte drastisch sinken.
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9 Fazit und Ausblick

Unter Verwendung eines zwar kleinen, aber sorgfiltig gepriiften Patientenkollektivs
konnte gezeigt werden, dass ein in Gielen entwickelter Schnelltest auf KRK ein klares
Potential hat, KRK unter diesen klinischen Bedingungen zu erkennen. Dieses Ergebnis
steht in Ubereinstimmung mit einer Reihe von unabhingigen Untersuchungen, die welt-
weit in jiingster Zeit vorgestellt wurden. Damit steigt die Chance, die bisher angewandte

Koloskopie durch ein kostengiinstiges Verfahren abzuldsen oder zumindest zu ergidnzen.

Der Himocult® Stuhltest auf Blut kann ab dem 50. Lebensjahr jdhrlich zu Lasten der
GKYV in Anspruch genommen werden. Die Koloskopie wird bei Patienten ab dem 55.
Lebensjahr von den gesetzlichen Krankenkassen als Vorsorgeuntersuchung anerkannt
(TECHNIKER KRANKENKASSE 2015). Die allgemeine Akzeptanz einer effektiven Kolosko-
pie scheitert aber an dem damit verbundenen Aufwand, der unbequemen Untersuchung
und der schwer vermittelbaren Wichtigkeit. Aulerdem sind die Untersuchungsintervalle

mit 10 Jahren Abstand nicht geeignet, die Koloskopie als Routinemethode zu etablieren.

Der hier untersuchte TuM2-PK—-Test kommt dagegen aktuell noch nicht als Kassen fi-
nanzierte Standard—Vorsorgeuntersuchungsmethode zur Anwendung. Dies liegt, laut
dem Medizinischen Dienst der Krankenkassen (MDXK) darin begriindet, dass dem Moni-
tor fiir Individuelle Gesundheitsleistungen der Krankenkassen, dem sog. ,,IGeL-Moni-
tor*, noch keine Studie vorliegt, die eindeutig belegt, wie effektiv die KRK—Mortalitét
durch diesen Test reduziert werden kann (EIKERMANN M 2017). Hier liegt also ein klas-
sisches Dilemma vor, das auf Grund der langen KRK-Inkubationszeit kaum losbar zu sein
scheint. Im Sinne einer allgemeinen Kostenreduktion bietet sich jedoch die Anwendung
von Darmkrebstests an, indem nur jene Patienten die Kosten fiir die Koloskopie erstattet

bekommen, die sich regelmifig einem Darmkrebstest unterzogen haben.

In vorgezogener Anerkennung des Darmkrebstests wird seine Anwendung bereits als Sat-
zungsleistung fiir Kassenpatienten zunehmend angeboten. Gerade auch der M2-PK-
Stuhltest wurde, als Ergédnzung zu dem Guajak-Test, durch die Techniker Krankenkasse,
die BKK Bertelsmann, die R+V BKK und die Handelskrankenkasse (hkk) in ihr Bonus-
programm aufgenommen, sodass die Kosten erstattet werden. Die Firma ScheBo-Tec bie-
tet dariiber hinaus bereits einen Kombi-Test auf Anwesenheit des Enzym-Biomarkers

M2-PK und Blut im Stuhl an (ARZTEZEITUNG 2015).
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Diese hier vorgelegte Arbeit bietet nun weitere Argumente fiir eine solche Vorgehens-
weise. Fiir ein deutschlandweites Kollektiv konnte gezeigt werden, dass der Tumormar-
ker M2-PK in Stuhlproben eine hohe Sensitivitdt und eine sehr hohe Spezifitit beim
Nachweis von KRK aufweist. Zwar konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der
TuM2-PK-Konzentration und der Auftrittswahrscheinlichkeit fiir KRK bzw. der entspre-
chenden Polypenart gefunden werden (p=0,0526), aber eine Fehleranalyse erlaubt plau-

sible Erkldrungen dafiir.

Belegbar ist dagegen, dass der Test auf M2-Pyruvatkinase als Marker in diesem Kollektiv
in der Lage ist, einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Patientenalter und der
Auftrittswahrscheinlichkeit fiir HGIEN Adenome und Karzinome (p<0,05) aufzuzeigen.
Die Daten zeigen auch eine signifikante Abhédngigkeit zwischen der TuM2-PK-Konzent-
ration und dem Vorliegen einer Entziindung (p<0,05). Ebenfalls zeigen die Daten eine
signifikante Abhéngigkeit zwischen dem Alter und dem Vorliegen einer Entziindung
(p<0,05). Fiir diesen Zusammenhang gibt es eine Bestitigung durch unabhéngige Stu-
dien. In diesem Kollektiv zeigt der Test bei zwei Patienten mit Entziindung einen Hinweis
auf ein Geschehen, das bei spéterer, weiterfithrender Diagnostik zwei Karzinome zeigte.
Daraus ldsst sich nur folgern, dass die M2-Pyruvatkinase mit ihrer grundsitzlich hohen
Sensitivitit und Spezifitit die Moglichkeit eroffnet, eine wichtige Rolle in zukiinftigen
Vorsorgeuntersuchungen zu erlangen. Nun miissen weitere Studien zeigen, ob der TuM2-

Pyruvatkinase-Test in der Lage ist, die KRK-Mortalitit zu reduzieren.

Diese Aussage kann allerdings nur mit hohem zeitlichem und finanziellem Aufwand ve-
rifiziert werden. Der finanzielle Aufwand konnte reduziert und gleichzeitig die notwen-
dige Zeit sinnvoll genutzt werden, wenn man ein Vorsorgepaket mit heute schon vorhan-
denen gut genutzten VorsorgemaBBnahmen kombiniert. So kann man beispielsweise den
etablierten Test auf prostataspezifisches Antiserum (PSA) im Blut bei Méannern als Aus-
gangspunkt nehmen. Dieser wird mittlerweile hdufig bereits beim Hausarzt im Rahmen
eines reguldren Check-Up bei Ménnern durchgefiihrt. Bei Frauen konnte es in Kombina-
tion mit einer Mammographieuntersuchung angeboten werden, die deutschlandweit ab
dem 50. Lebensjahr Frauen zur Verfiigung steht. Wenn es gelingt, im zeitlichen Zusam-
menhang mit den anderen Untersuchungen auch Stuhlproben einzusammeln, dann konnte
in denselben Diagnose-Laboratorien mit relativ geringem Verwaltungsaufwand oder so-
gar in der Praxis mit einem Schnelltest ein Test auf KRK durchgefiihrt werden. Der be-

handelnde Arzt konnte im Patientengesprich dann in einem sehr friihen Stadium auf die
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Moglichkeit der etablierten Koloskopie verweisen. So wird ein giinstiger, non-invasiver
Schnelltest auf M2-PK einer grolen Patientengruppe zugénglich gemacht, gleichzeitig
aber die Koloskopie gezielt eingesetzt. Hier sollte man priifen, ob ein Einsparpotential

die Mehrkosten aufwiegt, aber trotzdem eine hohe Spezifitdt erreicht wird.
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10 Zusammenfassung
Das KRK (KRK) ist die dritthdaufigste Tumorerkrankung des Menschen. Jéhrlich erkran-
ken weltweit tiber 1,3 Millionen Menschen. Davon erliegen fast 700.000 Menschen den

Folgen der Erkrankung.

Aktuell stehen zwei von den Krankenkassen in Deutschland als Vorsorgeuntersuchungen
anerkannte Verfahren zur Verfiigung: Der Okkultbluttest ab dem 50. Lebensjahr und die
Koloskopie ab dem 55. Lebensjahr.

Der Test auf okkultes Blut ist giinstig, bietet jedoch nur eine geringe Sensitivitit. Die
Koloskopie stellt aktuell die beste Untersuchungsform dar. Sie hat eine sehr hohe Sensi-
tivitdt, ist jedoch relativ kostenintensiv und stellt ein gewisses Verletzungsrisiko dar.
Auch ist diese Untersuchung dem Patienten nur schwer zu vermitteln, da sie unbequem

und invasiv ist.

Ziel dieser Arbeit ist es daher fiir ein mutmaBlich giinstiges, dabei schnelles, nichtinvasi-
ves und trotzdem zuverldssiges Verfahren die Ergebnisse einer Reihenuntersuchung aus-
zuwerten und zu ergénzen. Es handelt sich um einen immunologischen Test auf die Kon-

zentration an Tumor M2-Pyruvatkinase (TuM2-PK) im Stuhl.

Das hierzu verwendete Patientenkollektiv umfasst 185 Patienten (98m / 87w) aus Gielen,
Ludwigshafen, Ulm und Mannheim. Die Patienten gaben vor einer Koloskopie eine
Stuhlprobe ab, deren TuM2-PK-Konzentration bestimmt wurde. Entsprechende Ergeb-
nisse beider Untersuchungen wurden gesammelt, sortiert und statistisch ausgewertet.
Hauptziel ist die Bestimmung der Sensitivitét, Spezifitdt mit dem Cut-Off des Tumor M2-
PK Stuhltests und der Nachweis, ob sich der Marker zur Fritherkennung kolorektaler Kar-

zinome eignet.

Die Auswertung der Daten ergab einen idealen Cut-Off bei 6,9 U/ml mit einer Sensitivitét
von 60,0% und einer sehr hohen Spezifitit von 94,0%, einem PPV von 30,0% und einem
NPV von 98,0%. Ein literaturvergleichender Cut-Off von 4 U/ml wurde ebenfalls be-

stimmt und ergab eine Sensitivitdt von 60% und eine Spezifitit von 86,6%.

Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass der Tumormarker M2-PK in Stuhlproben eine
hohe Sensitivitit und eine sehr hohe Spezifitidt beim Nachweis von KRK aufweist. Ein

direkter Zusammenhang zwischen der TuM2-PK-Konzentration und der Auftrittswahr-
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scheinlichkeit fiir KRK (p=0,0526) zeigte sich nicht, jedoch war ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen dem Patientenalter und der Auftrittswahrscheinlichkeit fiir high risk
Adenome und Karzinome (p=0,0003), zwischen dem Alter und dem Vorliegen einer Ent-
ziindung (p=0,0003), sowie ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorlie-

gen einer Entziindung (p < 0,001) und dem TuM2-PK sichtbar.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen das Potential dieses Markers mit seiner hohen Sen-
sitivitit und sehr hohen Spezifitit, die einen Einsatz als Vorsorgemarker denkbar machen.
Zusitzlich wird ein Vorschlag vorgestellt, wie dieser Marker kostengiinstig die Zahl der
Koloskopien senkt, ohne das Vorsorgeziel zu entwerten. Dieser Vorschlag konnte dafiir

geeignet sein, die Akzeptanz der Vorsorgemethode deutlich zu erh6hen.
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11 Summary

Colorectal cancer (CRC) is the third most common tumor disease in humans. Every year,
more than 1,3 million people are affected. Nearly 700,000 people are succumbing to the

disease.

Currently, two procedures recognized by the health insurance funds in Germany are avail-
able as preventive examinations: the occult blood test from the age of 50 and the colon-

oscopy from the age of 55.

The test for occult blood is favorable but offers only a low sensitivity. The colonoscopy
is currently the best form of investigation. It has a very high sensitivity but is relatively
cost-intensive and presents a certain risk of injury. This examination is also difficult to

convey to the patient because it is uncomfortable and invasive.

The aim of this work is therefore to evaluate and supplement the results of a series exam-
ination for a presumably favorable, yet fast, non-invasive yet reliable procedure. It is an
immunological test for the concentration of tumor M2-pyruvate kinase (TuM2-PK) in the

stool.

The patient group used for this purpose comprises of 185 patients (98male / 87female)
from Giessen, Ludwigshafen, Ulm and Mannheim. Patients gave a stool sample before
colonoscopy, the TuM2-PK concentration of which was determined. Corresponding re-
sults of the investigations were collected, sorted and statistically evaluated. The main goal
is the determination of the sensitivity, specificity and cut-off of the M2-PK stool test and
the detection of whether the marker is suitable for the early detection of colorectal carci-

nomas.

Evaluation of the data showed an ideal cut-off at 6,9 U/ml with a sensitivity of 60,0% and
a very high specificity of 94,0%, as well as a PPV of 30,0% and a NPV of 98,0%. A
literature-comparing cut-off of 4 U/ml was also determined and showed a sensitivity of

60% and a specificity of 87%.

As a result, the tumor marker M2-PK in stool specimens proved to have high sensitivity
and very high specificity in the detection of colorectal carcinomas. There was no direct
correlation between the TuM2-PK concentration and the probability of occurrence for
CRC (p =0,0526), but a significant correlation was found between the age of the patient

and the probability of occurrence for high risk adenomas and carcinomas (p=0,0003), as
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well as a highly significant correlation between the presence of inflammation (p<0,001)

and the TuM2-PK.

The results of the investigations show the potential of this marker with its high sensitivity
and very high specificity which make it possible to use it as a precautionary marker. In
addition, a proposal is presented on how this marker lowers the number of colonoscopy
at low cost without devaluing the precautionary goal. This proposal could be appropriate

to significantly increase the acceptance of the precautionary principle.
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12 Anhang

12.1 Abkiirzungsverzeichnis

0.025 KG
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1.Qu.
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Abb.
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1. Quartil

3. Quartil

Abbildung(en)
Alpha-Fetoproetein
alkalische Phosphatase

adenomatous polyposis coli gene /

Synonym: Adenomatdses Polyposis Coli Gen
Age-Standardised-Rate

Area under the curve / Synonym: Fldche unter der Kurve
Body Mass Index

Carcinom

Carbohydrate Antigen 19-9

Centers for Disease Control and Prevention
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Computertomographie

Seite | 110



Anhang

DAS-ELISA Double Antibody Sandwich ELISA
DGE Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung e. V.
DGVS Deutsche Gesellschaft fiir Gastroenterologie, Verdauungs- und

Stoffwechselkrankheiten

DNS /DNA Desoxyribonukleinsdure / deoxyribonucleic acid
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FAP Familidre Adenomatdse Polypose

FIT Faecal Immunochemical Test

Flex. hep. Flexura hepatica

Flex. lien Flexura lienalis

FOBT Fecal Occult Blood Test

GKV Gesetzliche Krankenversicherung

GOD Glucose-Oxidase

grading Differenzierung

HEP Hepatitis

HGIEN high grade intraepitheliale Neoplasie

HIV Humane Immundefizienz-Virus

HNPCC Hereditéres Nicht Polypdses Kolonkarzinom

HRP Meerrettichperoxidase, von engl. horseradish peroxidase
IGeL Individuelle Gesundheitsleistungen

IEN intraepitheliale Neoplasie

ja (akut) akute Entziindungen

K-ras monomeres G-Protein und entscheidend fiir Proliferation von bos-

artigen Tumoren

KRK kolorektales Karzinom
Kap. Kapitel
LGIEN low grade intraepitheliale Neoplasie
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Log10.TuM2PK.LC
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Tab.
TNM
TuM2-PK
UICC

vgl.

w

WHO

Tabelle

Facetten-Klassifikation zum Staging von Tumorerkrankungen
Tumor M2-Pyruvatkinase

Union internationale contre le cancer
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weiblich

Weltgesundheitsorganisation
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Abkiirzungen

CA19-9
CA72-4

CEA

CS

EDTA

G

GT

D

LDH
L-Klassifikation
M

N

PK

PT

PTT
R-Klassifikation
SGOT

SGPT

T

Tumor M2-PK
uiCC

WHO

TNM

pTNM

TPZ
V-Klassifikation

Carbohydrat-Antigen 19-9
Carbohydrat-Antigen 72-4
Carcinoembryonales Antigen

Clinical Stage
Athylendiamintetraessigsdure
histopathologisches Grading
Glutamyltransferase

Identifikation

Lactat-Dehydrogenase

Klassifikation der LymphgefaBinvasion
Fernmetastasen

Regionare Lymphknoten (Nodulus)
Pyruvatkinase

Prothrombinzeit

partielle Thromboplastinzeit

Klassifikation des Residualtumors
Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Serum-Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Primé&rtumor

Tumor M2-Pyruvatkinase

Union international contre le cancer

World Health Organisation

praoperative Stadieneinteilung maligner Tumoren
postoperative Stadieneinteilung maligner Tumoren
Thromboplastinzeit

Klassifikation der Veneninvasion
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Zusammenfassung

Tumorzellen exprimieren eine fiir sie charakteristische Isoform des glycolytischen Schliissel-
enzyms Pyruvatkinase (PK) [3-6, 14-17]. Dieses Isoenzym Tumor M2-PK kann im Blut [3, 9,
13, 16-21, 22-28, 30-33] und im Stuhl [11, 12] mit Hilfe eines ELISAs nachgewiesen werden.
In einer prospektiven multizentrischen Studie sollen total koloskopierte Patienten vor
Koloskopie eine Stuhlprobe abgeben, aus der die Konzentration der Tumor M2-PK bestimmt
wird. Die Ergebnisse der Tumor M2-PK-Bestimmung werden dann zusammen mit den
Ergebnissen des makrokopischen und gegebenenfalls histopathologischen Befunds bzw.
des Tumorstadiums ausgewertet. Hauptziel ist es Sensitivitat, Spezifitdt und cut-off des
Tumor M2-PK Stuhltests zu ermitteln und herauszufinden, ob sich der Marker zur
Fraherkennung kolorektaler Karzinome eignet. Nebenziel ist der Vergleich mit der
Bestimmung okkulten Blutes im Stuhl zur Friherkennung kolorektaler Karzinome. Bei den
Patienten  werden die im  Rahmen  Kklinikiblicher  Routineuntersuchungen/
-bestimmungen untersuchten Daten und Parameter dokumentiert und zur Auswertung
herangezogen.

Ablaufschema

Stuhlprobe
) Tumor M2-PK-Test
Hamokkult-Test
Koloskopie
Makroskopischer Befund
Histopathologischer Befund
- I
-~ - I
Tumor _ -~ I Tumor
- - |
- !
-~ |
< 1
oP !

v

Tumorstadium
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Hintergrund

Jahrlich erkranken in der Bundesrepublik Deutschland schatzungsweise 23.000 Manner und
29.000 Frauen an einem kolorektalen Karzinom. Bis heute gibt es keinen zuverlassigen
Labortest zur Friherkennung kolorektaler Tumoren. Die aussagefahigste Untersuchung ist
die totale Koloskopie. Als Screening-Test dient bisher die Bestimmung von okkultem Blut im
Stuhl. Dieser Test hat eine geringe Sensitivitat und Spezifitat, wird aber trotzdem benutzt, da

es keine bessere Alternative gibt.

Die Rolle der Tumor M2-Pyruvatkinase im Tumor-Stoffwechsel

Die Pyruvatkinase ist ein Schlissel-Enzym des Glucose-Stoffwechsels und existiert in ver-
schiedenen Isoformen, die gewebsspezifisch exprimiert werden. So findet man
Pyruvatkinase Typ L in der Leber und den proximalen Nierentubuli, Pyruvatkinase Typ R in
den Erythrozyten, Pyruvatkinase Typ M1 in Muskeln und im Gehirn und Pyruvatkinase Typ
M2 in der Lunge. In ihrer aktiven Form bestehen alle Isoformen aus vier gleichen
Untereinheiten (Tetramer). Bei der Tumorentstehung kommt es zum Verlust des jeweiligen
gewebsspezifischen Isoenzymes und zur Expression des Isoenzyms Typ M2. Dabei nimmt
die Menge an M2-PK zu, und das urspringlich aus vier Untereinheiten bestehende Isoenzym
zerfallt in die wenig aktive Form aus zwei Untereinheiten. Die dimere Form der M2-PK wird
» Tumor M2-PK« genannt und ist generell in groBen Mengen in Tumorzellen nachweisbar [5,
6, 16, 17]. Der héchste Gehalt an Tumor M2-PK findet sich in metastasierenden Tumorzellen
[22, 33].

Die Dimerisierung der M2-PK erfolgt entweder durch Phosphorylierung, zum Beispiel durch
die pp60"' *°Kinase in Tyrosin oder durch direkte Bindung eines Oncoproteins, wie es flir das
E7-Oncoprotein des HPV-16 Virus gezeigt wurde. Die Dimerisierung der M2-PK fihrt zur
einer Verringerung der Enzym-Aktivitat und zu einer Kanalisierung der Glucose zur Synthese
von Nukleinsauren, Phospholipiden und Aminosauren. Glucose-Metabolite werden nicht zu
Pyruvat und Lactat abgebaut. Liegt die M2-PK in der dimeren Form vor, erfolgt die
Gewinnung von Energie Uber die Umwandlung der Aminosdure Glutamin zu Lactat
(Glutaminolyse). Die Glutaminolyse benétigt im Gegensatz zur Glycolyse Sauerstoff. Die
inaktive Form der Pyruvatkinase kann wieder in die aktive Form uberfihrt werden. Diese
Reaktivierung erfolgt Uiber Fructose 1,6-diphosphat, einem Zwischenmetabolit der Glycolyse
[5,6, 16, 17].

Die dimere Form der M2-PK reduziert die Energiegewinnung aus Glucose. Dies fuhrt dazu,
dass der Energie-Stoffwechsel von Tumorzellen mit einem hohen Tumor M2-PK-Gehalt sehr
empfindlich auf einen Abfall der zellularen Spiegel des Wasserstoff transportierenden Coen-
zyms NAD reagiert. NAD wird bei der Reparatur der DNA nach Gaben von Tumor-Che-
motherapeutika verbraucht. Dies ist vermutlich der Grund, warum der Gehalt an Tumor M2-
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PK im Gegensatz zu anderen Tumormarkern sehr schnell den Erfolg einer Tumortherapie
anzeigt [5, 6, 16, 17].

Verschiedene diagnostische Studien haben gezeigt, dass sich die Tumor M2-PK als Enzym
ohne Organspezifitat als Marker im EDTA-Plasma flir eine Vielzahl von Tumoren eignet [
zur Ubersicht 16]. Klinische Studien zur Bestimmung der Tumor M2-PK EDTA-Plasma liegen
far die Indikationen Lungenkrebs [24-27], Bruskrebs [8,13], Nierenzellkarzinom [1, 7, 19, 20,
22, 30- 33], Osophagus- [10, 12, 28], Magen- [10, 11, 28], Pankreas- [2, 10, 18, 28] und
Kolorektales Karzinom [16, 17, 23] vor. Die Bestimmung der Tumor M2-PK in Kombination
mit mehr organspezifischen traditionellen Markern wie CEA, CA-19-9 und CA 72-4 flihrt zu
deutlich héheren diagnostischen Sensitivitaten bei Osophagus-, Magen- und Kolorektal-
Karzinomen [28]. Die Bestimmung der Tumor-M2-PK im EDTA-Plasma eignet sich zur
Erganzung der Krebs-Diagnose [2, 3,7, 10, 17-19, 22-25, 27, 28, 30-33] zur Uberwachung
von Krankheitsverlaufen und Krebstherapie [13, 16, 25, 28, 30, 32].

Erste Bestimmungen der Tumor M2-PK im Stuhl deuten darauf hin, dass sich dieser
Tumorstoffwechselmarker dazu eignet, Patienten mit kolorektalen Tumoren zu identifizieren
[11,12].

Ziele

Hauptziele
e Bestimmung der Sensitivitat, der Spexzifitit und des cut—offs des ScheBo® ? Tumor

M2-PK Stuhltests.
e Ermittlung der Eignung des ScheBo® ? Tumor M2-PK Stuhltests zur Friiherkennung

kolorektaler Tumoren.
Nebenziele
e Vergleich des ScheBo® ? Tumor M2-PK Stuhltests mit dem Nachweis okkulten Blutes
im Stuhl.

Studiencharakterisika

Bei der Studie handelt es sich um ein diagnostische, prospektiv multizentrische Studie zur
Bestimmung der Sensitivtat, Spezifitat und des cut-offs des Tumor M2-PK Stuhltests. Eine
CE-Kennzeichnung fiir den Tumor M2-PK-Test liegt vor.
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Studienorganisation und Fallzahlabschéatzung

Aufgrund der bisher vorliegenden Daten zur Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl wird
eine Sensitivitat von etwa 85 % und eine Spezifitdit des Tumor M2-PK-Stuhltest von 83 %
vermutet. Um in einer diagnostischen Studie fir einen Marker eine Sensitivitat von 85 % *
6 % und eine Spezifitt von 83 % £ 6 % (6 % ist die angestrebte Genauigkeit fir die zu
berechnenden Konfidenzintervalle bei einer Sicherheitswarscheinlichkeit von 0,95) zu
schatzen, miissen mindestens 150 Patienten ohne kolorektales Karzinom und 135 Patienten
mit einem kolorektalen Karzinom untersucht werden. Die Fallzahlberechnungen wurden auf
der Grundlage der erwarteten Sensitivitit und Spezifitdt bei einer zugelassenen
Ungenauigkeit von £ 6 % mit dem Programm BiAS fir Windows Version 7.0 (Hanns
Ackermann, 1998: Biometrische Analyse von Stichproben, Epsilon-Verlag, Darmstadt)
errechnet. Die Gruppe der 150 Probanden ohne kolorektales Karzinom wird sich aus
asymptomatischen Patienten und Patienten mit Symptomen oder nicht-malignen
Erkrankungen des Kolons und Rektums zusammensetzen. Dabei wird die Gruppe der
Patienten mit Symptomen oder nicht-malignen Erkrankungen den gréBeren Anteil bilden, da
diese haufiger koloskopiert werden, als Patienten ohne Beschwerden, die in der Regel nur
im Rahmen der Darmkrebs-Vorsorgeuntersuchung koloskopiert werden. Pro Prifzentrum
werden alle Patienten erfasst, die im Rahmen der ohnehin durchgefihrten Untersuchungen
in der Klinik total koloskopiert werden. Die Studie wird beendet, wenn die geplante
Patientenzahl mit kolorektalen Karzionomen erreicht ist. Es wird erwartet, dass die Anzahl
der Kontrollpersonen ohne kolorektales Karzinom deutlich Ober der Mindestzahl von 150
liegt. Die Patienten werden den Gruppen nach makroskopischem und/oder histo-
patholgischem Befund zugeordnet. Die Patientenrekrutierung soll ab dem 01.09.2003
erfolgen und wird voraussichtlich 31.08.2004 beendet. Die Auswertung der Ergebnisse und

der Abschlussbericht erfolgt innerhalb von 3 Monaten nach Ende der Patientenrekrutierung.

Patientenauswahl
Kontrollgruppe
Asymptomatische Probanden und Patienten mit Symptomen oder Erkrankungen des
Kolons
Einschlusskriterien
¢ Asymptomatische Probanden im Rahmen der Krebsvorsorge und sympto-
matische Patienten mit Anderung der Stuhlgewohnheiten ohne duBeren Anlass
(Wechsel Obstipation mit Diarrhoe, Flatulenz), Blut- und Schleimbeimengung im
Stuhl, oder schwarz verfarbter Stuhl, Gewichtsverlust oder bekannte Polypen/
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Adenome, chronisch entziindliche Darmerkrankungen im Alter zwischen 18 und
80 Jahren
¢ Obligate Untersuchungen (siehe unten)
e Schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten
Ausschlusskriterien
¢ Maligne Tumoren in der Vorgeschichte und aktuell (auBer kolorektales Karzinom)
e Erkrankungen, die eine Koloskopie unméglich machen

e Fehlen der Einschlusskriterien

Tumorpatienten

Einschlusskriterien

e Alter zwischen 18 und 80 Jahren

¢ Patienten mit kolorektalem Karzinom vor OP/Radio-/Chemo-/Immuntherapie
¢ Obligate Untersuchungen (siehe unten)

e Schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten

Ausschlusskriterien

¢ Patienten mit Zweitmalignom

¢ Patienten mit lokalem Rezidiv

e Patienten nach Entfernen des kolorektalen Primartumors

e Patienten wahrend oder nach préoperativer Chemo-/Radio-/Immuntherapie

¢ Fehlen der Einschlusskriterien

Obligate Untersuchungen aller Studienteilnehmer

Totale Koloskopie gegebenenfalls mit Biopsie/Ektomie des/der Polypen und
histopathologischer Untersuchung

Tumor M2-PK im Stuhl

Okkultes Blut im Stuhl

Makroskopische Befundung der Polypen

GroBe des Polypen (Kuppe, Stiel)

Lokalisation des Polypen

Anzahl der Partikel

Form des Polypen (gestielt, tailliert, sessil, flach, mit zentraler Eindellung)
Makroskopische Einschatzung der Entfernung im Gesunden
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Histopathologische Befundung der Polypen
o Histopathologische Befundung nach der WHO-Klassifikation (siehe Anhang)

e Dysplasiegrad (bei Adenomen)

¢ Angaben tber Entfernung im Gesunden

¢ Bei Karzinom im Adenom Angaben Uber das Grading sowie den Differenzierungsgrad
(siehe Anhang)

Postoperative Untersuchungen der Tumoren

e TumorgréBe und —ausbreitung

e Tumor Typisierung (nach WHO-Klassifikation 1976, siehe Anhang)

¢ Histopathologisches Tumor-Grading (UICC 1997, siehe Anhang)

¢ Tumor-Stadieneinteilung nach pTNMKlassifikation einschlieBlich L- und V-
Klassifikation (UICC 1997, siehe Anhang)

Patientenaufklarung
(siehe Anhang)

Nachdem festgestellt wurde, dass ein Patient fir die vorliegende Studie in Betracht kommt,

wird ihm durch den behandelnden Arzt die Méglichkeit der Teilnahme erldutert. Die schriftlich

Einwilligung des Patienten wird erst eingeholt nach entsprechender Information und

ausfuhrlicher Aufklarung Uber:

* Erkrankung

« Hintergrund des vorliegenden Studienprotokolls

« Datenerhebung und Datenverarbeitung zu wissenschaftlichen Zwecken

* Notwendigkeit von Untersuchungen

« Entscheidungsfreiheit zur Teilnahme und Méglichkeit die Einwilligung jederzeit ohne
Angabe von Griinden zurlickzuziehen.

Die Aufklarung erfolgt mundlich und schriftlich. Neben den im jeweiligen Zentrum routine-

maBig eingesetzten Aufklarungsmaterial wird ein speziell fir das Protokoll zusammen-

gestellter Bogen benutzt (Anhang). Die Aufklarungsunterlagen werden entsprechend den

gesetzlichen Bestimmungen in der Krankenakte abgeheftet. Nach Aufkldrung und Einver-

stédndnis dokumentiert der Patient sein Einverstédndnis schriftlich auf dem vorgesehenen

Bogen (Anhang).
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Auswertungskategorien der Patienten

Patienten, bei denen ein grober Verstof3 gegen die Aufnahmekriterien vorliegt (,non-
eligible®), werden von der statistischen Analyse ausgeschlossen. Uber diese Félle wird
lediglich kasuistisch berichtet.

Datenmanagement

Alle patientenbezogenen Daten werden in anonymisierter Form erfasst. Jeder Patient ist
durch eine Patientennummer, die bei der Registrierung zugewiesen wird, Gber seine Initialen,
Geburtsdatum und Geschlechtsangabe unverwechselbar gekennzeichnet. Der Priifarzt fihrt
eine vertrauliche Patientenliste, in der die Kenndaten mit dem vollen Patientennamen
verbunden sind.

Die Datenerhebung erfolgt anhand von Prifbégen (Dokumentationsbégen), die von der
ScheBo® ? Biotech AG nach Unterzeichnung der Priifervereinbarung zur Verfiigung gestellt
werden. Ein Muster befindet sich im Anhang (Anhang). Die Priifbogen liegen als Durch-
schreibsatz vor. Das Original ist fiir die ScheBo® ? Biotech AG bestimmt, die Kopie verbleibt
beim Prifarzt.

Die Daten werden zentral per EDV in Absprache mit dem Biometriker bei der ScheBo® ?
Biotech AG in Giessen erfasst und von Herrn Dr. K. Failing, Arbeitsgruppe Biomathematik
und Datenverarbeitung, Justus-Liebig-Universitit Giessen ausgewertet.

Die folgende Software wird verwendet:

BMDP Statistical Software: . Dixon, WJ (chief editor), University of California Press,

Berkeley, Los Angeles, London

BiAS. fir Windows, Version 7.0, vom epsilon-Verlag

SigmaPlot 8.0 fir Windows der Fa. SPSS Science, USA

Exel 2000 der Fa. Microsoft® , USA

Statistica fir Windows, Version 5.10, der Fa. StatSoft, Inc. USA

Die Patienten werden dariber informiert, dass krankheitsbezogene Daten in anonymer Form
gespeichert werden. Der Patient hat das Recht, Informationen dariiber zu verlangen, welche
Informationen gespeichert sind.

Statistische Methode
a) Deskriptive Statistik
1. Haufigkeitsverteilungen aller Variablen zur Beschreibung und Gegeniiberstellung der
Versuchsgruppen
2. Fir die quantitativen Merkmale: Arithmetisches Mittel, Standardabweichung, Median

und evtl. Quantile der empirischen Verteilungen mit entsprechender Darstellung
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b) Verfahren der schlieBenden Statistik
1. Schatzung von Sensitivitat und Spezifitat des Markers einschl. Berechnung der 95 %-
Konfidenzintervalle
ROC-Analyse zur Uberpriifung des im Test verwendeten Cut-off-Wertes
McNemar-Test zur Uberpriifung der Asymmetrie der beobachteten Vierfeldertafel

Uberwachung und Abbruch der Studie

Die planmé&Bige Durchflihrung der Studie kann abgebrochen werden

« wenn die Patientenrekrutierung unzureichend ist.

+ wenn infolge unerwarteter Erkenntnisse die Weiterfihrung der Studie aus ethischen
und/oder medizinischen Griinden unvertretbar ist.

Die Entscheidung lber den Abbruch der Studie wird durch den Studienleiter in Abstimmung

mit den Studienzentren und dem Kooperationspartner getroffen.

Monitoring

Die Vollstandigkeit, Korrektheit und Plausibilitt der eingehenden Dokumentationsbégen wird
von der ScheBo® ? Biotech AG in regelmaBigen Abstinden Uberpriift. Falls Bégen
ausbleiben bzw. Rickfragen erforderlich sind, erfolgt in der Regel eine schriftliche oder
telefonische Benachrichtigung durch die ScheBo® ? Biotech AG.

Der Priifarzt erlaubt der ScheBo® ? Biotech AG bei Bedarf Besuche zu seiner Unterstiitzung
bei der Durchfiihrung der Studie, zur Uberpriifung der fir die Studie erforderlichen Voraus-
setzungen und zur Uberwachung des korrekten Studienablaufs. Hierbei kénnen die
Vollstédndigkeit, Korrektheit und Plausibilitét der ausgefillten Dokumentationsbégen Uberprift
werden. In der Klinik kann stichprobenartig - gemeinsam durch die ScheBo® ? Biotech AG
und den Prifarzt - ein Vergleich von Daten in den Dokumentationsbogen und den Patienten-
akten auf Identitat durchgefiihrt werden (,Source Data Verification®).

Publikationen

Die Erstpublikation der Studiendaten erfolgt gemeinsam durch die Studienzentren (pro
Zentrum maximal zwei Autoren) nach Abschluss der Studie. Das /die Manuskripte werden
von Dr. med. P.D. Hardt (Universitat Giessen) verfasst und nach Diskussion und Zustim-
mung aller beteiligten Autoren medizinischen Fachzeitschriften mit peer review vorgelegt.
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Anhang

Tumor-Typisierung

Allgemein verbindlich ist die WHO-Klassifikation (1976), die gleichermaBen fiir Kolon- und
Rektumkarzinome gilt und sechs Karzinomtypen unterscheidet:

Adenokarzinom

Muzindses Adenokarzinom (Gallertkarzinom)

Siegelringzellkarzinom

Plattenepithelkarzinom

Adeno-squamdses Karzinom

I o

Undifferenziertes Karzinom

Tumor-Grading

Differenzierungsgrade geben insofern Hinweise auf die biologische Qualitat von Karzinomen,
als niedrig differenzierte im allgemeinen eine héhere Progressionsneigung zeigen. Es wer-
den vier Differenzierungsgrade (G) unterschieden, wobei im Falle von G4 (undifferenziert)
eine Unterscheidung der unter Tumor Typisierung angegebenen Karzinomtypen 1. - 5. nicht
mehr mdglich ist. Beim Siegelringzellkarzinom erdbrigt sich ein Grading, da dieser Tumortyp
mindestens G3 impliziert. Wenn innerhalb eines Tumors oder seiner Metastasen
unterschiedliche Differenzierungsgrade entwickelt sind, sind die Zonen mit geringster
Differenzierung fir die Bewertung maBgeblich. Alternativ kénnen auch zwei Grade
angegeben werden, um das Oortlich wechselnde Differenzierungsverfahren zu
charakterisieren.

Histopathologisches Grading (UICC 1997):

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
Gi1 Gut differenziert

G2 MéBig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert
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Tumor-Stadieneinteilungen

TNM-System und Stadieneinteilung (UICC1997)
TNM / pTNM-Klassifikation

T Primartumor

X
T0
Tis
T1

T2

T3

T4

Primartumor kann nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoma in situ

Tumor infiltriert Submucosa

Tumor infiltriert Muscularis propria

Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

Tumor perforiert das viszerale Peritoneum oder infiltriert direkt in andere
Organe oder Strukturen

N Regionére Lymphknoten

NX

NO

N1

N2

Regionére Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen nach regionérer
Lymphadenektomie von mindestens 12 Lymphknoten

Metastasen in 1 - 3 perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten

Metastasen in 4 oder mehr perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten

M  Fernmetastasen

MX

MO

M1

Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

L-Klassifikation fiir die LymphgeféaBinvasion (UICC 1997)

LX: LymphgefaBinvasion nicht beurteilbar

LO:

L1:

keine LymphgeféBinvasion

LymphgefaBinvasion
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V-Klassifikation fiir die Veneninvasion (UICC 1997)
VX: Veneninvasion nicht beurteilbar
VO: keine Veneninvasion
V1: mikroskopische Veneninvasion

V2: makroskopische Veneninvasion
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Patienteninformation

Klinik
09/2003

Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl total koloskopierter Patienten

Sehr geehrte Dame, sehr geehrter Herr,
wie Sie wissen, wird bei Ihnen ein komplette Dickdarmspiegelung vorgenommen.
Gegenwartig gilt diese totale Koloskopie als die beste Maglichkeit einen Tumor des

Dickdarms friihzeitig zu erkennen.

Einladung zur Teilnahme

Wir méchten Ihnen anbieten, an einem Forschungsprojekt teilzunehmen, mit dem der neue
Tumorstoffwechselmarker Tumor M2-PK untersucht werden soll. Diese klinische Studie wird
an mehreren Zentren in Deutschland durchgefihrt. Insgesamt werden etwa 285 Patienten
teilnehmen.

Mégliche Vorteile Ihrer Teilnahme

Der Zweck der Studie ist es zu untersuchen, wie gut sich die Bestimmung des Tumorstofi-
wechselmarkers Tumor M2-PK im Stuhl eignet, um Tumore des Dickdarms friihzeitig zu
erkennen. AuBerdem soll der Marker mit dem bisher haufig eingesetzten Nachweis von Blut
im Stuhl verglichen werden.

Zweck der Studie
Durch lhre Teilnahme an der Studie tragen Sie dazu bei, dass das Wissen Uber die Bestim-
mung der Tumor M2-PK im Stuhl vertieft wird und die Friiherkennung von Dickdarmtumoren

kinftiger Patienten verbessert werden kann.

Alternativen zur Teilnahme

Wenn Sie sich nicht zur Teilnahme entschlieBen kdnnen, werden Sie nach dem aktuellen
Wissenstand untersucht.
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Vorgesehene Untersuchungen

Sollten Sie sich zu einer Teilnahme entschlieBen, bitten wir Sie vor der Dickdarmspiegelung
eine walnuBgroBe Stuhlprobe abzugeben. Die Stuhlprobe wird an die Firma ScheBo® ?
Biotech AG fir weitere Untersuchungen gegeben.

Kosten
Mit der Teilnahme an dieser Untersuchung entstehen lhnen keine Kosten.

Verwendung lhrer Daten

Die in dieser Studie erhobenen Daten werden fiir wissenschaftliche Zwecke ausgewertet und
ggf. veroffentlicht. Dazu werden |hre persénlichen Daten ohne Nennung Ihres Namens
gespeichert und weitergegeben. Falls es Sie interessiert, kbnnen Sie jederzeit darliber Aus-
kunft erhalten, welche Ihrer Daten erfasst sind. Zur Uberpriifung der Qualitat der Daten
werden auch Dritte Einsicht in die Originaluntersuchungsunterlagen haben. Die beteiligten
Personen werden dabei die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes und die arztliche
Schweigepflicht einhalten.

Ansprechpartner fiir weitergehende Fragen

Sie haben die M&glichkeit, jederzeit weitere Fragen zu stellen und mit dem verantwortlichen
Arzt zu sprechen. Als Kontaktperson steht Ihnen Name / Telefon

jederzeit zur Verfigung.

Freiwilligkeit der Teilnahme

Sie nehmen an dieser Studie freiwillig teil und kénnen jederzeit ohne Angabe von Grinden
von der Zusage zur Teilnahme zuriickireten, ohne dass Ihnen hieraus Nachteile erwachsen.
Sie erhalten dann in jedem Fall eine Untersuchung, die dem aktuellen Wissensstand ent-
spricht.

Falls sie keine weiteren Fragen haben und sich zur Teilnahme an dieser Studie entschlossen
haben, unterzeichnen Sie bitte die beiliegende Einwilligungserklarung.

Sie erhalten eine Kopie dieser Patienteninformation und der unterschriebenen Einwilligungs-

erklarung.

Original zur Kranke nakte/Kopie fiir Patient

Version vom 25.07.03
24

Seite | 141



Anhang

Studienprotokoll: Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl total koloskopierter Patienten

Einverstandniserklarung zur Studie

Klinik

Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl total koloskopierter Patienten

Verantwortlicher Trager und Leiter der Studie: Prof. Dr. med. Jirgen Ferdinand Riemann, Klinikum der
Stadt Ludwigshafen, Medizinische Klinik C, Ludwigshafen

NAME: e VOIMAME: ..ot
Geburtsdatum: .....ccocooiieeiiiiiec e
Ich bin einverstanden, an der Studie teilzunehmen.

Ich bin schriftlich und mindlich aufgeklart worden Uber lhr Ziel, die praktische Durchflihrung, den zu
erwartenden Nutzen, die mdéglichen Risiken und die mit ihr verbundenen Belastungen und (ber die
Freiwilligkeit der Teilnahme und der Einwilligung zur Verarbeitung meiner Daten im Rahmen der
Studie.

Ich bin berechtigt, jederzeit ohne Nachteile oder Angabe von Griinden mit Wirkung fur die Zukunft
meine Einwilligung zu widerrufen und aus der Studie auszuscheiden sowie meine Daten I6schen,
sperren oder vernichten zu lassen.

Ich bin dartiber informiert worden, dass die erhaltenen personenbezogenen Daten den Bestimmungen
des Hessischen Datenschutzgesetzes (bzw. des zustdndigen Landesdatenschutzgesetzes)
unterliegen. Ich stimme ihrer Veréffentlichung unter der Voraussetzung zu, das jeder Bezug zu meiner
Person unkenntlich gemacht ist (Anonymisierung oder Pseudonymisierung der Daten).

Ich bin einverstanden, dass im Rahmen der Studie erhobene personenbezogene Daten
aufgezeichnet, von einem zur Verschwiegenheit verpflichteten Mitarbeiter oder Beauftragten der
férdernden Einrichtung eingesehen bzw. abgefragt und in anonymisierter Form an die zustandige
Uberwachungsbehérde oder die zustindige Bundesoberbehérde weitergegeben, wissenschaftlich
ausgewertet und den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend archiviert werden. Mir ist auBerdem
bekannt, dass in seltenen Ausnahmeféllen, nur unter Wahrung meiner Persdnlichkeitsrechte und mit
meiner erneuten ausdriicklichen Zustimmung, eine Weitergabe meiner nicht anonymisierten Daten
erforderlich sein kann.

Ich konnte Fragen stellen. Sie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.
Ich habe keine weiteren Fragen mehr.
Ich habe eine Kopie der schriftlichen Aufklarung und dieser Einverstédndniserklarung erhalten.

Ort/Datum

Unterschrift des Patienten/Zeugen/Probanden............ocuveiiiiiiinieiiectieee e essn s ae e

Unterschrift des Studienleiters bzw. StellVerreters ... e

Original zur Krankenakte/Kopie fiir Patient
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Probenbegleitbogen: Bestimmung der Tumor M2-PK im Stuhl

Dieses Formular ist bei der Probenabgabe durch den Arzt auszufiillen und mit der Probe
einzusenden an:

ScheBo® ? Biotech AG, Netanystr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Geburtstag
Patienten ID-Nummer Zentrum
Aufnahmedatum

Arzt/Unterschrift
Datum der Probennahme
Ja Nein
Lagerung bei —20°C ? I:I I:I Wenn nein, wie erfolgte die Lagerung:
Datum

Vor der Probennahme erfolgte eine Koloskopie am

Ja Nein
Endoskopische Intervention wahrend der Koloskopie
vor Probennahme |:’ D
Histologische Sicherung am
Diagnose:
Bitte beachten:
Zeitpunkt der Probennahme: 1 Tag vor den AbfilhrmaBnahmen zur Koloskopie (der Patient sallte

mindestens 2 Wochen vor der Probennahme nicht koloskopiert worden sein)

Probe: natirlich abgesetzte, walnuBgroBe, geformte Stuhlprobe
ProbengefaB: handelsibliches Stuhlproben-Aufnahmerdhrchen
Lagerung: bei —20°C bis zu 1 Jahr

Einfluss durch Medikamente: nicht bekannt

Original far ScheBd® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentation Ersterhebungsbogen (1)

Dieses Formular ist bei der Ersterhebung durch den Arzt auszufiillen und einzusenden an:
ScheBo? « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Geburtstag
Ménnlich [] Weiblich [7]
Patienten ID-Nummer Zentrum
Aufnahmedatum
Arzt/Unterschrift
Anamnese (bitte zutreffendes Ankreuzen)
Leber: Speiserdhre: Darm:
Hepatitis ] Osophagitis ] Zéliakie |
Leberzirrhose ] Osophagusvarizen [] Morbus Whipple  []
Gallenblase und Gallenwege: Magen: Mobus Crohn |
Gallensteine O Gastritis OJ Colitis ulcerosa |
Cholezystitis OJ Ulkus | Divertikulose W
Cholangitis ] Magenschleimhaut- Hamorrhoiden |
polypen O
Pankreas: Polypen |
Infektion mit ]
chron. Pankreatitis [ ] H. pylori Kolorektales CA ]
Diabetes mellitus O OP/Radio-/Chemotherapie” [Jij
andere Malignome* B

* Ausschlusskriterium
Andere Erkrankungen:

Medikamente:

Original fur ScheBo® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentation Ersterhebungsbogen (2)

Dieses Formular ist bei der Ersterhebung durch den Arzt auszufiillen und einzusenden an:
ScheBo® « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Geburtstag

Ménnlich [] Weiblich []
Patienten ID-Nummer Zentrum
Aufnahmedatum

Arzt/Unterschrift

Datum Okkultbluttest Positiv |:| Negativ D
Welcher Test wurde benutzt?
Symptome oder Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes Ja Nein

(bitte zutreffendes ankreuzen)
Anderung der Stuhlgewohnheiten ohne &uBeren Anlass

Obstipation
Diarrhoe

Flatulenz

Blut- und Schleimbeimengung im Stuhl oder schwarz verfarbter Stuhl |:|

Gewichtsverlust |:|

Magen-/Oberbauchschmerzen |:|

o0

Andere Symptome:

Original far ScheBo® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentationsbogen Koloskopie

Dieses Formular ist hach der Koloskopie durch den untersuchenden Arzt auszufiillen und

einzusenden an:
ScheBo® + Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Koloskopiedatum
Patienten ID-Nummer Zentrum
Aufnahmedatum
Arzt/Unterschrift

Rektale-digitale Austastung D ‘:I Befund:

Z6kum erreicht D . Ausschlusskriterium

Polyp(en) Bemerkungen:
Polyp(en) ektomiert

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Colitis ulcerosa I:I I:I Bemerkungen:

Morbus Crohn D I:'

Divertikulose D |:| Bemerkungen:

Andere Erkrankungen:

Original fur ScheBo® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentation Makroskopie des/der Polypen

Dieses Formular ist nach der Koloskopie durch den Arzt auszufiillen und einzusenden an:
ScheBo? « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Koloskopiedatum
Patienten ID-Nummer Zentrum
Aufnahmedatum
Arzt/Unterschrift
GroBe des/der Polypen: Kuppe Stiel

O

Lokalisation des/der Polypen:

Anzahl der Partikel:

Form des/der Polypen: gestieltD tailliert D sessil D flach D

mit zentraler Eindellung D

Makroskopische Einschatzung der Entfernung im Gesunden:

Original fur ScheBd® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentation kolorektales Karzinom

Dieses Formular ist durch den untersuchenden Arzt auszufiillen und einzusenden an:
ScheBo? « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname) Untersuchungsdatum
Patienten ID-Nummer Zentrum:
Aufnahmedatum
Arzt/Unterschrift
Kolonkarzinom D Rektumkarzinom D

Héhenlokalisation (ab ano):

TumorgroBe:

zirkumferente Ausdehnung:

Konsistenz:

Wachstumsform
polypds bzw. papillar exophytisch 0

infiltrativulzerierend mit mehr oder
weniger groBen polypdsen Anteilen O

zirkulér-stenosierend 1
flach erhaben [l
u

flach eingesunken

Original fur ScheBo® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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Dokumentation Patho-Histologie (1)

Dieses Formular ist bei der patho-histologischen Untersuchung durch den behandelten Arzt

auszufiillen und einzusenden an:
ScheBo” « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname)

Patienten ID-Nummer

Aufnahmedatum

Journalnummer

Eingangsdatum

Zentrum:

Arzt/Unterschrift

Kopie der patho-histologischen Untersuchung anbei

Polyp (WHO-Klassifikation kolorektaler Polypen)
Neoplastische Polypen

Adenom/Adenomatasis coli [] villos []
Polypdses Karzinom O

Karzinoidtumor O

Nichtepitheliale Tumoren: Lipom O

Lymphangiom []

Nicht-neoplastische Polypen

Peutz-Jeghers-Polyp/Syndrom O Bemerkungen:

Juvenile(r) Polyp(osis) 1

Ja [] Nein []

tubular [] tubulovillsse [

Leiomyom O H&mangiom O

andere

Hyperplastische(r) Polyp(osis) 1

Benigne(r) lymphoide(r) Polyp(osis) []

Entziindliche(r) Polyp(osis) 0

Dysplasiegrad (bei Adenomen)
leichte Dysplasie  [] Bemerkungen:

mittlere Dysplasie [ ]

schwere Dysplasie []

Mikroskopische Einschatzung der Entfernung im Gesunden:

Original fiir ScheBa® ? Biotech AG, Netanyastr.
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Dokumentation Patho-Histologie (2)

Dieses Formular ist bei der patho-histologischen Untersuchung durch den behandelten Arzt

auszufillen und einzusenden an:

ScheBo” « Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen

Patienteninitialen (Vorname, Zuname)

Patienten ID-Nummer

Journalnummer

Eingangsdatum

Zentrum:
Aufnahmedatum
Arzt/Unterschrift
Tumortyp (WHO-Klassifikation 1976)
Adenokarzinom [] Bemerkungen:
Muzinéses Adenokarzinom (Gallertkarzinom) O
Siegelringzellkarzinom O
Plattenepithelkarzinom []
Adeno-squaméses Karzinom []
Undifferenziertes Karzinom []
Grading (UICC 1997) TNM-KIlassifikation (UICC 1997)
GX [] pTX[] NX ] MX[]  WX[] VX[
Gt [ eTo[] No[] Mo[] Lo[] vo[]
G2 [] pTis() N1[J Mid uw[] vi[d
G3 [ pTi[] N2 va[]
G4 [ pT2 [
pT3 ]
pT4
Spezifikation M1
Lunge O Andere:
Leber |
Skelett (]
Hirn O

Original fur ScheBo® ? Biotech AG, Netanyastr. 3-5, 35394 Giessen/ Kopie zur Krankenakte
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12.5 Ethikvotum

UNIVERSITATSKLINIKUM

GIESSEN
ETHIK-KOMMISSION

am FB Humanmedizin

Ethik-Kommission, G tr. 11c, D-35385 GieRen Vorsitzender:
Prof.Dr.Drs. h.c. K. Federlin
Gaffkystr. 11c

Herrn

Prof. Dr. H.-U. Klér D-35385 Giellen

Med. Klinik Il und Poliklinik Tel.: (0641)99-47660/42470
Rodthohl 6

GielRen, den 30.09.2003
35385 Giellen Az.: Prof.Fed./Erb

Unser Zeichen: 71/03
Sitzung am: 19.09.2003

Titel: Bestimmung der Tumor M2-PK (Pyruvat Kinase) im Stuhl total koloskopierter
— Patienten.

Es handelt sich um eine Erstbegutachtung fir den Leiter der Klinischen Prifung (LKP) )2(
Es handelt sich um eine Anschlussbegutachtung O
Eingesandte Unterlagen:
[0 Vorbegutachtung(en) durch andere Ethik-Kommissionen
‘B Formalisierter Antrag
B Ausfiihrliche Darstellung des Vorhabens

Information und Einwilligungserklarung der Patienten/Probanden

;s /’E Nachweis der Versicherung

Der Antrag wurde unter ethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen
Gesichtspunkten gepruft. Soweit betreffend, wurde das auf Seite 2 wiedergebebene
Protokoll unter Berlicksichtigung des Good Clinical Practice for Trials on Medicinal Products
in the European Community (ICH-GCP) erstellt. Es bezieht sich auf die vorgelegte Fassung

des Antrags.

Forderungen der Ethik-Kommission, soweit darin aufgefuhrt, wurden inzwischen erfullt. O
Sie stimmt dem Vorhaben zu. jg(
Sie stimmt dem Vorhaben unter Auflagen zu (siehe S. 2). |
Sie stimmt dem Vorhaben nicht zu (siehe S. 2). )

auf beigefiigtem Formblatt Gbermittelt wird. Er soll mitteilen, ob das Ziel der Studie erreicht
wurde, ob ethische, medizinisch-wissenschaftliche oder rechtliche Probleme aufgetreten
sind, und ob das Ergebnis publiziert ist/wird. Unabhéngig davon ist die Ethik-Kommission
Uiber alle Anderungen des Prifplans zu unterrichten. Ihr sind alle schweren unerwiinschten
Wirkungen mitzuteilen, soweit sie im Bereich der Zusténdigkeit dieser Ethik-Kommission
aufgetreten sind. Bei Uberregionalen Studien sind sie auch dem LKP mitzuteilen.

Die &rztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Prifung und der an der
Prufung teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethik-Kommis-

sion durch unsere Stellungnahme unberihrt.

Die Namen der bei dieser Sitzung anwesenden Mitglieder sind hervorgehoben.

Mitglieder: Frau Dr. Blitters-Sawatzki (P&diatrie); Dr. Bodeker (Informatik); Prof. Breithaupt (Klinische
Pharmakologie); Herr Brumhard (Pharmazie); Prof. Federlin, Vorsitzender (Innere Medizin), Prof. Schapp
(Biirgerliches Recht); Prof. Schmidt (Pharmakologie), Prof. Schwemmle, stv. Vorsitzender (Chirurgie); Prof.
Weiler (Rechtsmedizin).

Vertreter: Prof. Dudeck (Informatik); Dr. Gédicke (Burgerliches Recht); Frau Prof. Kemkes-Matthes (Innere
Medizin); Frau Kreckel (Pharmazie); Prof. Kiinzel (Gynakologie); Prof. Lasch (Innere Medizin); Dr. Repp

(Pharmakologie), PD Dr. Rile (Rechtsmedizin).
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Seite 2

Auszug aus dem Protokoll der Kommissionsitzung vom 19.09.2003:

Fur Prof. KIér berichtet Dr. Marzeion. Es handelt sich um eine multizentrische Studie, bei der
Sensitivitat, Spezifitit und Cut-off des ScheBO-Tumor-M2-PK-Stuhltestes bestimmt werden
sollen. Der Test kommt bei 2 Patientengruppen zur Anwendung: a) Pat. mit colo-rektalem
Karzinom vor OP/Radio-/Chemo-/Immuntherapie, b) endoskopisch unauffdllige Probanden
im Rahmen der Krebsvorsorge und Patienten bei geplanter diagnostischer Coloskopie
unabhangig von der Indikation. Ferner soll der Tumor M2-PK-Stuhltest mit dem Nachweis
von occultem Blut im Stuhl verglichen werden. Es handelt sich um eine multizentrische
Studie, LKP: Prof. Riemann/Ludwigshafen (N=285 Patienten, in Gielen 57). Die Kommission
stimmt dem Vorhaben zu.

(Ende)

§ £
[ weie
(Prof. Dr. Drs. h.c. K. Federlin)
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