Universitat Hamburg
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Klinik und Poliklinik fur Allgemein-, Viszeral- und horaxchirurgie
Direktor: Prof. Dr. med.Prof. h.c. J. R. Izbicki

DISSERTATION

Das neuronale Zelladhasionsmolekul L 1 als

prognostischer Marker beim Kolonkarzinom

zur Erlangung des akademischen Grades eines Daleoidedizin
dem Fachbereich Medizin der Universitdt Hamburg

vorgelegt von
Sabine Timmermann

geboren am 28.12.1966 in Herford

Hamburg, 2008



Angenommen von der Medizinischen

Fakultat der Universitat Hamburg am: 10.07.2009
Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Universitat Hamburg

Prifungsausschuss, der/die VorsitzendeProf. Dr. T. Strate
Prifungsausschuss: 2. Gutachter/in:  Prof. Dr. W. Fiedler

Prufungsausschuss: 3. Gutachter/in:  Prof. Dr. M. Schachner



Inhaltsverzeichnis

11
111
1.1.2
1.1.3
1.2
1.3

2.1
2.2
2.3

2.4
2.5
2.6

3.2
3.3
3.4

Einleitung

Das kolorektale Karzinom

Inzidenz

Mortalitat

Therapeutische Herausforderungen
L1 Adhasionsmolekl

Fragestellung

Material und Methoden

Patienten und Proben

Herstellung eines Gewebemicroarray
Immunhistochemisches Anfarben von L1 und Evedoaler
Expression

Detektion von Tumorzellen in Knochenmark urythiphknoten
Uberlebensdaten

Statistische Analyse

Ergebnisse

Charakteristik von Patienten und L1 Expressidkolorektalen

Tumoren
L1 Expression und Uberleben
L1 als ein unabhangiger prognostischer Faktor

L1 Expression und Lymphknoten sowie Knocheatsraikro-

metastasen

A W W W

N

11
11

13

13

15

15
17
18

20



4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

Diskussion

L1 Expression bei Tumoren unterschiedlicherégsen

L1 Expression und Metastasierung von Tumoren

L1 Expression und Uberleben

L1,die mégliche Rolle in der Immuntherapie @wkologie
L1 als differentialdiagnostischer Marker

L1 als prognostischer Marker

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Danksagung

Lebenslauf

Eidesstattliche Erklarung

22
22
23
24
25
27
27

29

31

40

41

44



1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist ein Adenokarzinom dd@skdarms. 60% der
Karzinome sind im Rektum lokalisiert, 20% sind Sajarzinome und weite-

re 10% befinden sich im Z6kum und Kolon aszenddns]]|

1.1.1 Inzidenz

Das kolorektale Karzinom zahlt zu den haufigstenigm&n Tumoren des
Menschen. Nach der Inzidenz liegt es weltweit ben dMannern an dritter
und bei den Frauen an zweiter Stelle. In den Intestaaten ist die Inzidenz
hoher als in den Entwicklungslandern. Jenseitscfled ebensjahres steigt sie
stark an und verdoppelt sich dann mit jeder Lebekade. In Deutschland
sind pro Jahr etwa 52.000 Neuerkrankungen zu vehnnein. Bei den Man-
nern erkranken ca. 60/ 100.000 Einwohner/ Jahrdeei Frauen sind es ca.
45/ 100.000 Einwohner/ Jahr. Das mittlere Erkrarggaaiter liegt bei den

Mannern bei 68 bzw. bei den Frauen bei 73 Jahren.
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Abbildung 1.1 Schatzung der altersspezifischenderaz von Mannern und
Frauen fur das kolorektale Karzinom in Deutschl2000, Erkrankungen pro
100.000 in Altersgruppen [4,5].



1.1.2 Mortalitat

Die Mortalitatsrate des kolorektalen KarzinomsirsDeutschland derzeit bei
den Mannern ca. 30/ 100.000 Einwohner/ Jahr, bei Beauen ca. 20/
100.000 Einwohner/ Jahr. Fast 30.000 Menschen edxsh jahrlich an den
Folgen dieses Tumors. Damit ist das kolorektalezkKam fir beide Ge-
schlechter die zweithaufigste Krebstodesursache.

1.1.3 Therapeutische Herausforderung

Das individuelle Risiko im Laufe des Lebens an einkeolonkarzinom zu er-
kranken betragt etwa 6%. Eine definitive Heilungnar durch eine chirurgi-
sche Therapie in frihen Tumorstadien moéglich. Baiakiver Resektion be-
tragt die 5-Jahrestberlebensrate derzeit bei dennkt@ 48% und bei den
Frauen 51% [4,5]. Die Lebenserwartung wird entsdéed von lokalen Tu-
morrezidiven und dem Auftreten von Fernmetastasestimmt. Diese sind
auf eine bereits vor der Operation vorliegende Miketastasierung zuriick-
zufuhren, die mit den augenblicklich zur Verfugusighenden Diagnostika
nicht erkennbar sind. Bei bis zu 2/3 der Patientssrden nach einer RO-
Resektion eines Kolonkarzinoms lokale, regionalerodeiter entfernte Me-
tastasen auftreten. Davon werden 85% innerhalledsen 2,5 Jahre nach der

Operation diagnostiziert, weiter 15% in den folgen®,5 Jahren.

1.2 L1 Adhasionsmolekil

Das L1 Adhasionsmolekil vermittelt wichtige migraseche Prozesse bei der
Entwicklung des Nervensystems und schitzt NeuraogmApoptose. Aulier-
dem wird L1 auf vielen Tumoren exprimiert, wo eg dilotilitat von Tumor-
zellen erhoht und so vermutlich die MetastasierbegunstigtEs konnte in
verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dassAdhasionsmolekil
L1 (CD171) an der invasiven Front von kolorektakerebszellen exprimiert
und dies von Tumorprogression begleitet wird [7,15] ist ein 200-220 kD
Typ | Glykoprotein der Immunoglobulin — SuperfamiliEs spielt eine Rolle

in der Entwicklung des Nervensystems durch die Regn von Zellinterak-



tionen einschlie3lich neuronaler Wanderung, Neodteswuchs, Faszikulati-
on, neuronalem Uberleben und synaptischer Pla&ti922,40,45]. L1 kann
mit einer Vielfalt von verschiedenen Molekilen ahbellich sich selbst in-
teragieren [10]. Neben homophilen Bindungen gehtauth heterophile In-
teraktionen ein, z.B. mit Integrinen [41]. L1 wurdaf einer Vielfalt von
Tumorzellen neuronalen, mesothelialen und epithatlidJrsprungs entdeckt
wie z. B Neuroblastomen, Melanomen, Lymphomen, rikdelligen Lungen,
Kolon- und Mammakarzinomen [14,16,17,19,30,34,3B,4&Nach Spaltung
von einer Metalloproteinase (ADAM10) von der Tumaltaberflache wird
L1 ins Serum z.B. von Krebspatienten freigegebe® 48,36,39,40]. Seine
Anwesenheit in Tumor und Serum hat eine prognosés8ignifikanz bei
Ovarial, Uterus- und Nierenzellkarzinomen und gehther mit einer Me-
tastasierung von Melanomen [1,12,47].

L1 wird an der invasiven Front kolorektaler Karzine exprimiert [16]. Me-
tastasierung schlief3t mehrere sequentielle Scleittaund ist ein hoch orga-
nisierter Prozess. Ein frihes metastatisches Rexi@nn nach der vollstan-
digen Resektion eines anscheinend lokalisierten drananzeigen, dass von
gegenwartigen routinemaligen Methoden unentdevktdreitete Tumorzel-
len oder Mikrometastasen zur Zeit der Operation esemd waren [42]. Tu-
morzellen verbreiten sich Gber regionale Lymphknote sekundaren Orga-
nen, in denen sie sich als lebensfahige Zelleninera ,schlafenden” Status
befinden kbnnen. Einige dieser Zellen konnen s&ticd Vorganger fur Me-
tastasen werden, die viele Jahre nach kurativeelRes des Primartumors
erwachen [42]. Gegenwartige Tumorstagingverfahied sicht in der Lage
einzelne verbreitete Tumorzellen zu entdecken, aléskind sensitivere Me-
thoden entwickelt worden, um verbreitete Tumorzeliie Lymphknoten und
entfernten Organen zu entdecken, insbesondere imct@nmark [35,42].
Die Anwesenheit von mikrometastatischen Tumorzeitehistopathologisch
tumorfreien Lymphknoten ist ein starker prognodiescFaktor fir das Ko-
lonkarzinom [18,32,49]. Die Anwesenheit von Tumdize im Knochenmark
gilt als Beweis fur die allgemeine disseminativehig&eit von individuellen

Tumoren [33]. Diese Verbreitung im Knochenmark egt Prediktor fir das



postoperative Auftreten von Fernmetastasierung,adtbwlas Skelett kein be-
vorzugter Standort des erneuten Auftretens vonresdialen Tumoren ist.



1.3 Fragestellung

Das Ziel dieser Untersuchung war zu beurteilenLabmit mikrometastati-
scher Ausdehnung einhergeht und ob es als ein pellen prognostischer

Faktor von kolorektalen Krebspatienten dienen kéfint



2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Proben

Die Genehmigung fir diese Untersuchung wurde vanktbeik Kommission

der Arztekammer in Hamburg erteilt. Eine schriftléic Einverstandniserkla-
rung zur Verwendung der Proben und Durchfihrungkteschenmarkspunk-
tionen wurde von allen Patienten eingeholt.

Untersucht wurden 576 Gewebeproben von 375 Patierdlie in dem Zeit-

raum von Januar 1994 bis Februar 2005 in der KlfiikAllgemein-, Visze-

ral- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikuriiemburg Eppendorf an
kolorektalen Tumoren operiert worden waren. Alldgi®#&en, von denen Tu-
morproben vorlagen, die histologisch aufgearbeietden konnten, wurden
in die Studie miteinbezogen (insgesamt 375 Prinmaone, 128 Lymphkno-
tenmetastasen, 48 Lebermetastasen und 25 Lokakpmben). Aus diesen
wurde ein Gewebemicroarray hergestellt. Das Tunadigm wurde nach der
TNM Klassifikation der ,Internationalen Vereinigungegen Krebs" einge-
teilt [48]. Die Patientendaten wie Operationszeititl Tumorstadium und
pra- und postoperativer Verlauf wurden den chirsegen Patientenakten
entnommen. Fur die klinischen Verlaufsdaten wurd#a Aufenthalte eines
jeden Patienten im Universitatsklinikum Eppendoeficksichtigt, nicht nur
die Aufenthalte in der chirurgischen Klinik.

2.2 Herstellung des Gewebemicroarray

Die Gewebeproben wurden in 4% gepuffertem Formtkiert, eingebettet
in Paraffin. Die Herstellung des Gewebemicroarrafolgte nach der von
Schraml 1999 publizierten Methode [46]. HamatoxyHosin gefarbte
Schnitte wurden aus Priméartumorblocken (Spendeki@perstellt, um die
reprasentative Tumorregion zu definieren. Gewebpdgk mit einem
Durchmesser von 0,6 mm wurden aus dem SpenderlhatcKilfe eines Ar-

rayer erstellt. Diese Biopsien wurden aus peripheyder zentralen Arealen



mit einer hohen Zahl von vitalen Tumorzellen uneéiken Nekrosen ent-
nommen. Die Kontrollproben wurden von normaler Osagusschleimhaut
(n=10), Endometrium (n=2), Haut (n=2), Skelettmuske=2), Herzmuskel
(n=2), Kolonschleimhaut (n=2), Lunge (n=2), Lymploken (n=2), Prostata
(n=2) und Niere (n=2) untersucht.

Eine Ubersicht eines vollstandigen Gewebemicroaisaijn Abbildung 2.1 A
dargestellt. Einzelne Gewebeproben von einem Adearmkom und der
Lymphknotenmetastase werden in Abbildung 2.1 B Gndezeigt. Drei pm
Schnitte wurden mit Hilfe des ,Paraffin SectioniAgd System”( Instrumen-

tics, Hackensack NJ) hergestellt.
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Abbildung 2.1 A-C:Kolorektaler Tumorgewebemicroarrajbbildung A:
Kolorektaler Tumorgewebemicroarray, gefarbt mit Héoaxylin-Eosin, der
aus einem Paraffinblock (25x30 mm) bestalbildung B u. C: Beispiele
fur einen einzelnen in einer L1 spezifischen Imnéwrbting dargestellten
Gewebeproben eines primaren Kolon-Adenokarzinomesdk63erung x100).
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Abbildung D u. E: Beispiele fir einen einzelnen Gewebeflecken eker

lon-Adenokarzinomlymphknotenmetastase mit L1-pesiti Immunfarbung
(VergrofRerung x100). Die immunhistochemische Fagowarde mit der Pe-
roxidasemethode durchgefiihrt, dabei wurde ein miomaker Antikdrper

gegen humanes L1 benutzt.

2.3 Immunhistochemisches Anfarben von L1 und Evalu@on der

Expression

Zur Antigengewinnung wurden die Schnitte mit hiineuziertem Autokla-
vantigen bei 120 °C far funf Minuten mit TEC (pH87,behandelt. Eine en-
dogene Peroxidaseblockade (3% H202 in Methanol}deudiir 10 Minuten
durchgefuhrt. Die Inkubation mit dem vorverdinnternimarantikdrper er-
folgte fur zwei Stunden bei 30°C unter Benutzungesi anti-humanen mo-
noklonalen Mausantikérper ( 1IgG1; Clone UJ127, Neokérs, Fremont,CA,
1:150) Der Antikérper bindet an die extrazellulaBoméane des trans-
membranen Protein L1. Das Visualisieren der Immaktien wurde mit
DAB-chromogen/ EnVision Polymer-HPR (Horseradislgxdase, Dako
K3468 und K4001) erreicht. Eine milde Gegenfarbuwngde mit Hamatoxy-
lin fur 30 Sekunden durchgefuhrt. In den Tumorerrdeudie Farbintensitat
in einer vier Stufen Skala (0, 1+, 2 +, 3+) bestim@usatzlich wurde der

Prozentsatz an positiven Zellen abgeschatzt. Dgelimisse fir L1 im Gewe-
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bemicroarray wurden in drei Kategorien eingetaikdativ: keine Anfarbung,
schwach: 1 + oder 2 + Farbung in <30% der Tumoerelind stark positiv:
2 + Farbung in mehr als 30% der Zellen oder 3 +bEaAg). Im normalen
Gewebe wurden die Farbeergebnisse flur jeden zerdifzierenden Zelltyp

(0,1+,2+,3+) separat beschrieben.

2.4 Detektion von Tumorzellen in Knochenmark und Lynphknoten

Knochenmarksaspirat von 4-8 ml wurde aus dem Bdck®mm der Patienten
am Tag der Operation gewonnen und wie beschrieldegigzbearbeitet
[8,23,26].

Aus dem in heparinisierten Réhrchen befindlichenpifest wurden monoklo-
nale Zellen durch Dichtegradientenzentrifugatio@Q4 g fur 30 min) durch
Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Freiburg) isoliert. ellen wurden bei Raum-
temperatur einer Zellzentrifugation (150 x g fur i8munterworfen, sodass
die Zellen an einem Objekttrager haften bliebenm2Visualisieren der Tu-
morzellen im Knochenmark wurden monoklonale Antp@&r A45-
B/B3(IgG1, Micromet Minchen) gerichtet gegen eintgp von verschiede-
nen Zytokeratinen (8,18,19) verwendet. Nicht immgewes IgG1 wurde als
Kontrollantikérper benutzt. Visualisierung wurderda APAAP Technik wie
oben beschreiben erreicht. Gegenfarbung wurde naydvls Hamatoxylin
durchgefuhrt. Wir benutzten das Automatische Caldmaging System (A-
CIS, ChromaVision, Medical Systems Inc., CA) zumeégnen der immunge-
farbten Knochenmarkschnitte fur verteilte Tumoreerl[43].

Die Lymphknoten wurden wahrend der Lymphadenektosystematisch ge-
sammelt [23]. Jeder Lymphknoten der wahrend derr&pe entnommen
wurde, wurde in zwei Teile geteilt. Ein Teil wurdengebettet in Paraffin fur
das Routine histopathologische Staging und gefarlit Hamatoxylin und
Eosin. Der andere Teil wurde Schock gefroren insglgem Nitrogen.
Lymphknoten von Patienten ohne Nachweis einer Lyknpkenmetastase
wurden auf die Anwesenheit von epithelialen Tumberemit Ber-EP4 mo-

noklonalen Antikérpern (IgG1; Dako) wie bereits beseben untersucht
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[23]. Dieser Antikdrper ist gegen Epithelzellen igatet und reagiert weder
mit mesenchymalen Gewebe noch Lymphknotengewebe [31

Zwei Gefrierschnitte (5-6 um Dicke) wurden aus draterschiedlichen Be-
reichen eines jeden Lymphknoten geschnitten. Abisishrwerden mit A-

PAAP Technik gefarbt. Normale Osophagusmukosa diaté positive Far-
bekontrolle. Die mit Hamatoxylin und Eosin behandel Schnitte oder die
immungefarbten behandelten Bereiche wurden verbtiralisgewertet. Mi-
nimale Tumorzellbeteiligung in einem Lymphknotemy @auvor in der Routi-
ne histopathologischen Untersuchung als tumorfewdrtet wurde, wurde
bei 10 Ber EP4-positiven Zellen im Zentrum einesmphknotens festge-

stellt.

2.5 Uberlebensdaten

Klinische Verlaufsdaten wurden aus Krankenakten dedn Krebsregister
Hamburg erhoben. Die Uberlebensdaten von 247 Ratiemit Primartumor
gingen in diese Untersuchung ein, welche auf Lletmicht wurden. Die
histopathologischen Untersuchungen der chirurgisdbi@zelproben zeigten,
dass die resezierten Rander tumorfrei waren (R0 Zeitpunkt der Opera-
tion wurden nur Patienten mit fehlendem Nachweia ¥@rnmetastasierung
in die Uberlebensanalyse eingeschlossen. Tumorgezés Uberleben wur-
de vom Tag der chirurgischen Entfernung des Priamiors bis hin zum To-
destag oder bis zur letzten Verlaufsuntersuchurinigéet. Patienten, die aus
anderen Grunden als dem kolorektalen Karzinom aelosn, wurden zum
Todeszeitpunkt ausgeschlossen. Patienten dererkl@odlokumentiert durch
ein kolorektales Karzinom erfolgte, wurden als aesdr Erkrankung verstor-
ben eingestuft. Andere Todesursachen wurden nishtlarch das Kolonkar-

zinom verursacht betrachtet.

2.6 Statistische Analyse

Zur statistischen Datenanalyse wur@dBSSur Windows (SPSS Inc., Chica-
go, IL, USA) verwendet. Die Ergebnisse der Immutdohemie [1-

13



Positivita) wurden mit dem Tumorgrad nach der neuen WHO-Kisdion
sowie dem Uberleben korreliert. Die Uberpriifung dasammenhangs zwi-
schen L1-Expression und Tumorgrad wurde innerhahereVierfeldertafel
unter Anwendung des so genanntexgkten Tests von Fishedurchgefihrt.
Zur Uberlebensanalyse wurde das Kaplan-Meier-Vegfalbenutzt und die
so entstandenen Uberlebenskurven mit dem Log-rask Verglichen. In ei-
ner multivariaten Analyse Qox-Regressionsmodgliwurden verschiedene
Variablen auf ihren Wert als unabhangige Einflué€gn auf das tumorspezi-
fische Uberleben untersucht. Ein p-Wert kleiner @/85 galt als statistisch
signifikant. Die statistischen Tests wurden als Berige Fragestellungen

verstanden.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristik von Patienten und L1 Expression in lolorektalen

Tumoren

576 Gewebeproben von 375 retrospektiv ausgesu&bterektalen Tumorpatien-
ten wurden in die Untersuchung eingeschlossen unchcein Gewebemicroarray
immunhistochemisch untersucht. 375 Primartumord ymphknotenmetasta-
sen, 48 Lebermetastasen und 25 Lokalrezidivprohedem zur Herstellung eines
Gewebemicroarray verwendet.

Patientencharakteristik und L1 Expression korreheit Alter, Geschlecht, Loka-

lisation des Primartumors, histologische Differemang, Tumorinvasionstiefe,
Lymphknotenstatus und die Anwesenheit von Metastas®l in Tabelle 3.1 auf-

gefuhrt. Das mittlere Alter der Patienten war 66rdaVon allen Proben, die in
der Untersuchung eingeschlossen wurden, hatted38)(von 375 Patienten L1
positive Tumorproben. Abbildung 2.1 A zeigt ein Gdemicroarray und Abbil-

dung 2.1 B zeigt ein representatives FarbmusterGewebeproben von L1 vom
primaren kolorektalen Adenokarzinomen und Lymphknatetastasen.

15



Tabelle 3.1:Klinischpathologische Eigenschaften kolorektalerz@mpatienten

und L1 Expression in dieser Untersuchung

Gesamt L1 negativ L1 positiv

Gesamt 375 327 (87%) 48 (13%)
Alter

<60 Jahre 122 (33%) 102 (27%) 20 (5%)

>60 Jahre 253 (67%) 225 (60%) 28 (8%)
Geschlecht

Mannlich 224 (60%) 191 (51%) 33 (9%)

Weiblich 151 (40%) 136 (36%) 15 (4%)
Lokalisation

Kolon ascendens 72 (19%) 63 (17%) 9 (3%)

Kolon transversum 23 (6%) 21 (6%) 2 (1%)

Kolon descendens 7 (2%) 5 (1%) 2 (1%)

Sigmoid 85 (23%) 73 (20%) 12 (3%)

Rektum 188 (50%) 165 (44%) 23 (6%)
Histologische
Differenzierung

Gl 4 (1%) 4 (1%) 0

G2 307 (82%) 266 (71%) 41 (11%)

G3 64 (17%) 57 (15%) 7 (2%)
Tumortiefe

pT1l 18 (5%) 16 (4%) 2 (1%)

pT2 79 (21%) 71 (19%) 8 (2%)

pT3 235 (63%) 201 (54%) 34 (9%)

pT4 43 (12%) 39 (10%) 4 (1%)
Lymphknoten

pNO 187 (50%) 168 (45%) 19 (5%)

pN1 89 (24%) 74 (20%) 15 (4%)

pN2 99 (26%) 85 (23%) 14 (4%)
Metastasen

MO 289 (77%) 241 (64%) 48 (13%)

M1 86 (23%) 86 (23%) 0

16



3.2 L1 Expression und Uberleben

Verlaufsdaten von Patienten, deren priméres kolatekkarzinom vollstan-

dig chirurgisch entfernt wurde (RO) und denen n@thFernmetastasen fehl-
ten (MO) lagen in 247 Fallen vor. Nur Patientenietheprimares kolorektales
Karzinom auf L1 Expression durch ein Gewebemicraamnalysiert wurde,

wurden in die Uberlebensanalyse eingeschlossen.nbitere Nachuntersu-

chungszeit von allen 247 Patienten einschlieRlieh dberlebensanalyse lag
bei 46 Monate. Die mittlere Nachuntersuchungszeitr dberlebenden

(n=165) war 54 Monate, von L1 positiven Patienter48) 28 Monate und

von L1 negativen Patienten (n=199) 48 Monate.

Das Uberleben wurde mit der Kaplan-Meier Methodalysiert und der Log-

rank Test fur die Univarianzanalyse verwendet. Ge8aerleben und tumor-
spezifisches Uberleben unter Patienten mit L1 paeit Tumoren verglichen

mit Patienten mit L1 negativen Tumoren ist in Alolihg 3.1 dargestellt.

A Tumor-spezifisches Uberleben B Gesamtiiberleben
1,0 1,0

L1-negativ (n=199)

L1-negativ (n=199)

L1-positiv (n=48)

!4' s4
L1-positiv (n=48)
24 ’2
p<0.001 p<0.001
,0 0,0
(1] 60 120 180 0 60 120 180
Monate nach OP Monate nach OP

Abbildung 3.1: Kaplan-Meier Uberlebensdarstellung fir tumor-sfiszhes

(A) und Gesamtiberleben (B) sowie L1 ExpressiorPnmartumoren von
komplett resezierten kolorektalen Adenokarzinomgraen. Patienten, die bei
initialer Diagnose keine Metastasen aufwiesen (M@J deren Primartumor
bei initialer Diagnosestellung chirurgisch und bsathologisch vollstandig
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reseziert wurde (RO), wurden in die Uberlebensamlyeingeschlossen
(n=247).p Werte wurden mit dem Log-rank Test berechnet.

L1 Expression in Primartumoren war statistisch gigant und ging mit ei-
nem geringerem Gesamt- und tumorspezifischen Ubenleverglichen mit
keiner L1 Expression (p<0.001 im Log-rank Test)hein Die Flnfjahresge-
samtiberlebensrate bezogen auf L1 positive Tumadagnbei 47% (95%
Konfidenzintervall KI = 31 — 63%) und die 5-Jahidberlebensrate bezogen
auf L1 negative Tumoren lag bei 69% (95% CI = 626%). Die 5-Jahre tu-
morspezifische Uberlebensrate bezogen auf L1 pesiRatienten lag bei
50% (95 Cl = 34 — 66%) und bei L1 negativen Pagar0% (95% CI = 68 —
92 %).

3.3 L1 als ein unabhangiger prognostischer Faktor

Das Cox- Regressionsmodell fir Multivarianzanalygsgde angewendet, um
zu untersuchen, welche unabhéngigen Faktoren Gébanmé¢ben und tumor-
spezifischem Uberleben korrelieren (Tab 3.2). Fotgn Faktoren wurden
laut Univarianzanalyse und Log-rank Test eingesstdo in ein Modell far
potenzielle Risikofaktoren: Tumorinvasionstiefe (14), Lymphkontensta-
tus (pNO-2), histologische Differenzierung (G1-8nd L1 Expression. Wir
fanden, dass das Uberleben in der Multivarianzagealynabhangig korrelier-
te mit L1-Expression, Lymphknotenmetastasenstaiusnorinvasionstiefe.
L1 Expression korrelierte schlechterem Uberleberes@ntiiberleben: p=
0.025, tumorspezifisches Uberleben: 0.001) wie adieh Anwesenheit von
Lymphknotenmetastasen (Gesamtuberleben: p= 0.0Qmorspezifisches
Uberleben: p=0.007) und Tumorinvasionstiefe (Gesémtleben: p= 0.006;
tumorspezifisches Uberleben p= 0.001) (Tab 3.2).

18



Tabelle 3.2 Multivarianz Cox-Regressionsanalyse fir gesamt- und

tumorspezifisches Uberleben

Gesamtiberleben

RR?/95%CP p Werte
Tumorinvasiontiefe pT1-T4 1.736 (1.174-2.568) 0.006
Lymphknotenstatus pNO-N2 1.424 (1.070-1.895) 0.015
Histolog. Differenzierung G1-G3 0.846 (0.446-1.604) 0.608
L1 positiv vs. L1 negativ 1.771 (1.076-2.917) 0.025
Tumorspezifisches Uberleben RRY95%CP > Werte
Tumorinvasionstiefe pT1-T4 2.375 (1.398-4.035) Q.00
Lymphknotenstatus pNO-N2 1.630 (1.145-2.320) 0.007
Histolog. Einteilung G1-G3 1.101 (0.539-2.249) a.79
L1 positiv vs. L1 negativ 2.638 (1.493-4.661) 0.001

°RR = Risikorate’Cl = Konfidenzintervall

19



3.4 L1 Expression und Lymphknoten sowie Knochenmd-

mikrometastasen

Mononukleare Zellen, isoliert aus Knochenmarkagpima wurden vom Be-
ckenkamm der Patienten am Tag der Operation gewoand auf die Anwe-
senheit von Tumorzellen mit Panzytokeratin A45-B/B8®noklonalen Anti-
korpern analysiert. Tumorzellen wurden in 18 (22%j)on 82
Knochenmarkaspirationen von kolorektalen Krebspaiéie gefunden. Kno-
chenmarkmikrometastasen korrelierten negativ mih dgesamt- und tumor-
spezifischen Uberleben in einer Kaplan-Meier-Anelyp<0.05; Daten wur-
den nicht gezeigt). Wir verwendeten den Fisher stTaim Vergleich von
Knochenmarkmikrometastasen mit und ohne L1 Expo@sgi Primartumo-
ren und fanden eine statistisch signifikante pesitBeziehung zwischen L1
positiver Expression von kolorektalen Krebszellem Primartumor und der
Anwesenheit von kolorektalen Tumorzellen im Knoamank (p=0.021).

10 (56%) von 18 Patienten mit Mikrometastasen irefin Knochenmark
exprimierten L1 in ihrem Primartumor (Tabelle 3.Bnter 64 Patienten ohne
mikrometastatische Tumorzellen im Knochenmark matté( 25%) der Pati-
enten L1 positive Tumore.

Die Lymphknoten wurden direkt nach chirurgischertfEBmung untersucht.
Histopathologisch tumorfreie Lymphknoten wurden gaschnitten und ge-
farbt mit Ber-EP4 monoklonalem AntikGrper gegenteeliale Zelladhéasi-
onsmolekuile auf der Suche nach disseminierten Toellen.

41 (32%) von 127 Patienten hatten disseminierte dmeilen in den
Lymphknoten. (Tabelle 3.3). Lymphknotenmikrobetgilng korrelierte ne-
gativ mit Gesamt- und tumorspezifischen Uberlelsahe die Kaplan-Meier
Analyse und den Log-rank Test (p<0.05; Daten ngdreigt). Wir benutzten
einen Fisher's Test zum Vergleich von Lymphknotdaobeteiligung mit
L1 Expression in den Primartumoren. (Tabelle 3.3} ¥&nden eine statisti-
sche signifikante Beziehung zwischen L1 Expressind Lymphknotenmik-
robeteiligung mit L1 Expresssion (p=0.006). 16 (39%0n 41 Patienten mit

Primartumoren und Lymphknotenbeteiligung exprimgarebenfalls L1. Von
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86 Patienten ohne Lymphknotenmikrobeteiligung waB1§15%) der Pri-

martumorproben L1 positiv.

Tabelle 3.3 Korrelation zwischen L1 Expression, Lymphknoterl
Knochenmarkmikrometastasenstatus bei Patienten m

kolorektalen Karzinomen

VARIABLEN Total L1 negative L1 positive p Wert
Lymphknotenmikrometastasen(n=127)

negative 86 73 13

positive 41 25 16 0.006
Knochenmarkmikrometastasen (n=82)

negative 56 48 16

positive 26 8 10 0.017

*Daten werden in einer Kreuztabeltjezeigt.P Werte werden unter Verwendung

eines zweiseitigen Fisher’s Test ermittelt
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4 Diskussion

In dem Ansatz ein neues therapeutisches Molekiké&lorektale Tumore zu
identifizieren, ermittelten wir L1 Expression inner Untergruppe von 13%
der kolorektalen Primartumore in einem ausreichgmal3em Kollektiv von
375 Patienten. L1 war signifikant korreliert mihem geringeren Uberleben
der Patienten sowie zusatzlich einer frihen Mikrtasesierung mit Ausbrei-
tung in die Lymphknoten und in das Knochenmark hdahqualitative Anti-
korper haufig zur Genidentifikation als potentiellfeimortargetkandidaten
fehlen. L1 kann leicht durch immunhistochemischreFormalin fixierte Ge-
webe wie z.B. durch ein Microarray analysiert werdg&ine frihere Studie
von Gavert und Kollegen zeigte L1 Expression anideasiven Seite kolo-
rektaler Krebszellen, so dass es deshalb als euentigen Faktor fir meta-
statische Verbreitung und Tumorprogression betetciaterden kann [15].
Passend zu diesem Konzept legt die jetzige Studie Rolle von L1 in fri-
her mikrometastatischer Verbreitung nahe und ze#gt L1 als ein prognosti-
scher Marker dienen kann.

4.1 L1 Expression bei Tumoren unterschiedlicher Gegse

Fruhere Untersuchungen beschrieben die ExpressinrL¥ in verschiedenen
Tumoren mit Herkunft aus der Neuralleiste, wie zNBelanome, gastroin-
testinale Stromatumoren, neuroendokrine Tumoren Rankreas und Haut
[11,25,27,47]. Bei Miyahara et al. sind alle 17 éwproben von kleinzelli-
gen Bronchialkarzinomen L1-positiv, bei Thies et 42 der 100 malignen
Melanome (42%) und alle der 14 Metastasen und bgeFet al., die meisten
der 24 Falle von malignem Melanom sowie der Grdltter Hautmetastasen
[14,38,47].

In einer anderen Studie kann Fogel, bei einer Gezamhvon 58, von 46 L1-
positiven Ovarialkarzinomen berichten (79.3%) ur@ \&n 72 Endometri-
umkarzinomen (27.8%) exprimieren L1 [12]. Bei Dai@dnn et al. sind es 18

von 22 Merkelzellkarzinomen (81.8%) und drei derumeMetastasen
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(33.3%), bei Allory et al. sind es 32 der 72 kldlipen Nierenzellkarzinome
(44.4%) und 25 der 88 papillaren Nierenzellkarzieo{®8.4%) [1,11].

Unsere Arbeitsgruppe schlief3lich fand 53 der 72rgasestinalen Stroma-
tumoren (73.6%) sowie vier von sieben Schwannont®hl@s) L1 positiv
[25]. Auf der anderen Seite exprimieren epitheliBenkreasadenokarzinome
selten L1 [24].

4.2 L1 Expression und Metastasierung von Tumoren

Schon 1993 konnte in einen-vitro-Situation gezeigt werden, dass L1 das
Wachstum von Lymphomen und deren Fahigkeit zu ni@$eéeren vorantreibt
[30]. Die immer wieder formulierte Annahme ist, ddsl wahrend der Onto-
genese eine Rolle spielt, danach im gesunden Osgars keine wesentliche
Aufgabe hat und in der Tumorsituation die Tumormesieine Expression
hochreguliert. L1 soll dabei fiir das maligne Vetbalvon Tumoren verant-
wortlich sein, indem es vor allem an der Aussaat demorzellen mitwirkt,
die Zellen zur Migration aktiviert und aufgrund ser Fahigkeit zur Zellad-
hé&sion Gber homophiles wie auch integrin abhangiggsrophiles Bindungs-
verhalten einen wesentlichen Einfluss auf die Binigwon Metastasen hat
[6,10,36]. Die L1 Expression korrelierte mit eineaggressivem Kklinischen
Verhalten in anderen epithelialen Tumoren wie Utefvar oder auch Ko-
lonkarzinomen [12,15]. Diese Untersuchung zeiggsddas Adhasionsmole-
kal L1 in kolorektalen Krebsproben hochreguliett usd dabei nicht nur mit
geringeren Uberleben der Patienten, sondern au¢hMikirodissemination
von Tumorzellen zu verschiedenen Seiten wie z.B.odfenmark und
Lymphknoten verbunden ist.

Die Arbeitsgruppe um Boo fand in einer kirzlich pmierten Arbeit die
gleiche Pravalenz an L1 Positivitat beim Kolonkamn, was auch mit einem
ahnlich niedrigen Uberlebensrate einherging [7lneéEVielzahl der Studien
zu L1 bei anderen Tumorentitdten kénnen ihre Ergegenin dhnlichem Licht
prasentieren, wie sie sich aus den hier vorgestelErgebnissen ableiten

lassen.
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4.3 L1 Expression und Uberleben

Unsere Arbeitsgruppe fand bei GIST-Tumoren eineutldghen Trend, dass
Patienten mit einem L1-positiven Tumor ein kiirzetdserleben haben und
diese GIST-Tumoren eher zu Rezidiven neigen undastasieren [25]. Beim
malignen Melanom liel3 sich zeigen, dass die L1-Egpion im Priméartumor
(n= 42) hochsignifikant mit dem Auftreten von Metasen (p< 0.0001) und
der Mitoserate korreliert (p = 0.0001). AuRerdemd&t man bei dem malig-
nen Melanom eine positiven Korrelation der L1-Exgsien mit der Tumordi-
cke, dem Clark-Level und dexv-Integrin-Expression [14,47]. L1 lasst sich
nicht in Melanozyten und Keratinozyten benigner tigionen detektieren.
Solches offenbart auch die Studie von Allory et[&]. Insgesamt 308 epithe-
liale Nierentumoren wurden auf das Vorhandensein k& untersucht und
nur die wirklich malignen Formen, das klarzellige=82) und das papillare
(n=25) Nierenzellkarzinom, waren L1-positiv. Die Uppe der klarzelligen
L1-positiven Nierenzellkarzinome ist mit einem hédre Proliferationsindex
(Ki-67) und einem erhdhten Risiko zu metastasiegsoziiert (p = 0.0121).
Am eindrucksvollsten sind die Ergebnisse bei Ovanad Uteruskarzino-
men [12]. Wieder war L1 vor allem bei denjenigena@al- und Uterustumo-
ren nachzuweisen, die sich als niedrigdifferenz{&3) prasentierten und mit
einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium korrédéier L1 erwies sich hier
als exzellenter Pradiktor fur den Ausgang der Erkeang: Patientinnen mit
einem L1-positiven Karzinom von Ovar oder Uterudtédra ein signifikant
kirzeres Uberleben (in beiden Fallen p< 0.0001)wirtd von besonders ma-
lignen Tumoren einer jeweiligen Tumorentitat expen. Sein Nachweis ist
mit einer schlechteren Prognose der Erkrankungzigso

In Anbetracht dessen, dass das von Tumorzelleniraxgtte L1 mit multip-
len Gefal3- und Thrombozytenintegrinen interagikénnte es eine wichtige
Rolle in der Extravasation von Tumorzellen wahreted frihen metastati-
schen Verbreitung spielen. Wie oben erwahnt, witdan der invasiven Front
von Kolonkarzinomtumoren exprimiert [15].

Expression von L1 wurde auch in Tumorgefal3en inréheelltumoren und
Tumoren glatter Muskelzellen beschrieben und kémratiso die Anlagerung

von Tumorzellen durch homophile Bindung steigeri2§l. Eine Rolle von
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L1 in der Metastasierung von kolorektalen Krebsaeltu Lymphknoten und
Knochenmark ist zu vermuten, da insbesondere Llhdimophile Bindung
unterwandert [30]. Jedoch belegt eine Korrelatioomkeine direkte Rolle in
diesem Prozess. Doppelfarbung von mikrometastatiscfumorzellen sollte
in zukunftigen Experimenten durchgefiihrt werden, disn Koexpression von
L1 und epithelialen Markern in einer einzigen disg@erten Tumorzelle zu
zeigen. Zuletzt sollte diese kausale Beziehungldfuoktionelle Experimen-
te in vitro oder in vivo Modellen untersucht werden

Bei kolorektalem Karzinom ist die Anwesenheit vonkrametastastischen
Tumorzellen in Lymphknoten und Knochenmark mit ggeém Uberleben
korreliert [32,33,49].0bwohl die Anwesenheit vonkmuimetastatischen Zel-
len in regionalen Lymphknoten nicht tberrascherd werden kolorektale
Krebszellen h&aufig auch im Knochenmark gefunden,degensatz zu einer
seltenen Rate von Skelettmetastasen. Disseminieut@orzellen, die im
Knochenmark sitzen, kdnnten an einer erneuten Htlkan teilnehmen und
in andere Organe einwandern wie z.B. Lunge odereLebei denen mogli-
cherweise bessere Wachstumsfaktoren fur koloreKtataorzellen existieren
und daher kolorektale Krebsmetastasen gewdhnlifinedaen [21]. Pierga und
Kollegen nahmen an, dass die zirkulierenden Tunilezedie im peripheren
Blut ihren Weg ins Knochenmark finden und dort dbleen, eine erhdhte
Fahigkeit zur Fernmetastasierung entwickeln [43jsére Ergebnisse gehen
von einer potentiellen Rolle von L1 in der bevortarg Formation von Mik-

rometastasen an diesen Stellen in kolorektalenidamen aus.

4.4 L1, die mogliche Rolle in der Immuntherapie undder Onkologie

Eine neuere Studie zeigte deutlich die Durchfihkbarvon vereinigter L1
gerichteter Wachstumsinhibition und Copper 67 Rexiounotherapie, und
dadurch einen Anstieg der Effizienz der Antikorpsthndlung von metasta-
tischen Ovarialkarzinomen im Mausmodell [29]. S@cBehandlung mag
auch eine potentielle biologische Therapieoption Kdlorektale Karzinom-
patienten sein, die L1 im Priméartumor expremierdeben seiner Rolle als

Prognose- und Differenzierungsmarker fur Tumores Helons, mutmalite
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man, dass L1 auch als Zielmolekil im Rahmen eimé&otogischen Therapie
fungieren konnte. Mittlerweile wurden fir das malkkgMelanom sowie das
Ovarialkarzinom, die Gbrigens auch am haufigstetetsuchten Tumorentita-
ten im Rahmen der L1-Forschung, bestatigende Eigsénerbracht. Eine
grundlegende Arbeit zu diesem Thema stellt die Romiano et al. dar [44].
Mittels das Tumorzellwachstum inhibierender cDNAa§mente GSEs, ge-
netic suppressor elemeptsvurden verschiedenste Gene auf ihren Einfluss
auf die Zellproliferation untersucht. Das L1-Gerhgge dabei zu der Gruppe
von Genen, die im besonderen Mal3e mit der Zellfgation assoziiert wa-
ren. Es konnte der Nachweis erbracht werden, dassokionale L1-
Antikorper UJ 127, 5G3) das Wachstum von vier Tumorzelllinien (Zervix-
karzinom, Kolonkarzinom und zweimal Mammakarzinasignifikant hemm-
ten und keinen oder nur einen verschwindend genrageiproliferativen Ef-
fekt auf vier normale humane Zelllinien (Fibrobkast Mammaepithel)
hatten. L1 eignet sich nach diesen Untersuchungesoriders gut als An-
griffsmolekdl im Rahmen einer Immuntherapie. Zumesi ist es aufgrund
seiner Lokalisation an der Zelloberflache leichteashbar, zum anderen pra-
sentieren sich Antikérper gegen L1 als e¢umor-spezifisches AgenSie
hemmen if vitro) das Wachstum von Tumorzellen, aber nicht das von
malen Zellen.

Fur das Ovarialkarzinom (und das maligne Melanomddutete dag vivo
folgendes. Weibliche athymische Méause, denen iefi&gneal eine humane
Ovarialkarzinomzelllinie $KOV3ip appliziert worden war, wurden tber 38
Tage zweimal wdchentlich mit dem monoklonalen AdtgerL1-11A (1, 5
oder 10 mg/kg Korpergewicht) behandelt. Die Mausege, die die hochsten
Dosen des Antikérpers verabreicht bekommen hattes vgegentber der
Kontrollgruppe signifikant weniger (per PET nachgesener) Tumormasse,
weniger Aszitesmenge und weniger detektierbaresiAszites auf. Fur die
Gruppen mit niedrigeren Antikdrperdosen zeigte sgdagentuber der Kon-
trollgruppe ein deutlicher Trend in die oben besgbene Richtung. Von ahn-
lichen Beobachtungen berichten Knogler et al. [Z& kombinierten die von

Arlt vorgestellte Immuntherapie mit einer Radiotheie [29].
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Fir das maligne Melanom liel3 sich ebensolches ikoR&truktionen von
menschlicher Haut mit Melanomen zeigen: Die Untéc#ung der L1-
Funktion reduziert signifikant die Migration undslavasive Verhalten der
Tumorzellen [37]. Es bleibt also in weiteren Studieu untersuchen, ob eine
Therapie mit einem L1-Antikdrper die Malignitat urdvasivitat von L1-
positiven kolorektalen Karzinomen reduzieren kama $o einen guten Ein-
fluss auf das Uberleben von Patienten hat, die eioem solchen Tumor be-
troffen sind. Es gilt herauszufinden, ob solche A@@me generell gut auf ei-

ne Bio- oder Chemotherapie ansprechen werden.

4.5 L1 als differentialdiagnostischer Marker

Seit eine Metalloproteinase ( ADAM10) L1 von deuriorzelloberflache
spaltet und lo6sliches L1 im Serum von Tumorpatianéatdeckt wurde, ist
ein erganzendes diagnostisches Hilfsmittel verfiildha]. Ein einfaches, in
den Kklinischen Alltag leicht zu integrierendes \&fen zur Differentialdiag-
nose des Kolonkarzinoms oder Tumoren anderer Gengse ein L1-

Nachweis im Serum mittels ein&LISA-MethodeWie oben erwahnt, findet
sich bei Ovarial- und Uteruskarzinomen eine positkorrelation zwischen
der Menge an im Serum detektierbaren L1 und demunhistochemischen
Nachweis im Tumor [12]. Diesen Zusammenhang kérawesh fir L1 im ma-

lignen Aszites und der durch PET angezeigten, pgr@onealen Tumormas-
se bei Ovarialkarzinom belegen [3]. Fir Tumoren idebons wirde dies also
bedeuten, dass sich im Serum des Patienten Infoneat dariber finden,
welchen Ursprungs eine unklare intraperitonealer®aoderung sein kénnte.

Das miusste in zukunftigen Studien herausgearbegeden.

4.6 L1 als prognostischer Marker

Welche Konsequenzen fir den klinischen Alltag lassieh daraus ableiten?
Fogel et al. bezeichnet L1 als eine@uen Biomarkefur Ovarial und Uterus-
karzinome. [13]. Der Nachweis von gel6éstem L1-260 $erum ist signifi-

kant mit der L1-Expression im Tumor assoziiert (Opa 0.0001; Uterus p=
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0.0002) und zeigte wéahrend dklinischen Verlaufdferiode einen Progress
der Erkrankung oder ein Rezidiv an, noch bevor &lahische Symptome ge-
zeigt hatten [19]. Die L1-Anfarbung von Korpussachibaut-Proben, die
durch Kurettage gewonnen wurden, erlaubt es prapePatientinnen als
,Hoch-Risiko-Falle* einzustufen und auch bei deahshoch im Frihstadium
befindlichen FIGO-I-Tumoren mit eigentlich guterognose diejenigen zu
identifizieren, die sich im Verlauf als besondergi@ssiv prasentieren sol-
len. Der L1-Nachweis im Serum und Aszites von Rdtien mit Ovarial-
und Endometriumkarzinomen konnte in einem direkKfeisammenhang mit
der vorhandenen Tumormasse stehen und das fir ghogikche Raumforde-
rungen etablierte Arsenal an Tumormarkern sinngggldnzen [2].

Eine Einordnung von Tumoren Uber den L1-Nachweisiite ,Hoch-Risiko-
Patientengruppe” schlagt auch Allory et al. vor. [@plche Tumoren benétig-
ten von vornherein eine andere, aggressivere Ther&gi Thies et al. zeigt
sich, dass der L1-Nachweis prazisere Angaben tagRisiko von Patienten
mit malignem Melanom erlaubt, als die sonst Ubli&estimmung der Tu-

mordicke oder des Grads an Ulzeration [47].

28



5 Zusammenfassung

L1 ist ein neuronales Zelladhasionsmolekul, welchesler invasiven Front
kolorektaler Karzinome exprimiert wird und eine Wige Funktion bei der
Metastasierung von Tumoren besitzt.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, ldleProteinexpression in
einer grol3en Kohorte von Kolonkarzinompatientenbestimmen und den
Einfluss auf die friihe Tumorzelldissemination uras dberleben zu unter-
suchen.

Es wurden insgesamt 375 chirurgisch resezierteeRtin mit einem kolo-
rektalen Karzinom retrospektiv eingeschlossen. Hissue Microarray

wurde mit insgesamt 576 Gewebeproben (einschlielyanphknoten- und

Lebermetastasen) konstruiert und immunhistochemisth einem mo-

noklonalen Antikdrper (Maus IgG; Klon UJ127) geg#as humane L1 un-
tersucht. Die Lymphknoten- und Knochenmarks-Mikroas¢éasierung wur-
de jeweils mit den monoklonalen Antikérpern Ber-EBAd dem anti-

Pancytokeratin A45-B/B3 detektiert. Die Korrelatiawischen der L1 Ex-
pression und der Tumorzelldissemination in die Likpoten, das Kno-
chenmark und dem Uberleben wurden mit dem Fisheog;rank Test und
der Cox multivariaten Analyse statistisch analysi@tle statistischen Tests
waren doppelseitig.

L1 wurde in einer Untergruppe von 48 (13%) von Fiienten detektiert.
Die univariate Analyse der L1 Expression und denetiiben zeigte eine
signifikant schlechtere Prognose der L1-positivati¢hten (Log-rank Test:
P<0.05). Die multivariate Cox Regressionsanalysefizeerte L1 als den

starksten unabhangigen Prognose-Pradiktors (P<OuWfgr Einschluss
samtlicher anderer Faktoren mit prognostischem Wer¢ beispielsweise
dem nodalen Status. Der Fisher-Test zeigte einmifdignte Assoziation

zwischen der L1-Expression und dem Vorhandenseim didseminierten
Tumorzellen in Lymphknoten und im Knochenmark (F3§).

Das neuronale Zelladhasionsmolekil L1 ist ein sgtailRrognosemarker fur
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom, die kéettpreseziert wurden.
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Die Studie impliziert eine Rolle von L1 bei der fign Tumorzelldissemina-
tion in die Lymphknoten und das Knochenmark. Zukigef Studien sollten
untersuchen und klaren, ob L1 als ein ZielmoleKiil éine adjuvante, bio-

logische Therapie bei kolorektalen Tumorpatientemen kénnte.
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