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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist eine der haufigsten Krebsarten in der westlichen
Welt und zeichnet sich durch seine hohe Mortalitdt aus. Prognosebestimmend ist
die Entwicklung von Fernmetastasen, die schlechteste Prognose haben dabei
Tumore, die eine Peritonealkarzinose entwickeln. Dies ist verglichen mit einer
Lebermetastasierung ein seltenes Ereignis, aber aufgrund der unterschiedlichen
therapeutischen Interventionsmoglichkeiten ist eine friihzeitige Unterscheidung
von hoher Relevanz. Ziel dieser Arbeit ist deshalb die Identifizierung von Biomar-
kern die mit den einzelnen Metastasierungsmustern korrelieren. Moglich ist das
beispielsweise durch eine molekularpathologischen Klassifikation der Tumore:
Als vielversprechend gilt die Analyse von Mutationen im Epidermal Growth Fac-
tor Receptor (EGFR)-Signaltransduktionsweg, Tumorsuppressorgenen, den
Mismatch Reparatur Defekt (MMRD)-Genen und vor allem die der Expression
von Stammzellmarkern. Mutationen im EGFR-Signaltransdukionsweg wie die der
Protoonkogene KRAS oder BRAF beeinflussen moglicherweise das Ausbreitungs-
muster und sind relevant fir das Ansprechen auf die Therapie mit Anti-EGFR-
Antikorpern. Eine Mutation des Tumorsupressorgens p53 stellt einen wichtigen
Schritt in der Karzinogenese dar und es gibt Hinweise darauf, dass sich die bis
heute bekannten Karzinogenesewege hinsichtlich des Vorhandenseins der p53
Mutation unterscheiden. Auch anhand des Auftretens eines MMR-Defekts lassen
sich aktuell schon Rickschliisse auf Wachstum und Prognose ziehen. Als sehr
erfolgsversprechend gilt die Analyse der Expression des Signal- und Strukturpro-
teins f-Catenin und besonders die der Stammzellmarker CD133 und CD44. Sie
konnten eine Klassifikation der einzelnen Subgruppen erlauben und gelten als
potentielle Ziele neuer Therapien. In dieser Arbeit machte man sich bereits be-
stehende Erkenntnisse zu Nutze um eine spezielle Auswahl an zu untersuchen-
den Markern zu treffen. Ziel war die Identifizierung von Biomarkern, die mit dem
Metastasierungsmuster korrelieren und die Uberpriifung der sehr heterogenen
Aussagen beziiglich der Relevanz der einzelnen untersuchten Marker. Dazu wur-
den in einer retrospektiven Fall-Kontrollstudie insgesamt 124 Primdrtumore un-

tersucht. 37 Falle des Kollektivs wiesen eine Lebermetastasierung auf, 18 Falle
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eine Peritonealkarzinose und 13 Faille wiesen beides auf. Als Kontrollgruppe fun-
gierten 56 Falle die in einem 5-Jahres Follow-up keine Metastasen entwickelten.
Es konnte nachgewiesen werden, dass Tumore die Lebermetastasen entwickel-
ten eine signifikant erhohte Expression der untersuchten Biomarker aufwiesen,
wobei die Kombination der Stammzellmarker mit f8-Catenin die Signifikanz noch
verbesserte. In dieser Gruppe traten auch vermehrt Mutationen im p53 Gen auf.
In der Gruppe der Peritonealkarzinosen lieR sich keine erhdhte Expression der
Marker f3-Catenin, CD133 und CD44 nachweisen, aber vermehrt Mutationen im

BRAF Gen.
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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathologie des

kolorektalen Karzinoms

Mit weltweit 608.700 Todesfallen im Jahr 2008 gehort das kolorektale Karzinom
zu einer der haufigsten Krebsarten (1). Es zeichnet sich durch eine hohe Inzidenz
und Mortalitat aus, wobei die Inzidenz in Australien, Europa und Nordamerika
am hochsten ist. Bezogen auf die Geschlechterverteilung ist es die am dritthau-
figsten vorkommende Krebsart bei Mannern, bei weiblichen Patienten liegt es an
zweiter Stelle (1). Das Haupterkrankungsalter der Patienten ist bei beiden Ge-
schlechtern ungefahr gleich verteilt und liegt zu mehr als 90% jenseits des 50.
Lebensjahres (1). Im Hinblick auf die Mortalitat ist das kolorektale Karzinom eine
der fihrenden Todesursachen bezogen auf die Gesamtheit aller Krebserkrankun-
gen (1): Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Stadien eingeteilt nach der
Union Internationale contre le Cancer (UICC) liegt bei 60 %, Patienten mit einem
UICC Stadium IV Tumor erreichen aber nur Uberlebensraten von 8,1% (2, 3).

Die unterschiedlichen Uberlebensraten machen es zum Ziel zahlreicher For-
schungen, sei es zur Pravention, Diagnostik oder Therapie, denn trotz seiner ho-
hen Inzidenz sind Kriterien, die die Metastasierung des kolorektalen Karzinoms
beeinflussen oder voraussagen kdnnen nur unzureichend bekannt.

Heute bereits bekannte Faktoren die zur Entstehung des kolorektalen Karzinoms
beitragen sind z. B. das Vorhandensein von Adenomen des Kolons, erbliche De-
fekte wie bei der Familidaren adenomatdsen Polypose (FAP), oder der HNPCC
(Hereditary non polyposis colon cancer), eine positive Familienanamnese,
Adipositas und chronisch entziindliche Darmerkrankungen (4, 5). Als Risikofaktor
spielen Adenome des Kolons mit Abstand die groRte Rolle. Bei Gber 95% aller
Tumore des Dickdarms handelt es sich um Adenome und Karzinome. Den viel
kleineren Rest machen die seltenen neuroendokrinen Tumoren und
Stromatumoren aus (6, 7). Diese Arbeit befasst sich allein mit den Karzinomen,
im Speziellen den Adenokarzinomen, malignen Tumoren, die aus epithelialem

Gewebe hervorgehen.
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Uber 90% der Karzinome entstehen sporadisch, weisen eine multifaktorielle Ge-
nese auf und es gelten die oben genannten Risikofaktoren. Weitere Risikofakto-
ren, speziell fir die Adenomentstehung sind ballaststoffarme Ernahrung und der
UbermaRige Verzehr von rotem Fleisch (4). Die restlichen ca. 10% der
kolorektalen Karzinome entstehen auf dem Boden hereditdarer Syndrome wie z.
B. der FAP, einem autosomal dominant vererbten Syndrom, bei dem es zur Mu-
tation im APC-Gen kommt, so dass die Betroffenen ab dem 20. Lebensjahr hun-
derte von Polypen entwickeln. Das Risiko an Krebs zu erkranken liegt bei anna-
hernd 100%. Die zweite Erkrankung die mit der Entwicklung von kolorektalen
Karzinomen assoziiert ist, ist das hereditdre nicht-Polyposis-assoziierte
kolorektale Karzinom (HNPCC) oder Lynch-Syndrom. Ebenfalls eine autosomal
vererbte Erkrankung, deren Mutation sich auf verschiedenen Mismatch-
Reparatur-Genen befindet. Sie flhrt eher zu Entwicklung rechtsseitig gelegener
kolorektaler Karzinome und wird meist spater entdeckt. Des Weiteren kénnen
chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie die Colitis Ulcerosa zur Entwick-
lung von Karzinomen flihren, meist aber erst nach langjahrigem Verlauf (6).

Anhand dieser Zahlen wird ersichtlich, dass sich der Uberwiegende Teil der
kolorektalen Karzinome auf dem Boden somatischer Mutationen entwickelt und

nur ein geringer Anteil aufgrund erblicher Strukturdefekte entsteht.

2.2 Karzinomentstehung

Um die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms nachzuvollziehen, ist es not-
wendig sich mit dem Aufbau der Dickdarmschleimhaut und der den lokalen Ge-
gebenheiten folgenden Adenomentwicklung auseinanderzusetzen. Die Dick-
darmschleimhaut besteht wie die des restlichen Darms aus Mukosa (bestehend
aus lamina epithelialis mucosae, lamina propria mucosae und lamina muscularis
mucosae) und Submukosa, welche das fur den Dickdarm typische Oberflachenre-
lief aus Krypten bilden. Die Zellen in den Krypten sind folgendermaBen organi-
siert: An der Kryptenbasis befindet sich das sog. Stammzellkompartiment, zur
Spitze hin reifere Epithelzellen (8, 9). Aus den basal gelegenen Stammzellen ent-

wickeln sich alle vier reifen Zelltypen des Kolons: Enterozyten, Becherzellen,
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enteroendokrine Zellen und Paneth-Zellen. Im Laufe ihrer Entwicklung wandern
die unterschiedlichen Zelltypen in Richtung Kryptenspitze um dort abgestofRen

zu werden (siehe Abb.1). Der gesamte Prozess dauert zwischen 2 und 7 Tagen
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Abbildung 1: Modell einer Krypte des Kolons nach (8)
An der Kryptenbasis befindet sich das Stammzellkompartiment (rot), zur Kryptenspitze hin zu-
nehmend ausdifferenzierte Zellen, dazwischen Stammzellen nach asymmetrischer Teilung, die

TA-Zellen (gelb).

Die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms kann nach heutigem Wissenstand
prinzipiell auf zwei Wegen erfolgen: Erstens auf dem Weg der sog. Adenom-
Karzinom-Sequenz nach einem Modell von Fearon und Vogelstein (11), zweitens
entlang der sog. "serratierten Route", es existiert zudem auch ein Mischtyp. 80-
90 % der Adenokarzinome entwickeln sich Gber die Adenom-Karzinom-Sequenz.
Grundlage der Theorie der Adenom-Karzinom-Sequenz ist, dass sich aus einem
Adenom, einer gutartigen Vermehrung Zellen epithelialen Ursprungs, durch Mu-
tationen schrittweise ein bosartiger Tumor entwickelt (11, 12). Adenome kom-
men bei ca. der Hélfte aller Menschen in der westlichen Welt vor, dass sich aus
einem Adenom ein bosartiger Tumor entwickelt geschieht aber nur in einem von
10 Fallen (7). Ob sich aus einem Adenom ein Karzinom entwickelt, hdngt von ver-
schiedenen Faktoren ab, zum Beispiel vom histologischen Typ, der GroRRe und der
Anzahl der Adenome (7).

Der histologische Typ eines Adenoms kann entweder tubular, tubulovillés oder
villds sein, das tubulare tritt dabei am haufigsten auf. Die Unterscheidung wird

anhand des histologischen Wachstumsmusters getroffen: So setzen sich tubulare
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Adenome z. B. zum Uberwiegendem Teil aus verzweigten tubuldren Driisen zu-
sammen, wahrend villose Adenome eher finger-, bzw. zottenartige Wachstums-
strukturen besitzen und zumeist groRer sind als tubuldare Adenome. Was das En-
tartungsrisiko betrifft, ist dieses bei einem Adenom vom villésen Typ am groRten
und steigt bei Adenomen, die grofRer als 1 cm sind an (7).

Ein weiterer Subtyp des Adenoms ist das sog. sessile serratierte Adenom (SSA).
Dieses folgt jedoch einem anderen Entstehungsmechanismus, der "serratierten
Route", als das tubuldre oder villose Adenom, die sich als "klassische Adenome"
zusammenfassen lassen und wird deshalb gesondert betrachtet.

Dariber hinaus ist die Beurteilung der Adenome anhand des "Dysplasie-Grades"
von entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung einer malignen Neoplasie.
Man teilt die Adenome histopathologisch in "low-grade"- und "high-grade" Dys-
plasie ein. "Low-grade Dysplasie" Adenome, fallen in die Kategorie "benigne Vor-
l[duferldasion" und zdhlen zu den fakultativen Prakanzerosen. Adenome des Kolons
mit "high-grade Dysplasie" und Ausbreitung innerhalb der Mukosa, aber nicht
Uber die lamina muscularis mucosae hinaus, gelten nach den Kriterien des Ame-
rican Joint Committee on Cancer (AJCC) als Vorlduferstufe eines malignen Tu-
mors und obligate Prakanzerose (7, 13, 14).

Malignitat zeichnet sich unter anderem dadurch aus, dass normale Steuerungs-
mechanismen der Zelle ausgeschaltet werden und der Kérper nicht in das lber-
schieBende Wachstum eingreifen kann. Wachstums- und Apoptoseregulation der
Zellen unterliegen dabei komplizierten Mechanismen. Einer der bekanntesten
und maligeblich an der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms beteiligten
Signaltransduktionswege ist der Wnt-Signalweg, auf dessen Grundlage die sog.
Adenom-Karzinom-Sequenz von Fearon und Vogelstein basiert (11).
Wnt-Proteine sind Signalproteine und gehoren zu einer Familie extrazellularer
Glykoproteine, von denen heute 19 verschiedene bekannt sind (15). Durch die
Bindung an den Transmembran-Rezeptor Frizzled (Fz) und den low-density
lipoprotein receptor-related protein-Rezeptor (LRP) wird eine Signalkaskade in
Gang gesetzt deren intrazelluldres Zielprotein f3-Catenin ist (16): Fehlt die Aktivie-
rung der Signalkaskade durch ausbleibende Bindung von Wnt an einen der
Transmembran-Rezeptoren, so wird 8-Catenin in einem "Destruktionskomplex",

bestehend aus APC (Adenomatosis Polyposis Coli) ,GSK3R (glycogen synthase
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kinase-3R) und Axin von der GSK3R phosphoryliert und anschlieBend in einem
Proteasom abgebaut (17). Erfolgt aber die Bindung von Wnt an den Frizzled-
Rezeptor startet der sog. kanonische Wnt-Signalweg (siehe Abb.2). Durch den
Wnt-Fz-Rezeptorkomplex wird das intrazelluldre Protein Dishevelled (Dsh) akti-
viert. Dsh hemmt wiederum den Destruktionskomplex, sodass f8-Catenin intrazel-
luldar akkumuliert und in den Zellkern wandert. Hier bildet es mit den Transkripti-
onsfaktoren der T cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding
factor (Tcf/Lef)-Familie einen Komplex und férdert so die Amplifikation bestimm-
ter Zielgene, die bedeutsam fir die Zellproliferation sind z.B. C-myc und LGR5
(12, 16-18). Zusammengefasst kann man also sagen, dass je mehr Wnt-Molekile
an den Frizzled-Rezeptor binden, desto weniger f3-Catenin wird abgebaut und

desto mehr wachst und teilt sich die Zelle.

Arrow/

Arrow/
LRP5/6
Frizzled Frizzled

LRP5/6
| Dsh g

Abbildung 2: Der Wnt-Signaltransduktionsweg nach Logan et al. (17)

Linke Seite: Bindet kein Wnt-Molekiil an den Frizzled-Rezeptor wird 3-Catenin durch den Destruk-
tionskomplex, bestehend aus Axin, APC und GSK3R abgebaut, es erfolgt keine Tcf kontrollierte
Transkription. Rechte Seite: Wnt bindet an den Frizzled-Rezeptor und der Abbau von 3-Catenin
wird durch die Aktivierung von Dsh und Axin gehemmt. Als Folge akkumuliert 3-Catenin im Zyto-
plasma und im Zellkern und férdert Uber die Interaktion mit Tcf die Amplifikation bestimmter

Zielgene.
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Daraus wird ersichtlich, dass Zellwachstum und Differenzierung fein abgestimm-
ten Mechanismen folgen. Kommt es in der Signalkaskade zu einem Fehler auf-
grund einer Mutation entweder eines der Tumorsuppressorgene, also Genen
deren Proteinprodukte der Regulierung des Zellwachstums dienen, oder einer
Mutation eines Protoonkogens, Genen deren Genprodukte Zellproliferation in-
duzieren, so kann das unkontrolliertes Zellwachstum zu Folge haben. In der Ade-
nom- bzw. Karzinomentstehung des Kolons handelt es sich dabei nicht um eine
einzelne Mutation, sondern um mehrere. Diese Theorie der sog. Adenom-
Karzinomsequenz wurde 1988 von Fearon und Vogelstein erstmals vorgestellt
(11, 19) (siehe Abb. 3). Am Anfang der Adenomentwicklung steht die Mutation
im APC-Gen. APC nimmt eine entscheidende Rolle im Zellzyklus ein, es ist eines
der Tumorsuppressorgene und besitzt nach Kinzler und Vogelstein eine sog. "Ga-
tekeeper"-Funktion (20): APC hat die Aufgabe, Apoptose und Proliferation der
Zellen im Gleichgewicht zu halten. Entdeckt wurde die Bedeutung von APC in der
Entstehung von Adenomen bei Untersuchungen zu hereditaren Syndromen mit
der Entwicklung kolorektaler Karzinome, der FAP und der HNPCC. Bei der auto-
somal-dominant vererbten FAP, bilden sich tGber Jahre hunderte Polypen im Ko-
lon, deren Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms
bei nahezu 100% liegt. Die zugrundeliegende Mutation wurde auf dem APC-Gen
lokalisiert (21). Es entwickelt aber nicht jeder Trager der vererbten Variante des
mutierten APC-Gens ein kolorektales Karzinom. Das fiihrte zu der Annahme, dass
der entscheidende Schritt in der Karzinomentstehung eine zusatzliche somati-
sche Mutation auf dem Allel des Chromosoms des gesunden Elternteils sein muss
(20). Grundgedanke ist, dass es sich bei der Karzinogenese um einen mehrstufi-
gen Prozess handelt, bei dem die Reihenfolge in der einzelne Mutationen auftre-
ten die Voraussetzung zur Karzinomentwicklung darstellt. Wegweisend waren
Beobachtungen, dass z. B. eine Mutation im Tumorsuppressorgen p53 allein
nicht zur Entwicklung eines Karzinoms fiihrt. Ist jedoch der "Gatekeeper" APC
ausgefallen und folgt im weiteren Verlauf eine Mutation des p53-Gens, so entwi-
ckelt sich aus einem Adenom mit héherer Wahrscheinlichkeit ein invasiv wach-
sender Tumor (11, 20). Laut Theorie der Adenom-Karzinom-Sequenz sind zur

Ausbildung eines Malignoms also sequentielle Mutationen in mehreren Genen
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notwendig, unter anderem folgen im Verlauf Mutationen des RAS-Gens, des

BRAF-Gens und des p53-Gens (11, 19, 22) (siehe Abb. 3).

—_—
normales hyperproliferatives Adenom sporadisches Karzinom
Kolongewebe Epithel
Methylierungs-  Inaktivierung K-ras Deletionen/  p53 Akkumulation weiterer
abnormalitaten von APC Mutation Allelverluste Deletion genetischer Verdnderungen

Abbildung 3: Adenom-Karzinom-Sequenz nach dem Modell von Fearon und Vogelstein
(1990)(19), modifiziert von Toribara et al. (23)
Darstellung der schrittweisen Entwicklung einzelner Mutationen, deren Akkumulation schlieflich

zu der Entwicklung eines sporadischen kolorektalen Karzinoms flihrt.

Der Zeitraum in dem sich ein Adenom uber die verschiedenen Mutationen zu
einem invasiven Tumor entwickelt kann bis zu 10 Jahre betragen (24, 25).

Ein weiterer Entstehungsmechanismus des sporadischen kolorektalen Karziomes
stellt die sog. "serratierte Route" dar (26). Bei den Lasionen die sich auf diesem
Weg entwickeln handelt es sich um morphologisch und histologisch von den
klassischen Adenomen abzugrenzende Formen: Dazu zdhlen nach neuesten Er-
kenntnissen der hyperplastische Polyp (HP), das sessile serratierte Adenom (SSA),
das traditionelle serratierte Adenom (TSA) und das serratierte Adenokarzinom
(27, 28). Sie weisen typische Wachstumsmuster auf, wie eine
Hyperserratierung/Serratierung und eine T-und L-formige Kryptenstruktur (28,
29) . Am Anfang dieses alternativen Karzinogeneseweges, der auf einer Dysregu-
lation des RAS-RAF-MAPK-Signalwegs beruht, steht entweder eine Mutation in
dem Protoonkogen KRAS oder BRAF, deren Funktion im Verlauf noch erlautert
wird. Diese fiihren letztendlich ebenfalls zu einer gestérten Apoptoseregulation,
mit der Folge, dass die Zellen "Uberaltern". Im Verlauf kommt es zu einer
Hypermethylierung spezieller Genpromoter, den CpG-Islands, die wichtige Fakto-
ren in der Transkriptionsregulation darstellen. Aufgrund dieser
Hypermethylierung werden bestimmte Gene, die fiir die Kontrolle des Zellzyklus
eine wichtige Rolle spielen oder Reparaturgene sind, ausgeschaltet. Darunter

sind z. B. p16 und hLMH1. Ein Ausfall des DNA-Mismatch-Reperaturgens hLMH1
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kann in der betroffenen Zelle zu einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSl) fuhren.
Diesen Weg der Karzinomentwicklung bezeichnet man als den sog. CpG-Island-
Methylation-Phanotyp (CIMP). Folglich finden sich in Karzinomen, die sich ent-
lang der serratierten Route entwickeln oft ein mutiertes BRAF-Gen,
hypermethylierte CpG-Islands und eine MSI. Seltener und vor allem eher in den
TSAs lassen sich ein mutiertes KRAS-Gen und weniger hypermethylierte Regio-
nen (CIMP-low) ausmachen.

Zusammenfassend gibt es nach heutigem Wissenstand drei mogliche Wege, auf

denen sich das sporadische kolorektale Karzinom entwickeln kann, s. Tabelle 1.

Tabelle 1: Die verschiedenen Karzinogenesewege des (sporadischen) kolorektalen Karzinoms,

modifiziert nach (26, 30)

Karzinogeneseweg Prékanzerése Initiale Folgende genetische  Hdufigkeit ~MSI Status
Ldsion Mutation Verdnderungen des Auf-
tretens
Klassische Ade- Adenom APC KRAS, p53 57% MSS
nom-Karzinom-
Sequenz
Mischtyp, CIMP Villoses Ade-  KRAS CpG-Islands Me- 20% MSI-L oder
low nom oder thylierung (CIMP MSS
TSA low), APC, p53
Serratierte Route, | SSA BRAF CpG-Islands Me- 20% MSI-H (8%
CIMP high thylierung (CIMP MSS oder
high), hMLH1 MSI-L, Typ
2 nach
Jass, J.R.)

hMLH1: human Mut L homologue, MSI: Mikrosatelliteninstabilitat; MSI-H: MSI-High, 2 von 5
Mikrosatellitenmarkern sind instabil; MSI-L: MSI-Low, 1 Marker ist instabil; MSS: Mikrosatelliten

stabil; SSA: Sessiles Serratiertes Adenom; TSA: Traditionelles Serratiertes Adenom

2.3 Stammazellkonzept

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die das Potential zur Selbsterneue-
rung besitzen und die Fahigkeit, differenzierte Zellen hervorzubringen. Sie sind
meist nur in geringer Anzahl in den einzelnen Geweben zu finden, da sie auf-
grund ihrer lebenslangen Persistenz und den ihnen zu eigenen Eigenschaften im
Falle einer Mutation schnell eine klonale Dominanz entwickeln kénnen (31, 32).

Besonders wichtig ist die Fahigkeit zur Selbsterneuerung in Geweben mit hohem
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Zellumsatz wie in den Krypten des Gastrointestinaltrakts oder dem blutbildenden
System (33). Erstmals entdeckt wurden Stammzellen im hamatopoietischen Sys-
tem, ausgehend von dieser Zellart bilden sich alle Zelllinien des Blutes (31). Zu
Nutzen macht man sich diese Stammzellen heute z. B. bereits im Rahmen der
Knochenmarkstransplantation. Die Besonderheit der Stammazellen ist die sog.
asymmetrische Teilung: Wenn sich eine Stammzelle teilt, reproduziert sie einmal
sich selbst und bildet gleichzeitig eine Transit Amplifying (TA) -Zelle, aus der dann
die ausdifferenzierten Zellen hervorgehen (34). In der Schleimhaut des Kolons
sitzen die Stammzellen an der Kryptenbasis, s. Abb. 1, vermehren sich durch
asymmetrische Teilung und die ausdifferenzierten Zellen wandern im Verlauf in

Richtung Kryptenspitze und werden abgestoRen.

2.3.1 CSC’s: Cancer Stem Cells

Tumore weisen eine hierarische Organisation aus sog. Cancer Stem Cells (CSC’s)
und differenzierten Zellen auf: Die CSC’s selbst stellen nur einen kleinen Anteil
aller Zellen des Tumors dar, besitzen aber das Potential zur Selbsterneuerung
und Tumorinitiierung. Den weit groReren Anteil machen die aus den CSC’s und
Transit Amplifying Cells (TA’s) hervorgehenden differenzierten Tochterzellen aus.
Es gilt heute die Meinung, dass Tumoren nicht nur eine einfache Vermehrung
monoklonaler, entarteter Zellen sind, sondern vielmehr als Verbande von Zellen
abnormen Wachstums, entsprungen aus einer kleinen Anzahl pathologisch trans-
formierter CSC’s zu betrachten sind (31, 35). Bei den CSC’s handelt es sich also
um eine Subpopulation in der Tumorzellmasse, die Stammzelleigenschaften auf-
weist und in der Lage ist, alle Zellen innerhalb des Tumors zu produzieren (32).
Sie erhalten durch meist mehrfache genetische Mutationen einen Selektionsvor-
teil und kénnen sich so im Gewebe ausbreiten (36). Woher die CSC’s die Fahig-
keit Tumorwachstum zu initiileren erhalten, ist noch ungeklart (32). Untersu-
chungen zeigen, dass CSC’s im Xenograft-Modell tumorinitiierende Eigenschaften
besitzen und sich mittels geeigneter Biomarker im Tumorgewebe detektieren
lassen. Zum Beispiel sind CSC’s in der Lage in Non-Obese Diabetic/Severe

Combined Immundeficiency-M&dusen (NOD/SCID-Ma&use) eine humane Form der
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Akuten Myeloischen Leukdmie (AML) hervorzurufen (37). Durch die Stammzellei-
genschaften sind CSC’s befahigt sowohl eine Rolle in der Metastasierung zu spie-
len, als auch teilweise Resistenzen gegeniliber bestimmten Chemotherapeutika
zu entwickeln (31, 35). Auch beim kolorektalen Karzinoms scheint der Ursprung
der Entartung in den CSC’s zu liegen. Grund zu der Annahme ist unter anderem
die Tatsache des hohen Zellumsatzes in den Krypten des Kolons, der den bereits
ausdifferenzierten Zellen praktisch keine Zeit lasst, maligne zu entarten (33).
Deshalb richtet sich der Fokus der Forschung auf das in der Kryptenbasis gelege-
ne und dort zeitlebens verbleibende sog. Stammzellkompartiment (s. Abb.1).
Durch Mutationen in den bereits erwahnten Signaltransduktionswegen erlangen
eine oder mehrere CSC’s die Fahigkeit sich 6fter zu teilen und entwickeln durch
Selektionsvorteile eine klonale Dominanz. So kénnen sie sich in der Krypte aus-
breiten und bilden ein Adenom. Zwei Theorien beschaftigen sich mit dem Aus-
breitungsmuster innerhalb der Krypte: Auf der einen Seite existiert das sog.
"Top-Down"- Modell, postuliert von der Vogelstein-Gruppe (38), auf der anderen
Seite das "Bottom-Up"- Modell, das z. B. Preston et al. (39) in ihrer Arbeit be-
schreiben. Das "Top-down"- Modell besagt, dass sich ein Adenom von der
Kryptenspitze hin zur Basis entwickelt, das "Bottom-up"- Modell beschreibt die
Entwicklung eines Adenoms vom Kryptengrund hin in Richtung Dickdarmlumen.
Diese zwei Modelle werden kontrovers diskutiert und es gibt Hinweise dafiir,
dass sich ein kolorektaler Tumor zuerst anhand des "Bottom-up"- Modells und
mittels Kryptenteilung ausbreitet und im weiteren Verlauf die Ausbreitung tber

das "Top-down"- Modell voranschreitet (39).

2.3.2 Stammzellmarker

Die molekularpathologische Charakterisierung der CSC-Phanotypen ist in der
heutigen Zeit Forschungsschwerpunkt vieler wissenschaftlicher Arbeiten. Im Be-
reich des kolorektalen Karzinoms ist eine Charakterisierung von Interesse, da sie
Aussagen (iber den Ursprung der Karzinome zuldsst und auch nicht unwichtig fir
die spatere Entwicklung, z.B. die Metastasierungsmuster sind. Des Weiteren ist

es vorrangiges Ziel der Krebstherapie die Erkrankung nach Moglichkeit kurativ zu
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behandeln. Das setzt voraus mittels therapeutischer Intervention jede einzelne
der entarteten Zellen eliminieren zu kénnen. Besonders die, die das Tumor-
wachstum initiieren und aufrecht erhalten. Da die CSC’s jedoch nur einen sehr
geringen Anteil der Zellen in den Krypten ausmachen und sich histologisch nicht
von den schon differenzierten Zellen unterscheiden lassen, liegt das Augenmerk
aktueller Forschung auf der Identifikation der CSC’s anhand der ihnen eigenen
Eigenschaften, den sog. Stammzellfaktoren. Das bedeutet z. B. die Expression
bestimmter Oberflachenmolekiile, mit denen die Stammzellen phanotypisch cha-
rakterisiert werden kdnnen.

Auch in der Entwicklung des kolorektalen Karzinoms ist es der Forschung gelun-
gen, Stammzellen anhand bestimmter Oberflachenmarker zu identifizieren. Hier
sind vor allem die Oberflachenantigene CD133 und CD44 zu nennen (40-43). Die
aktuelle Studienlage weist darauf hin, dass sowohl CD133 als auch CD44 als ge-
eignete Marker fungieren kdnnten, Aussagen Ulber den Grad der Invasivitat oder
der Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung zu treffen (44, 45). Wobei anzu-
merken ist, dass CD133 eher als Marker fir die Metastasierung anzusehen ist
und CD44 eine Rolle in der Initilerung des Tumorwachstums zu spielen scheint

(46, 47).

2.4 Metastasierungswege und Prognosefaktoren des

kolorektalen Karzinoms

Eine besondere Eigenschaft von malignen Tumoren besteht darin, dass sie die
Fahigkeit zur Metastasenbildung besitzen. Das bedeutet, dass sich einzelne Tu-
morzellen aus dem lokalen Tumorverband I6sen und liber die Blutbahn oder die
Lymphgefalle in anderes, tumorfremdes Gewebe einwandern. Dort erreichen sie
in einer anderen Umgebung und anderen Bedingungen wiederum die Ausbildung
eines neuen Tumors. Jeder Tumor folgt bei der Metastasenbildung bestimmten
Rahmenbedingungen: Karzinome des Gastrointestinaltrakts bilden z. B. aufgrund
der lokalen Gegebenheiten, hier dem Blutabfluss Uber die Vena Portae, vor-
nehmlich Metastasen in der Leber. Andere Tumore "bevorzugen" aus bisher

noch nicht genau bekannten Ursachen bestimmte Zielgewebe, die nicht in ihrem
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direkten Lymph-oder Blutabflussgebiet liegen fiir die Metastasenbildung, wie z.
B. das Prostatakarzinom Knochengewebe (48, 49).

Im Falle des kolorektalen Karzinoms gibt es mehrere Moglichkeiten der Tumor-
ausbreitung: Eine Fernmetastasierung erfolgt am haufigsten in die Leber, selte-
ner in die Lunge und sehr selten und mit der schlechtesten Prognose erfolgt eine
lokale  Metastasierung in das Peritoneum mit Ausbildung einer
Peritoneakarzinose (50, 51). Auf dem Wege zur Entstehung einer Metastase spie-
len viele Faktoren zusammen: sie beginnt mit der Entwicklung eines invasiv
wachsenden Tumors, der Migration in das Blutsystem (Invasion) und dem Uber-
leben der Angriffe des korpereigenen Immunsystems im Blutstrom (Circulation)
bis hin zur Besiedelung des neuen Organs (Exravasation, Kolonisation)(50, 52).
Dabei ist es von der Art des Primartumors abhdngig, wie lange die einzelnen
Schritte dauern. So entwickelt ein Brustkrebs, Stadium | Giber Jahre bis Jahrzehn-
te keine Metastase, das bedeutet es besteht eine lange Latenz zwischen Infiltra-
tion und Kolonisation. Ein kolorektales Karzinom dagegen braucht teils Jahrzehn-
te bis es sich aus einem Adenom entwickelt, jedoch nur wenig Zeit bis es durch
Kolonisation Metastasen bildet (50). Der Status der Fernmetastasierung zum Di-
agnosezeitpunkt ist beim kolorektalen Karzinom von grofler Bedeutung, da es
sich um den wichtigsten Prognosefaktor fiir das Uberleben handelt (52).

So betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate eines Patienten mit einer Lebermetasta-
sierung unter adaquater Therapie heute um die 40-60%, die 5-Jahres-
Uberlebensrate eines Patienten mit einer Peritonealkarzinose (ca. 10% der Pati-
enten zum Diagnosezeitpunkt) im Durchschnitt zwischen 6 und 20 Monaten (53-

55).

2.5 Behandlungsmoglichkeiten des kolorektalen Karzi-

noms

Im Falle des kolorektalen Karzinoms richtet sich die Behandlung nach mehreren
Faktoren. So werden einerseits den Patienten betreffende Faktoren, wie Alter
und Vorerkrankungen in den Therapieplan miteinbezogen, andererseits aber

auch speziell den Tumor betreffende. Unser Hauptaugenmerk liegt im Folgenden
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auf den, den Tumor betreffenden Kriterien. Die Planung der Behandlung eines
kolorektalen Karzinoms erfolgt grundsatzlich immer erst nach der histologischen
Untersuchung des Tumors, da z. B. intraepitheliale Tumore nur lokal exzidiert
werden.

Primar muss vor der Behandlung auch gesichert werden, ob es sich um ein Kolon-
oder Rektumkarzinom handelt, da sie sich in ihrer Therapie unterscheiden. Da in
dieser Arbeit sowohl Patienten mit Kolon- als auch mit Rektumkarzinomen ein-
geschlossen wurden, soll kurz auf die Therapie beider Lokalisationen eingegan-
gen werden.

Laut Definition der aktuellen S3 Leitlinie (Version Juni 2013) gelten als
Rektumkarzinome "Tumoren, deren aboraler Rand bei der Messung mit dem
starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt ist. Nach
der UICC 2003 werden die Rektumkarzinome entsprechend ihrem Abstand von
der Anokutanlinie in Karzinome des oberen Rektumdrittels (12 - 16 cm), des mitt-
leren Rektumdrittels (6 -<12 cm) und des unteren Rektumdrittels (< 6 cm) unter-
teilt " (56).

Da die Therapiemoglichkeiten und Empfehlungen sehr umfangreich sind, soll hier
nur ein kurzer Uberblick gegeben werden: Prinzipiell kann man sagen, dass vor
der eigentlichen Therapie immer eine Ausbreitungsdiagnostik erfolgen sollte, da
die Frage nach bereits vorhandenen Metastasen und der lokalen Ausbreitung wie
bereits erwahnt einen hohen prognostischen Wert besitzt. Um die Ausbreitung
zu beurteilen, werden verschiedenste diagnostische Mittel genutzt, wie z.B. die
Koloskopie, Sonographie, MRT oder PET-CT. Eine Einteilung der verschiedenen
Tumorstadien ist Tabelle 2 zu entnehmen. Handelt es sich um einen Tumor ohne
Metastasen erfolgt die Beurteilung der jeweiligen individuellen Faktoren des Pa-
tienten, wie Alter und Vorerkrankungen und nach Abschatzung des Operationsri-
sikos meist die primadre radikalchirurgische Exzision. Das Ausmal} der Exzision
und der entfernten Lymphknoten richtet sich sowohl nach der genauen Lage im
Verlauf des Kolons, als auch nach dem intraoperativen Staging. Ziel ist die Ent-
fernung des Tumors, sodass moglichst kein Tumorgewebe mehr am Resektions-
rand histologisch nachweisbar ist (RO) und die vollstdndige Entfernung des zur
jeweiligen Gefalversorgung des tumorbefallenen Darmabschnitts gehdrenden

Lymphabflussgebiets, um die weitere Ausbreitung des Tumors zu verhindern. So
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wird bei einem Karzinom im Kolon descendens welches tiber die Aa. sigmoideae
und die A. colica sinistra in die A. mesenterica inferior streuen wiirde, eine kom-
plette linksseitige Hemikolektomie mit vollstandiger Durchtrennung der A.
mesenterica inferior und der Resektion der dazugehérenden Lymphknoten an-
gestrebt (56).

Handelt es sich um ein Rektumkarzinom so muss geklart werden, ob der Patient
vor der Operation eine neoadjuvante Radiochemotherapie erhalten soll. Dies ist
abhangig vom jeweiligen UICC-Stadium: Empfohlen wird die neoadjuvante Radio-
oder die kombinierte Radiochemotherapie vor allem bei einem UICC-Stadium Il
und Ill, aber auch in speziellen Fallen wie z. B. dem "Downsizing" (Verkleinerung)
eines T4 Tumors. Nach erfolgter operativer Therapie erhalten Patienten mit ei-
nem Rektumkarzinom in vielen Fillen eine adjuvante Radiochemo-oder Chemo-
therapie um die Lokalrezidivrate gering zu halten.

(Neo-) Adjuvante Therapien im Bereich des Kolonkarzinoms kommen z. B. im
Falle einer primaren Metastasierung zum Einsatz oder auch in palliativen Situati-
onen. Basierend auf aktuellen Studien, profitieren von einer adjuvanten Chemo-
therapie vor allem Patienten mit UICC Stadium lll, bei Stadium Il ist die Studien-
lage unklar (55). In der Behandlung der Tumore im Bereich des Kolons und Rek-
tums kommen folgende Chemotherapeutika standardmaRig zum Einsatz: 5-
Floururacil (5-FU), Oxaliplatin und Irinotecan, seltener auch Capecitabin. Die gan-
gigsten Therapieschemata sind entweder die Monotherapie mit 5-FU, das
FOLFOX- oder FOLFIRI-Schema. Es handelt sich hierbei um unterschiedliche Kom-
binationen der einzelnen Therapeutika. Desweiteren werden Metastasen, syn-
chron oder metachron auftretend teilweise mit neoadjuvanter Chemotherapie
behandelt. Sofern sie den Kriterien der Resektabilitdt entsprechen kénnen sie
auch primar reseziert werden oder auch teils mit anderen Methoden wie der z.B.
der Radiofrequenzablation behandelt werden (56).

Empfohlen wird auch eine KRAS-Mutationsanalyse durchzufiihren. Diese ist seit
2008 Voraussetzung bei der Planung der chemotherapeutischen Behandlung, da
nur falls es sich bei dem Tumor um einen KRAS-Wildtyp handelt, eine anti-EGFR-
Therapie mit z.B. Bevacizumab in Betracht gezogen werden kann (56, 57).
Handelt es sich bei dem Tumor um ein Kolonkarzinom mit einer (synchronen)

Peritonealkarzinose, so ist die Prognose signifikant schlechter, da die Behand-
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lungsmaoglichkeiten hier stark eingeschrankt sind. Unter bestimmten Umstdanden
kann eine hypertherme intraperitoneale Chemotherapie (HIPEC) erwogen wer-
den, die Studienlage dazu ist aber noch sehr dirftig und sie kann nur in bestimm-
ten Zentren erfolgen. Auch hier ist momentan die radikale chirurgische Therapie

mit eventuell folgender adjuvanter Chemotherapie noch das Standardverfahren.

Tabelle 2: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC 2010, nach (56)

UICC 2010 T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1/T2 NO MO
Stadium Il T3/T4 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Ic T4b NO MO
Stadium I Jedes T N1 /N2 MO
A T1/T12 N1 MO
T1 N2a MO
1]1:] T3/T4 N1 MO
T2/713 N2a MO
T1/T12 N2b MO
1nc T4a N2a MO
T3/ T4a N2b MO
T4b N1/ N2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
IVA Jedes T Jedes N M1la
IVB Jedes T Jedes N M1b
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2.6 Theoretische Grundlagen der untersuchten Marker

2.6.1 KRAS und BRAF
Extracellular domain
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Abbildung 4: Der EGFR-Signaltransduktionsweg nach Walther et al. 2009 (58)
EGFR-Signaltransduktionsweg: Durch Bindung eines Liganden an den EGF-Rezeptor bildet dieser
ein Homodimer auf der zytosolischen Seite und aktiviert mehrere Signalkaskaden. Uber die Pro-
teine Sos und Grb wird die KRAS-Signal-Kaskade gestartet: KRAS und sein Effektor BRAF aktivie-
ren MEK/ERK und fiihren damit einer gesteigerten Transkription von Genen, die einen Einfluss

auf z.B. die Zellproliferation und Apoptose besitzen.

BRAF und KRAS spielen eine Rolle in der Regulierung des MAPK-
Signaltransduktionsweges (mitogen-aktivierten-Protein-Kinase-
Signaltransduktionswegs). Es handelt sich bei KRAS und BRAF um sog. Proto-
Onkogene. Eine Mutation in einem fiir ein Proto-Onkogen kodierendem Kodon
kann zu einer Wachstumsenthemmung der betroffenen Zelle fiihren. Bei Mutati-
onen des KRAS- oder BRAF-Gens flihrt eine Mutation zu einer Deregulierung des
fir Wachstum, Apoptose, Migration, Invasion und Angiogenese zustandigen
EGFR-abhangigen Signaltransduktionweges, zu der der MAPK-Weg gehort. Durch
die Bindung eines Liganden an das zur Familie der Tyrosinrezeptorkinasen geho-

rende EGFR-Transmembranprotein wird die Signalkaskade gestartet (s. Abb. 4).
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Es folgt Giber die Proteine Grb (Growth factor receptor-binding protein) und Sos
(Son of sevenless protein) die Aktivierung von KRAS und anschliefend BRAF. Die
Aktivierung der Serin-Threonin Kinase BRAF hat die Phosphorylierung von MEK
(MAPK/ERK aktivierende Kinase) und anschlieRend ERK (Extracellular-signal
Regulated Kinase), die zu der Gruppe der MAP-Kinasen gehort zur Folge. Die Ak-
tivierung von ERK foérdert dann die Expression von Genen des Zellwachstums.
Wie man heute weil, scheint der MAPK-Weg in bis zu 30% aller Krebsformen
durch eine Mutation in einem der drei RAS-Gene (KRAS, NRAS und HRAS)
entreguliert und Uberaktiv zu sein (59). Mutationen im KRAS-Gen kann man im
Falle des Kolonkarzinoms in ca. 40-50% aller Falle nachweisen (60, 61). Bei Karzi-
nomen mit sog. KRAS-Wildtyp, lassen sich wiederum in 5 — 15 % Mutationen im
BRAF-Gen nachweisen (7, 62). Mutationen im KRAS-Gen finden sich in ca. 95%
der Falle auf dem Kodon 12 und 13 des Exons 2 (7, 61), wobei es sich in 98% der
Falle um Missense-Mutationen handelt, bei denen der Austausch einer einzelnen
Aminosaure in der Basenabfolge erfolgt. Eine Ubersicht {iber die hiufigsten Mu-
tationen bezogen auf den Anteil an allen KRAS-Mutationen in einer Studie von
Neumann et al. bietet Tabelle 3. Mutationen im BRAF-Gen befinden sich meist

auf Exon 11 und 15, in ca. 90% in Exon 15 auf der Position des Kodons 600 (63).

Tabelle 3: Die haufigsten Mutationen auf Kodon 12 und 13 in 400 Fallen metastasierter Kolonkar-
zinome mit KRAS-Mutation aus einem Kollektiv von 1018 untersuchten Fallen modifiziert nach

Neumann et al. 2009 (64).

Kodon Art der Punktmutation Prozentsatz

12 c.35G>A 36,0%
¢.35G>T 21,8%
c.34G>T 8,0%
c.34G>A 6,5%
¢.35G>C 6,0%
c.34G>C 1,3%

13 c.38G>A 18,8%
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2.6.2 p53

Das p53-Gen gehort zu der Familie der Tumorsuppressorgene. Es ist auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert und spielt eine entscheidende Rolle in
der Kontrolle des Zellzyklus und damit Wachstum und Apoptose der Zelle (62,
65). Unter normalen Umstanden wird p53 im Falle eines DNA-Schadens vermehrt
synthetisiert, was in der Zelle dazu fiihrt, dass der Zellzyklus im Ubergang von der
Gs- in die S-Phase angehalten wird (66). P53 initiiert wahrend der Blockade des
Zellzyklus die Synthese von DNA-Reparatur-Genen, sodass im Falle einer voll-
standigen DNA-Reparatur die Blockade wieder aufgehoben wird. Ist der DNA-
Schaden aber irreparabel, so induziert p53 die Apoptose (66). In der Krebsent-
stehung scheint eine p53-Mutation bei der Entwicklung multipler Tumorentita-
ten eine Rolle zu spielen, wie z.B. bei Kolon-, Ovarial-, oder Lungenkrebs. Es kann
sich bei der Mutation des Tumorsuppressorgens sowohl um einen Verlust eines
oder beider Allele auf Chromosom 17 handeln, als auch um eine sogenannte
Missense-Mutation (66). In der Entstehung von Kolonkarzinomen ldsst sich bei
ca. 60-70% eine Mutation des p53-Gens nachweisen, bei der es sich in 95% um
eine Punktmutation handelt, also eine Missense-Mutation (22). Der Verlust des
Wildtyp-p53 tragt zur Adenom-Karzinom-Transition im Rahmen der bereits er-
wahnten Adenom-Karzinom-Sequenz bei, also der Entwicklung eines bosartigen
Karzinoms Uber verschiedene Mutationsabfolgen im Genom einer Zelle (s. Tab. 1

und Abb.3).

2.6.3 f3-Catenin

Wie bereits in der Erlduterung der einzelnen Signalwege, die bei der Entwicklung
eines Kolonkarzinoms von Bedeutung sind erwahnt, erfiillt das Protein 8-Catenin
eine wichtige Rolle als Transkriptionsfaktor (17, 18, 67). Es stellt aber auch einen
Bestandteil der Zonula adhaerens dar und ist hier am Aufbau der Zonula
Adhaerens Junctions (AJ, siehe Abb. 5) zwischen den Zellen eines Zellverbands
beteiligt. 5-Catenin befindet sich auf der zytoplasmatischen Seite der Zelle und

ist an das Transmembranprotein E-Cadherin gebunden, welches die Al’s zwi-
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schen den Zellen bildet. Durch die Zell-Zell-Verbindungen erhalten die Gewebe-
verbande eine geordnete Struktur und die Zellpolaritat wird durch sie gewahr-
leistet. f3-Catenin stellt Uber a-Catenin eine Verbindung von der
Transmembranproteindomane der AJ und dem f-Catenin-Aktin-Zytoskelett her
(68). In seiner Funktion als Transkriptionsfaktor ist f3-Catenin im Zellkern lokali-
siert. Durch die Aktivierung des Wnt-Signalweges wird B-Catenin stabilisiert und
akkumuliert im Zellkern. Diese Akkumulation fuhrt dazu, dass Uber bestimmte
Transkriptionsfaktoren, den Lymphoid Enhancer-Binding-Factor (LEF) und den T
Cell Factor (TCF) die Proliferation und Entdifferenzierung gefordert werden. So
wird verstandlich, warum sich bei genauerer Betrachtung des Aufbaus der Kolon-
schleimhaut, die Zellen mit hoher Akkumulation des membranstandigen f-
Catenins an der Kryptenspitze befinden und eine niedrige Proliferation, aber ho-
he epitheliale Differenzierung aufweisen. Die Zellen wiederum, die eine hohe
Expression von f-Catenin im Zellkern enthalten, sich vermehrt an der
Kryptenbasis befinden und sich durch eine hohe Proliferationsrate auszeichnen
(69).

R-Catenin scheint durch diese Eigenschaften ein Rolle in der Entwicklung der
Invasivitat zu spielen: So wird haufig eine Epitheliale-Mesanchymale-Transition
(EMT) an der Invasionsfront kolorektaler Karzinome gefunden (70). Bei der EMT
erlangt der Tumor durch den mesenchymalen Phanotyp die Eigenschaft Zell-Zell-
Kontakte zu I6sen und in das Gewebe zu invadieren (71, 72). Die Proliferationsra-
te scheint dabei aber eher niedrig zu sein (73, 74). Die Epitheliale-
Mesenchymale-Transition ist ein natlirlicher Vorgang, der in der Entwicklung und
im Wachstum mehrzelliger Lebewesen eine groRRe Rolle spielt. In der Tumorent-
wicklung flhrt eine vermehrte Akkumulation von f8-Catenin im Zellkern, vor-
nehmlich an der Invasionsfront, wahrscheinlich zum Gewinn von Eigenschaften
die die Metastasenbildung und Invasivitat fordern: Zellen kénnen sich dem Zell-
verband l6sen, in die Blutbahn eintreten und schlieflich am Ort der

Metastasenbildung das weitere Wachstum initiieren (75).
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Abbildung 5: Die duale Funktion von f3-Catenin nach (68)

Durch die Bindung von f-Catenin an die Adhesions-Komponente der Cadherine bildet sich der
sog. Cadherin-Catenin-Komplex und verbindet Cadherin dadurch mit zytoplasmatischem Actin. 8-
Catenin spielt auch eine Rolle im Wnt-Signalweg: Bindet Wnt an den Frizzled-Rezeptor wird tiber
eine Signalkaskaskade der Abbau von f8-Catenin in Proteasomen verhindert, 3-Catenin akkumu-

liert im Nukleus und flhrt zur Transkription bestimmter Zielgene.

2.6.4 CD133 und CD44

Im Rahmen der Erlauterungen des sog. Stammzellkonzepts zur Entwicklung eines
Kolonkarzinoms wurden bereits die Oberflichenmarker CD133 und CD44 er-
wahnt. CD133 ist die glykolisierte Form eines Oberflachenantigens, dem AC133.
Einem Oberflachenmolekil bestehend aus fiinf Transmembran-Domanen, das
erstmals 1997 von Yin et al. auf CD34+ hamatopoietischen Stammzellen isoliert
wurde (76). CD133 selbst kommt auf differenzierten Zellen, z. B.
Plasmamembranausstiilpungen von Epithelzellen vor. Sowohl die physiologische
Funktion von CD133, als auch seine Rolle in der Tumorgenese sind noch nicht
ausreichend geklart. Es gibt unterschiedliche Meinungen zu der Bedeutung von
CD133: Einerseits gibt es Hinweise darauf, dass CD133 entscheidend an der Dys-
regulation der Proliferation wahrend der Tumorgenese beteiligt ist (41), anderer-
seits postulieren einige Studien, dass CD133 keinen Einfluss auf das Tumorwachs-
tum habe, jedoch trotzdem in den sog. Stammzellen angereichert ist, was es

wichtig flir die Detektion der Stammzellen innerhalb des Tumors macht (44).
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Ein weiteres als potentieller Stammzellmarker identifiziertes Oberflachenantigen
ist CD44. CD44 ist ein ubiquitar vorkommendes Glykoprotein, das z. B. als Rezep-
tor fiir Hyaluronsaure dient. Hyaluronsaure spielt eine groRe Rolle im Aufbau und
der Erneuerung verschiedener Gewebe, somit scheint CD44 wichtig in der Tu-
morentwicklung zu sein (47). Dariber hinaus fungiert es als Rezeptor fiir einige
Wachstumsfaktoren und als Verbindung zwischen Zellwand und
Extrazelluldarmatrix (47). Aufgrund der Tatsache, dass CD44 zu Veranderungen
der Zellmorphologie (erhéhtes CD44 fihrt zu einer mehr "mesenchymalen"
Morphologie) und der Zellmigration beitragt, ist anzunehmen, dass CD44 eben-
falls fir die EMT bedeutsam ist (77). Der Kerngedanke der EMT in Bezug auf das
Tumorwachstum ist, dass im Laufe der Karzinomentstehung ortsansassige
epitheliale Tumorzellen Eigenschaften von mesenchymalen Zellen entwickeln,
wie z. B. eine Veranderung der Zellmembran-Cadherine und eine Umkehrung der
Zell-Polaritat (77). So wandeln sich die Zellen durch die EMT zu invasions- und

abwanderungs- und damit zur Metastasierung fahigen Zellen (72, 78).

2.6.5 hMLH1 und hMSH2

Diese Marker bilden die Untersuchungsgrundlage fiir die Detektion des sog.
Mismatch Reperatur Defekts (MMRD). Ein MMRD kann eine Mikrosatellitenin-
stabilitat (MSI) zur Folge haben. Diese findet sich vor allem in Tumoren bei Pati-
enten mit Lynchsyndrom oder aber bei den ca. 15 % der sporadisch auftretenden
Kolonkarzinome die sich liber die serratierte Route entwickeln (s. Tab.1) (79, 80).
Die serratierte Route der Karzinomentstehung zeichnet sich dadurch aus, dass
einerseits bis zu 70% der Karzinome eine Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen
und oftmals Mutationen der fir BRAF und KRAS kodierenden Gene zu finden sind
(81).

Wahrend der DNA-Replikation sorgen bestimmte Reparaturproteine dafiir, dass
in der Basenpaarung aufgetretene Fehler wieder repariert werden. Die Gene die
fur diese DNA-Polymerasen kodieren sind die sog. "mismatch-repair"-Gene. Zu
diesen Mismatch-Reparatur Genen gehoéren unter anderem hMLHI1 (human Mut
L Homologue 1) und hMSH2 (human Mut S Homologue 2) (82). Dabei liegt die
Mutation die einen MMR-Defekt zur Folge hat zu 50% auf dem hMLH1 Gen und
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zu 40% auf hSMH2 (83). Gene kdnnen aber nicht nur durch eine Mutation einen
Funktionsverlust erfahren, sondern auch mittels einer Hypermethylierung aus-
geschaltet werden, sog. "Silencing". DNA-Methylierung bedeutet, dass an be-
stimmten Stellen des Genoms, den CpG-Islands, durch DNA-Methyltransferasen
Methylgruppen an die DNA gekoppelt werden, was dazu fihrt, dass das betrof-
fene Gen ausgeschaltet wird (Silencing) (79, 81). Bei den Genprodukten von
hMLH1 und hMSH2, den Genen des Mismatch-Reparatur Systems (MMR) fiihrt
die Hypermethylierung der CpG-Islands zu einem Ausfall der Proteinexpression.
Dadurch werden erstens Mutationen durch das fehlerhafte MMR-System nicht
mehr erkannt und zweitens teilweise Veranderungen in der Lange der sog. Mik-
rosatelliten-DNA nicht repariert. Mikrosatelliten sind kurze, repetitive DNA-
Sequenzen die im gesamten Genom verteilt zu finden sind, meist in nichtkodie-
renden Abschnitten des Genoms. Durch die veranderten Langen der Mikrosatelli-
ten lassen sich die Tumorzellen von Normalgewebe unterscheiden. Befinden sich
die repetitiven Sequenzen in kodierenden Sequenzen, was selten der Fall ist, so
kann eine Langenanderung zu einer Inaktivierung des Gens fiihren und zu einer
Wachstumsenthemmung fiihren (79). Bei sporadischen kolorektalen Karzinomen
tritt vorwiegend ein hMLH1-Verlust durch Methylierung des Promoters auf, Mu-
tationen finden sich hingegen nur bei einem HNPCC. Eine Hypermethylierung von
hMLH1 ist in 90% (83) der MMR-Defekt positiven Tumore zu finden. Aufgrund
der strengen Selektion des Kollektivs, wurden bereits alle HNPCC-Falle im Vorfeld
ausgeschlossen, daher ist in dieser Studie nur ein hMLH1 Verlust zu erwarten.
Durch die zusatzliche Analyse von hMSH2 kénnen jedoch auch die falschlich ein-

geschlossenen HNPCC- Falle ausgeschlossen werden.
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3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Trotz der Fortschritte in der Behandlung des kolorektalen Karzinoms ist dieses
immer noch die zweit- bis dritthdufigste Todesursache in der westlichen Welt (1).
Durch die Untersuchung der Entstehungsmechanismen und durch die Differen-
zierung einzelner Subgruppen wird erwartet, bessere Behandlungsmaglichkeiten
zu identifizieren und dadurch je nach Stadium und Art des Tumors individuelle
Therapiekonzepte zu entwickeln.

Je nach Lokalisation der Metastase unterscheiden sich die Uberlebensraten er-
heblich untereinander. Es wird angenommen, dass anhand von Biomarkern be-
reits in friihen Stadien der Tumorentwickelung Riickschlisse auf die mogliche
Ausbreitung gezogen werden kénnen (84). Es wurden bereits einige Faktoren
identifiziert, die prognostisch auf die Entwicklung einer Peritonealkarzinose hin-
weisen: Lemmens at al. konnten in ihrer Studie z. B. hohe T und N Stadien,
schlechte Differenzierung und vermehrt rechtsseitig auftretende Karzinome als
Risikofaktoren ausmachen (84, 85), diese Faktoren besitzen aber nicht ausrei-
chend prognostischen oder pradiktiven Wert.

Diese Arbeit untersucht die Expression mehrerer erfolgsversprechender Marker
im Zusammenhang mit den verschiedenen Ausbreitungsmustern des Kolonkarzi-
noms. Hierbei stitzt man sich auf bereits bestehende Erkenntnisse im Bereich
der gewebe- und tumorspezifischen Zellbiologie und macht sich die fortschrei-
tende Entwicklung im Bereich der Stammzellforschung zu Nutze. Folgenden Pa-
rameter wurden untersucht: Pradiktive Biomarker wie z.B. der Mutationsnach-
weis von KRAS und BRAF, die Expression des Tumorsuppressors p53, sowie die
guantitative Expression der Stammzellmarker CD133, CD44 und des Strukturpro-
teins 3-Catenin, sowie die Expression von hMLH1 und hMSH2 zum Nachweis ei-
nes Mismatch-Reparatur-Defekts. Es wird angenommen, dass die untersuchten
Marker einen Einfluss auf die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms haben
und speziell das Ausbreitungsmuster beeinflussen. Es gilt herauszufinden, in wel-
chen der Primartumoren Mutationen der pradiktiven Biomarker auftreten, ob
sich Stammzellfaktoren nachweisen lassen und ob sich Unterschiede innerhalb

der einzelnen Gruppen in der Expression der Stammzellmarker finden lassen. Auf
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diese Arbeit bezogen: Zeigt ein lokal destruierender und dadurch eine
Peritonealkarzinose hervorrufender Tumor ein anderes Expressionsmuster, als
ein Tumor der hamatogen streut und Lebermetastasen ausbildet, oder der keine
Metastasen ausbildet? Zusammenfassend war es das Ziel der Studie, mittels ei-
ner retrospektiven Fall-Kontrollstudie die Hypothese zu priifen, ob Muster in der
Expression der untersuchten Biomarker existieren die Aussagen Uber das zu er-
wartende Wachstum der Tumoren zulassen. LieRen sich Unterschiede feststellen,
konnte das ein Hinweis auf verschiedene Wege der Karzinogenese geben und
mithilfe der genauen molekularpathologischen Charakterisierung der Tumore
konnte in Zukunft vielleicht einen Testalgorithmus mit einem wissenschaftlich
fundierten Markerspektrum entwickelt werden. Das kdnnte helfen, tumorspezifi-
sche zielgerichtete Therapien zu entwickeln und die individuelle Anpassung der

Therapie konnte erlauben eine Metastasierung, lokal oder fern zu verhindern.
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4 Material und Methoden

4.1 Auswahl des Patientenkollektivs und Zusammenset-

zung der Vergleichsgruppen

Die vorliegende Arbeit wurde als retrospektive klinisch-experimentelle Fall-
Kontrollstudie geplant. Die Datenerhebung erfolgte an der Chirurgischen Klinik
und Poliklinik des Klinikums GroRhadern der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen anhand eines Datensatzes zu allen Patienten die aufgrund eines
kolorektalen Karzinoms im Zeitraum zwischen 2003 und 2012 an der Klinik be-
handelt wurden. Im Rahmen der Studie wurde jeweils eine Gruppe mit reiner
Peritonealkarzinose, eine Gruppe mit einer Lebermetastasierung und eine Grup-
pe, die sowohl eine Lebermetastasierung als auch eine Peritonealkarzinose auf-
wies herausgefiltert. Die Datensammlung erfolgte mit im System archivierten
Patientenakten, teilweise mittels klinikinterner SAP-Suche, teilweise durch ma-
nuelle Durchsicht noch nicht digitalisierter Akten. Zur Analyse der einzelnen Falle
wurden sowohl klinikinterne Daten wie Anamnese, Operations-Berichte, Labor-
parameter und Arztbriefe herangezogen, als auch klinikexterne Befunde, wie
Berichte aus der Pathologie, Hausarztberichte und bereits vorliegende Akten aus
anderen Krankenhdusern. Unvollstandige Akten wurden soweit méglich anhand
telefonischer Interviews, z.B. die Nachsorge oder das Uberleben betreffend ver-
vollstandigt. Auf diese Weise gelang es aus einer Gruppe von ca. 3000 in diesem
Zeitraum behandelter Patienten drei sehr spezielle Gruppen zu selektieren: Eine
Gruppe von 74 Patienten mit alleiniger Lebermetastasierung, eine Gruppe mit
Lebermetastasen und Peritonealkarzinose von 31 Patienten und eine Gruppe
mit reiner Peritonealkarzinose von 32 Patienten. Ausgeschlossen wurden Patien-
ten mit nachgewiesener HNPCC oder FAP oder anderen hereditaren Formen des
Kolonkarzinoms. Des Weiteren wurden die Gruppen durch die Tatsache verklei-
nert, dass nicht zu allen Fallen Praparate in der Pathologie vorhanden waren, im
Rahmen der Farbungen keine Tumoranteile in den Prdparaten zu finden oder die
Materialmenge zu gering war. Es resultierten letztendlich GruppengréfRen von 37

Fallen mit alleiniger Lebermetastasierung, 13 Falle mit Metastasen in der Leber
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und im Peritoneum und 18 Falle mit reiner Peritonealkarzinose. Bei den in die
Berechnungen eingeschlossenen Falle handelt es sich nur um die Primartumoren,
um keine verfdlschten Ergebnisse wegen in die Berechnung mit einbezogener
Metastasen zu erhalten.

Die Falle wurden der Vollstandigkeit halber so genau wie moglich bezlglich ver-
schiedenster im Verlauf aufgetretener Behandlungen und Laborwerte erfasst.
Hierbei wurden Parameter wie der genaue Tumordurchmesser, die Anzahl posi-
tiver Lymphknoten, neoadjuvante Therapien, Voroperationen, Tumormarker etc.
erfasst. Es handelt sich um Daten zum Verlauf der Tumormarker CEA und CA 19-
9, die aufgrund einiger Studienergebnisse als Verlaufsparameter und
Prognosefaktoren des kolorektalen Karzinoms herangezogen werden kdnnen
(54, 86-88). Bezliglich der neoadjuvanten Behandlungen und der verschiedenen
chirurgischen Interventionen wurden die jeweiligen Eckdaten zu Beginn, Abbruch
und Verlauf erhoben. Diese sind aber fir diese Studie nicht mit in die Auswer-
tungen eingeflossen und deshalb nicht in einer Tabelle dargestellt.

Als Kontrollgruppe fungiert ein Patientenkollektiv von 56 Fallen die zwischen
1994 und 2000 an der Ludwig-Maximilians-Universitat behandelt wurden und
retrospektiv aus dem Archiv des Pathologischen Instituts ausgewahlt wurden. Es
wurden nur Patienten eingeschlossen, die ein 5-jahriges metastasenfreies Uber-
leben zeigten. Die Fall-Gruppen sind bezlglich Alters- und Geschlechtervertei-
lung mit der Kontrollgruppe vergleichbar (s. Tabelle 4). Die Daten der Patienten
wurden irreversibel anonymisiert und verschlisselt. Die Studie wurde gemald den
Empfehlungen der Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat Mlinchen durchgefiihrt.

Als Arbeitssystem fir die Sammlung, Archivierung und Verarbeitung der anony-
misierten Daten diente das Datenverarbeitungsprogramm Microsoft Ecxel 2007°®.
Eine Ubersicht Giber das Patientenkollektiv und einen Teil der erhobenen klini-
schen Daten ist Tabelle 4 zu entnehmen. Die Daten bezliglich Alters-und Ge-
schlechterverteilung sowie zu den Tumorstadien des Kollektivs sind vergleichbar
mit den Werten der Gesamtheit der Patienten mit kolorektalem Karzinom in
Deutschland und den USA, sodass die Ergebnisse als reprasentativ gewertet wer-

den kénnen (89, 90).
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4.2.1 Gerate, Verbrauchsmaterial und Chemikalien

4.2.1.1 Gerate

Samtliche

entnehmen.

Tabelle 5: Verwendete Gerdte

Gerdte

Typ

in der Arbeit verwendeten Geratschaften sind Tabelle 5 zu

Hersteller

BenchMark © XT
DNA Arbeitsplatz, steril
Heizplatte

Lichtmikroskop
Mikrowelle

Pipetten, 2,5 ul, 10 ul,
100 ul, 1000 pul
Pyrosequencer

Pyrosequencer Kartu-
sche
Schiittelplatte

Tischzentrifuge
Thermo-Mixer
Thermocycler PCR

Vacuum Prep Worksta-
tion

Vakuum Pumpe

Vortexer

BenchMark © XT

DNA/RNA UV Cleaner
UVC/T-M
Prazitherm

Axiovert 200
HF24524
Eppendorf Research

PyroMark™ Q24
Pyrosequencer
PyroMarkWI Q24
Reagent Cartridge
Monoshake

Comfort

Mastercycler® vapo-
protect

PyroMarkT'vI Q24
Vacuum Prep Work-
station

Dry Vacuum Pump

Vortex Genie® 2

Ventana Medical Systems, Roche Groupe,
Schweiz
lab4you, Berlin, Deutschland

Harry Gestigkeit GmbH, Disseldorf, Deutsch-
land
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Siemens AG, Minchen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biotage AB, Uppsala, Schweden

Pyrosequencing AB, Biotage AB, Uppsala,
Schweden
Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, USA

neolab, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pyrosequencing AB, Biotage AB, Uppsala,
Schweden

Welch Vacuum Technology, Gardner Denver
Thomas Inc., Niles, USA
Scientific Industries, Inc., New York, USA
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4.2.1.2 Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Samtliche in der Arbeit verwendeten Materialien und Reagenzien sind in Tabelle

6 und 7 aufgefihrt.

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Collecting Tubes 2ml
Handschuhe

Objekttrdger

PCR-Platte

PCR-Strip caps
Pipettenspitzen
PyroMark™ Q24 Plate

PyroMark Q24 Vacuum Prep Troughs

QIAamp MiniElute® Columns
Skalpelle
Tubes 0,2, 0,5, 1,5 und 2 ml/

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Arwen GmbH, SchloB Holte-Stukenbrock,
Deutschland

Menzel-Glaser SuperFrost Ultra Plus
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutsch-
land

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biotage AB, Uppsala, Schweden
Pyrosequencing AB, Biotage AB, Uppsala,
Schweden

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

neolab, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 7: Verwendete Reagenzien
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Reagenzien Hersteller

Annealing Buffer QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Aqua Bidest. H. Kerndl GmbH, Feldkirchen, D
Binding Buffer QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer ATL QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer AL QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer AW1 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer AW2 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer ATE QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Denaturation Solution QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
dNTPs QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Ethanol (reinst.) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
H,0 (steril) B.Braun, Melsungen, Deutschland

HotStarTaq® DNA Polymerase
Human Genomic DNA Male

PCR Primer D361, D362, D364, D365, D376,
D377
PCR Puffer, 10xBuffer

PyroMark Gold Q24 Reagents

Reagenzien Immunhistochemie: 3-Catenin,
CD44, CD133, p53 fiir BenchMark XT
Reagenzien MLH1, MSH2 Vectastain ABC-Kit
Elite Universal

Sequenzierungs Primer D363, D366, D378

Streptavidin Sepharose High Perfomance
(beads)
Xylol (reinst.)

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Promega Corp., Fitchburg, USA
biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Ventana Medical Systems, Roche Groupe,
Schweiz
Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland



Material und Methoden 33

4.3 Methoden

4.3.1 Vorbereitung der Gewebeproben

Fir alle Farbungen in dieser Studie wurden aus formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded tissue)
mittels eines Mikrotoms pro Praparat 15 jeweils 5 um dicke Schnitte angefertigt
und auf Objekttrager aufgebracht. AnschlieRend wurden die so entstandenen
Praparate entparaffiniert um sie so fir die einzelnen Farbungen vorzubereiten.
Die Entparaffinierung erfolgt durch das Auswaschen des Paraffins in einer Alko-
holreihe. Dabei wurden die Objekttrager fir 3x10 Minuten in Becken mit 100%
Xylol und fuir 3x10 Minuten in 100% Ethanol eingebracht und anschliefend luft-
getrocknet.

Um das Tumorareal zu identifizieren, wurde jeweils ein Schnitt jeder Reihe in der
Ubersichtsfarbung "Hamatoxylin-Eosin" (H)E gefarbt. Dieser wurde dann unter
dem Lichtmikroskop von einem erfahrenen Pathologen (J.N.) auf Eignung unter-
sucht und soweit vorhanden, das Tumorareal mit einem wasserfesten Stift mar-

kiert.

4.3.2 KRAS und BRAF Mutationsanalyse

Die markierten HE-Schnitte dienten als Vorlage um auf den entparaffinierten
Leerschnitten das zur DNA-Isolierung geeignete Areal zu markieren. Hierzu wur-
de die Markierung der HE-Schnitte durch Ubereinanderlegen der Schnitte und
Nachzeichnen der Linie auf die Leerschnitte ibertragen.

AnschlieRend wurde jeweils soweit méglich ein ca. 0,5 cm? messender Teil des
als Tumorgewebe identifizierten Areals mittels Skalpell unter dem Lichtmikro-
skop abgekratzt. Das Material jedes einzelnen Prdparates wurde in separaten
Tubes mit 180 ul ATL und 20 ul Proteinkinase K aus dem QlAamp® FFPE Tissue Kit
durch kurzes Vortexen vermischt. Daraufhin erfolgte die Inkubation des Materi-
als in einem Thermo-Mixer fiir 1 Stunde bei 56°C und dann fiir 10 Minuten bei

90°C.
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Die Reinigung der DNA aus dem Zelllysat erfolgte automatisiert gemal Herstel-
lerprotokoll mithilfe eines QlAcube® Gerates und den Reagenzien des QlAamp®
FFPE Tissue Kit. Genaue Angaben zu den dafiir verwendeten Lésungen sind Ta-
belle 7 zu entnehmen.

Die Amplifizierung der gereinigten DNA wurde mithilfe der Polymerase Chain

Reaction (PCR) erreicht.

PCR, Prinzip und Durchfiihrung

Prinzip:

Mittels der PCR wird die gezielte Vermehrung einzelner DNA-Abschnitte ermog-
licht. Das Amplifizieren ist notwendig um fir die folgenden Mutationsanalysen
genigend Material zur Verfligung zu haben. Eine PCR lasst sich in drei Schritte
gliedern: Denaturierung, Annealing und Extension und kann nur in einem ganz
bestimmten Puffermilieu und bestimmten Temperaturbedingungen ablaufen.
Schritt 1: Denaturierung.

Bei der sog. Denaturierung handelt es sich um das Auftrennen des
doppelstrangigen DNA-Stranges in seine zwei Einzelstrange. Dazu wird die DNA
fir 30 Sekunden auf 95° Celsius erhitzt. Um dann die Riickbildung eines Doppel-
strangs zu verhindern, wird das Produkt rasch wieder abgekiihlt.

Schritt 2: Annealing

"Annealing" bezeichnet die Anlagerung des Primers an die als Einzelstrang vorlie-
gende DNA. Ein Primer ist ein kurzes Stlick einzelstrangige DNA die sich unter
bestimmten Bedingungen an seinen, ebenfalls als Einzelstrang vorliegenden Ge-
genpart (komplementdare DNA) anlagern kann und dann als Ausgangspunkt der
DNA-Synthese fiir die Polymerasen dient. Die dazu bendtigte Temperatur ist von
dem verwendeten Primer abhangig. Ist die Temperatur zu hoch, kann der Primer
nicht an die komplementdre Sequenz binden, bei zu niedrigen Temperaturen
bindet er aber auch an anderen Stellen an die DNA. Ublicherweise handelt es
sich um Temperaturen von 60°-72° Celsius. Sobald ein Primer an die DNA gebun-
den ist, beginnen die Polymerasen mit der DNA Synthese.

Schritt 3: Extension

Die nun vorliegenden DNA-Primer-Verbindungen werden von den DNA-

Polymerasen am 3’-Ende der Primer erkannt und folgen dann mit der Synthese
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dem DNA-Strang. Zur Synthese sind Magnesiumionen und freie Nukleotide
(Desoxyribonucleosidtriphosphate; dNTPs) notwendig. Die Synthese kann nur
unter der optimalen Arbeitstemperatur der Polymerase erfolgen, die 72° Celsius
betragt. Inkorrekte DNA-Primer-Verbindungen l6sen sich bei dieser Temperatur
wieder, sodass fehlerhafte Produkte dadurch vermieden werden. Korrekte Ver-
bindungen werden verlangert, sodass am Ende eines Zyklus aus anfanglich einem
doppelstrangigen DNA-Strang zwei doppelstrangige DNA-Strange werden.

Es werden sowohl bei der PCR von KRAS als auch bei BRAF 50 Zyklen durchlau-
fen. Verwendet wird dafiir ein Thermocycler, der die exakten Zeit-und Tempera-
turablaufe generiert. Durch die erheblichen Temperaturschwankungen wahrend

des PCR-Zyklus ist die Verwendung einer hitzestabilen Polymerase notwendig.

PCR KRAS und BRAF, Durchfiihrung
Zusammen mit zweifach destillierten Wasser (Aqua Bidest oder Abd.) wurden die
einzelnen Primerlosungen nach Herstellerangaben verdiinnt. Die Mischungsver-

haltnisse der einzelnen Gebrauchslésungen sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Mischungsverhaltnis der einzelnen Gebrauchslésungen

PCR Gebrauchslésungen P1 P2 P4
\2ou|0361 20ul D364 20p1 D376
| 201 D362 20p! D365 20pl D377
‘ 60ul H,0, steril 60ul H,0, steril 60ul H,0, steril

Aus diesen Gebrauchslosungen wurde der jeweilige PCR-Mix hergestellt, s. Tabel-
le 9. Die Zusammensetzung ist bis auf die verwendeten Primer bei KRAS (Ogino,
P1 und Poehlmann, P2) und BRAF (P4)) dieselbe. Die Basensequenzen der einzel-

nen Primer sind Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 9: PCR-Mix

PCR Mix Menge

H,0, steril 32,60 pl

10xbuffer 4,00 pl incl. 15 mM MgCI2
dNTP 0,40 pl

Primer-Mix 0,80 ul

Tag-Pol 0,20 pl

Die Herstellung des PCR-Mix erfolgte an einem UV-sterilisierten Arbeitsplatz. Zu
den 38 pl Primer-Mix wurden anschlieBend 2 pl DNA pipettiert, sodass der ferti-
ge PCR-Ansatz 40 ul Volumen pro Probe betrug. Im Thermocycler erfolgte sowohl
bei KRAS als auch bei BRAF einmalig ein anfanglicher Aktivierungsschritt von 15
Minuten bei 95°C. Darauffolgend 50 Zyklen, bestehend aus dem Denaturierungs-
schritt von 30 Sekunden Lange bei 95°C, dem Annealing, 30 Sekunden bei 60°C
und dem Elongationsschritt bei 72°C fiir 30 Sekunden. Nach Ablauf der 50 Zyklen
folgt noch ein letzter 10 minitiger Elongationsschritt bei 72°C. Jede PCR enthielt
als Positivkontrolle eine Wildtyp DNA und eine Negativkontrolle, die nur ein H,0-

Mix, ohne DNA enthielt.

Tabelle 10: Verwendete Primer fir die PCR

Primer KRAS Name Sequenz

P1 Ogino D361 KRAS-Pyro-F1 NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
P1 Ogino D362 KRAS-Pyro-R1-BIO TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT

P2 Poehlmann D364 KRAS-Pyro-F2-BIO TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG
P2 Poehlmann D365 KRAS-Pyro-R2 TCGTCCACAAAATGATTCTGAA
Primer BRAF

P4 D376 BRAF-Ex15-Pyro-F1 TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG

P4 D377 BRAF-Ex15-Pyro-R1-BIO TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT

Um in den PCR-Proben zu detektieren, ob eine Mutation im KRAS oder BRAF-Gen
im Bereich der ausgewadhlten Exons vorhanden ist, bedient man sich der Metho-

dik der Pyrosequenzierung.
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Pyrosequenzierung; Prinzip, Ablauf und Auswertung

Prinzip:

Das Prinzip der Pyrosequenzierung bezeichnet eine automatisierte Methode der
Sichtbarmachung der Basenfolge eines DNA-Stranges mittels Chemolumineszenz
(Lichtsignalen). Durch Pyrosequenzierung wird die Basensequenz in Echtzeit
(wahrend der Arbeit der Polymerase) detektiert.

Sie lasst sich in fUnf Schritte aufteilen:

1. Schritt: Ausgangsmaterial flir eine Pyrosequenzierung ist eine denaturierte,
einzelstrangige DNA, die mittels eines "Adapter"-Primers, der biotinyliert sein
muss an sog. beads (Agarosekiigelchen) gekoppelt ist. Die Denaturierung erfolgt
durch eine Denaturierungslosung. Die Losung wird entfernt und zurtick bleibt der
mittels dem biotinylierten Primer an die beads gebundene Einzelstrang. Die
Basenfolge wird mithilfe eines Sequenzierprimers detektiert. In der fir die Licht-
reaktion notigen Mischung befinden sich aulRerdem die Enzyme DNA-
Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase und Apyrase sowie die zugehorigen Sub-
strate, Adenosin 5'Phosphosulfat (APS) und Luciferin.

2. Schritt: Der Sequenzierprimer bildet den Startpunkt fur die DNA-Polymerase,
die nach Zugabe des ersten der Desoxyribonukleosidtriphosphate (dANTP) mit der
Synthese des komplementdaren DNA-Stranges beginnt. Mit jeder erfolgreich ein-
gebauten, zum Matrizenstrang komplementaren Base wird Pyrophosphat (PPi)
frei, proportional zu der Menge der eingebauten Basen.

3. Schritt: Durch die ATP-Sulfurylase wird aus den Substraten PPi und APS Adeno-
sintriphosphat (ATP). Das Enzym Luziferase nutzt das ATP dazu, Luziferin in
Oxyluziferin umzuwandeln, wobei ein Lichtsignal entsteht. Die Menge des bei
dieser Reaktion freiwerdenden Lichts entspricht der Menge der verbrauchten
ATPs und wird mittels einem sog. Charge Coupled Device(CCD)-Chip quantifiziert
und kann graphisch dargestellt werden. Die so verarbeiteten Lichtsignale er-
scheinen als "Peaks" im Pyrogramm.

4. Schritt: Das Enzym Apyrase baut Nukleotide, die nicht eingebaut wurden und
die nicht verwendeten ATPs ab. Sobald der Abbau vollstandig ist, wird das nachs-

te dNTP hinzugegeben und der Zyklus beginnt wieder bei Schritt 2.
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5.Schritt: Die dNTPs werden einzeln hinzugegeben, dabei ist zu erwahnen, dass
statt Desoxyadenosintriphosphat (dATP) Desoxyadenosin-alpha-thio-triphosphat
(dATP-S) verwendet werden muss. Ersteres ist zwar ein Substrat der DNA-
Polymerase, nicht aber der Luziferase, da es von ihr nicht erkannt wird. Zusam-
menfassend wird also im Laufe einer Pyrosequenzierungsreaktion der Komple-
mentar-DNA-Strang gebildet dessen genaue Basensequenz dann anhand der

Hohe des Peaks im Pyrogramm ermittelt werden kann (91).

Vorbereitung fiir die Pyrosequenzierung:
Die Vorbereitung der Pyroquenzierung erfolgte nach Angaben der Hersteller mit-

tels einer PyroMarkT'\’I

Q24 Vacuum Prep Workstation. Die verwendeten Reagen-
zien sind den einzelnen Tabellen zu entnehmen.

1.Schritt: Vorbereitung der PCR-Platte

Um den beads-Mix herzustellen wurden diese durch vorsichtiges Schiitteln des
Flaschchens gel6st und alle Losungen auf Raumtemperatur gebracht. Die genaue

Zusammensetzung ist Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Zusammensetzung des beads-Mix

beads-Mix Menge
Beads ‘ 2 ul
binding buffer ‘ 40 pl
H,O0, steril ‘ 23 ul

Es wurden jeweils 65 pl des beads-Mix in eine Vertiefung der PCR-Platte
pipettiert und dazu je 15 pl des PCR Produkts einer DNA Probe. AnschlieSend
erfolgte die Mischung der Komponenten mittels einer Schittelplatte bei
1400rpm Uber 5-10 Minuten.

2.Schritt: Vorbereitung der Pyromark Q24 Platte

Zu 2,5 ul der Gebrauchslosung des jeweiligen Primers, die aus dem vorher nach
Herstellerangaben mir Abd. verdiinnten, gevortexten und zentrifugierten Se-
guenzierungsprimer besteht, wurden 22,5 ul Annealing Buffer hinzugegeben und
jeweils 25 ul in einen Napf der Pyromark Q24 Platte gegeben. Die fiir die Her-
stellung der jeweiligen Gebrauchslosung verwendeten Sequenzierungsprimer

sind Tabelle 12 zu entnehmen.
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Tabelle 12: Sequenzierungsprimer der Pyrosequenzierung

Sequenzierungsprimer KRAS  Name Sequenz

P1 | Ogino D363 KRAS-Pyro-S1 TGTGGTAGTTGGAGCT

P2 | Poehlmann D366 KRAS-Pyro-S2 GCACTCTTGCCTACG
Sequenzierungsprimer BRAF

P4 | D378 BRAF-Ex15-Pyro-S1 GTAAAAATAGGTGATTTTGG

Die Denaturierung und anschlieBende Extraktion der beads und der daran ge-
bundenen Einzelstrange der DNA erfolgte mithilfe der PyroMarkT'vI Q24 Vacuum
Prep Workstation und des Vacuum Tools, s. Abb. 6. Die PyroMark™ Q24 Vacuum
Prep Workstation enthalt 5 Becken, in denen sich die jeweils fir die verschiede-
nen Schritte notwendigen Flissigkeiten befinden:

Becken 1: 70% Ethanol

Becken 2: Denaturation Solution

Becken 3: Washing Buffer

Becken 4,5,6 (P): Abd.

Abbildung 6: Aufbau PyroMarkT'vI Q24 Vacuum Prep Workstation und Vacuum Prep Tool nach
(92)
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Mit dem Vacuum Prep Tool, s. Abb. 6 wird der beads-Mix aus den Napfchen der
PCR-Platte gesaugt und unter anhaltendem Vakuum-Sog werden die
Ansaugstiftchen des Vacuum Prep Tools fiir jeweils 5-10 Sekunden in die Flussig-
keiten in Becken 1, dann 2 und danach 3 gehalten. Dabei erfolgt die Trennung
der DNA Strange durch die Denaturation Solution und die Absplilung der "lber-
schissigen", nicht an die beads gebundenen Strange mittels des Washing
Buffers. AnschlieRend wird das Vacuum Prep Tool fiir 5 Sekunden in der Vertikale
an der Luft getrocknet und dann in Position genau tber der Pyromark Q24 Platte
gebracht, sodass sich jeweils ein mit beads beladenes Ansaugstiftchen liber einer
Vertiefung mit der Sequenzierungsprimer-Losung befindet. Jetzt wird das Vaku-
um ausgeschaltet und das Vacuum Tool in die Vertiefungen der Pyromark Q24
Platte gesenkt und leicht bewegt. Dadurch I6sen sich die beads von den
Ansaugstiftchen und fallen in die Primerlésung. Das Vacuum Prep Tool wird an-
schlieRend durch Splilung mittels Abd. gereinigt und getrocknet. Die Pyromark
Q24 Platte wird nun fir 2 Minuten auf einer Heizplatte auf 80°C erhitzt und dann
fir 5 Minuten auf Raumtemperatur abgekuhlt.

AnschlieBend wird sie in den Pyrosequencer eingesetzt, dessen Cartridge gemal
Herstellerangaben mit Substrat, Enzym und Nukleotiden beflllt wurde und der
Pyrosequencer gestartet. Die einzelnen Liufe des Pyrosequenzers wurden je-
weils im Vorfeld auf dem Computer mittels der Pyromark Q24 Software erstellt

und auf einem USB-Stick gespeichert.

Auswertung:

Die Daten jedes Pyrosequenzierungslaufes werden auf einem USB Stick gespei-
chert und anschlieBend mit dem AQ Pyrogram Report der Pyromark Q24 Soft-
ware analysiert. Mithilfe des Programms lassen sich sog. Pyrogramme erstellen,
die mittels Hohenunterschieden der einzelnen Peaks eine Unterscheidung in
Wildtyp oder Mutation zulassen, s. Abb. 7. Es gab bei jedem Lauf eine Positivkon-
trolle mit einer Wildtyp-DNA (Promega Human Genomic DNA Male) und eine

Negativkontrolle mit einem H,O-Mix um Verunreinigungen zu detektieren.
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Wildtyp Mutation

KRAS Exon 2 Ogino
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Abbildung 7: Pyrogramme der KRAS- und BRAF-Mutationsanalysen (Pfeile weisen auf die

mutierte Base hin)
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4.3.3 Immunhistochemie

Fir alle immunhistochemischen Farbungen wurden standardmaRig 5um FFPE
Gewebeproben verwendet. Eine genauere Auflistung aller verwendeten Antikor-

per ist Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper

Antikérper Hersteller Gewinnung Klon Verdiinnung Detektionssystem

B-Catenin | Ventana monoklonaler clone  Gebrauchsfertig Ventana OptiView
Medical Sys-  Mausantikorper 14 DAB IHC Detection
tems, Oro Kit
Valley, AZ

CD44 BD Biosience, monoklonaler G44- 1:500 Ventana OptiView
Franklin Mausantikorper 26 DAB IHC Detection
Lakes, NJ Kit

CD133 Miltenyi monoklonaler AC133 1:50 Ventana OptiView
Biotec, Mausantikorper DAB IHC Detection
Auburn, CA Kit

p53 Thermo monoklonaler DO-7 1:1000 Ventana OptiView
Fisher Scien-  Mausantikorper DAB IHC Detection
tific, Fre- Kit
mont, CA

MLH1 Leica Biosys-  monoklonaler ESO5 1:80 Vectastain ABC-Kit
tems, New- Mausantikorper Elite Universal
castle Upon
Tyne, UK

MSH?2 Merck KGaA,  monoklonaler FE-11  1:200 Vectastain ABC-Kit
Darmstadt, Mausantikorper Elite Universal
Deutschland

Unter der Verwendung der in Tabelle 13 aufgelisteten Antikorper und der auto-
matischen Farbung des BenchMark XT IHC/ISH Farbemoduls von Ventana erfolg-

te die Detektion der Expression von p53, 8-Catenin, CD133 und CD44.

hMLH1 und hMSH2

Die Farbung der Marker hMLH1 und hMSH2 erfolgte manuell. Auf die mit Hilfe
einer Mikrowelle primare hitzeinduzierte Antigen-Demaskierung mit dem Target
Unmasking Fluid folgt zur Blockierung der endogenen Peroxidase die Zugabe von
7,5% Wasserstoffperoxid. Nach einem Waschschritt und der Zugabe des blocking
serum (ABC-Kit) kann der spezifische Antikorper (primarer Antikdrper hMLH1
oder hMSH2) zugegeben werden. Unter Verwendung eines biotinylierten sekun-

daren Antikorpers, zur Bindung an den primaren Antikorper, aus dem Vectastain
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ABC-Kit Elite Universal und Chromogen (Enzymkomplex mit chromogenem Sub-
strat) wird das Antigen durch enzymatische Aktivierung des Chromogens sichtbar
gemacht. Dazwischen liegen jeweils einzelne Waschschritte mit TRIS-Puffer. Rea-
genzien und Mengenangaben zur Herstellung des hier verwendeten 0,05 M TRIS-
Puffers sind Tabelle 14 zu entnehmen. Die Gewebeproben wurden anschlieSend
mit Hematoxylin (Gill's Formula) gegengefarbt und in Glyceringelatine einge-
deckt. Die verwendeten Antikorper sind Tabelle 13 zu entnehmen, alle weiteren

verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 14 aufgelistet.

Tabelle 14: Reagenzien TRIS-Puffer

Reagenzien Menge Hersteller
Natriumchlorid 439¢g Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
TRIZMA® hydrochloride 34,25¢g Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland
TRIZMA® base 45¢g Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland
Aqua dest. 51 H. Kerndl GmbH, Feldkirchen, Deutsch-

land
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4.3.4 Scoring der Immunhistochemie

Alle Prdparate wurden von zwei Untersuchern (J.N. und L.L.) unabhédngig und
verblindet bewertet. Die Falle waren beziglich Gruppenzugehdrigkeit und Pati-
entendaten verschliisselt. Die Ergebnisse der Untersucher wurden am Ende ver-
glichen. Bei ca. 15 % der Falle traten Unterschiede in der Bewertung zwischen
den Untersuchern auf (engl.:inter-observer variability). In diesem Fall wurde das
Praparat nochmals gemeinsam untersucht und ein Konsens-Score gebildet, der

dann in die Berechnungen einging. Bildbeispiele finden sich in Abb. 8 und 9.

f3-Catenin:

Zur Beurteilung der nukledren Expression von f8-Catenin, wurde die Anzahl der R-
Catenin positiv gefarbten Tumorzellen im ganzen Tumor in Gruppen eingeteilt: 0:
negativ, 1: < 30% der Zellen zeigen eine nukledre Expression von f3-Catenin, 2:
30-60% sind positiv, 3: > 60% sind positiv. Anhand des prozentualen Anteils an
Zellen mit nuklearer f3-Catenin Expression wurden die Falle in "niedrige Expressi-
on" (Gruppen 0 und 1) und "hohe Expression" (Gruppen 2 und 3) eingeteilt. Die

Intensitat der Farbung wurde dabei nicht in das Scoring mit einbezogen (45).

CD133:

Als positiv definiert wurde die Farbung der apikalen Zellmembran der Driisen-
formationen oder des abgestoflenen Zell-Debris in den Tumordriisen. Der semi-
guantitative Score zur Einteilung der Positivitdt der Tumoren ist wie folgt: 1:
niedrige Expression ( < 50% positive Tumorzellen) und 2: hohe Expression (= 50%
positive Zellen). Die Praparate, die keine CD133-Expression aufweisen erhielten

die Ziffer 0 (44) .

CDA44.

Der Score zur Auswertung der Expression von CD44 entspricht weitestgehend
dem der CD133-Expression: < 50% der Zellen positiv bedeutet eine niedrige Ex-
pression, 2 50% der Zellen eine hohe Expression. Es wurde jedoch nur der pro-
zentuale Anteil der CD44 positiven Tumorzellen in die Bewertung mit einbezogen

(93).
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Abbildung 8: Immunhistochemische Farbung der Marker f3-Catenin (hohe Expression: A, nied-

rige Expression B), CD44 (hohe Expression: C, niedrige Expression D), CD133 (hohe Expression:
E, niedrige Expression F), 200-fache VergroRerung.
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hMLH1 und hMSH2:

Der Verlust der Expression von funktionsfahigem hMLH1 und hMSH2 stellt sich
als Verlust der nukledren Farbung der Tumorzellen bei gleichzeitig erhaltener
Farbung der Stromazellkerne dar. Diese sind die "negativ" klassifizierten Falle
und zeigen das Vorliegen eines MMR- Defekts an. Die als hMLH1 und hMSH2
positiv definierten Falle, also Fille ohne MMR-Defekt, zeigen eine nukledre Ex-

pression sowohl in den malignen als auch den anderen Zellen des Praparats.

p53:

Die Detektion einer Deregulierung im p53 Gen erfolgte durch Quantifizierung der
Expression des p53 Proteins, wobei ein starke Expression des Proteins in einer
Mehrzahl der Tumorzellen auf eine Mutation schlieBen lasst (94, 95). Es wurde
ein semiquantitativer Score gebildet, zusammengesetzt aus der Intensitat der
Farbung der Zellkerne und dem prozentualen Anteil an der gesamten Zellkernan-
zahl. Die Intensitat wurde eingeteilt in: O: keine Expression, 1: schwach, 2: maRig
und 3: stark positiv. Der Score bildet sich wie folgt: Die Expression wurde als
niedrig, (=1) bewertet wenn <70% der Kerne positiv waren und eine Intensitat
von 0 oder 1 aufwiesen und als hoch, (=2), wenn 270% der Kerne positiv waren

und eine Intensitat mind. 2 aufwiesen.
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung der Marker hMLH1 (hohe Expression: G, niedri-

ge Expression H) und p53 (hohe Expression: |, niedrige Expression J), 200-fache VergroRerung.
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4.4 Statistische Methodik und Software

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm Excel® 2007 von Microsoft
verwendet. Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm SPSS (SPSS v. 19.0,
IBM Inc., Armonk, NY). Zur Priifung der Hypothese wurde der y>-Test nach Pear-
son verwendet. Mithilfe dieses Test ldsst sich analysieren ob zwei Faktoren sto-
chastisch unabhangig sind, bezogen auf diese Arbeit, ob Expressionsmuster exis-
tieren, die mit der Lokalisation der Fernmetastasen korrelieren. Als statistisch
signifikant wurden asymptotische zweiseitige p-Werte kleiner als 0,05 gewertet,
das bedeutet die sog. Irrtumswahrscheinlichkeit betragt 5%.

Alle in der Arbeit verwendeten Arbeitsprogramme sind Tabelle 15 zu entneh-

men.

Tabelle 15: Verwendete Arbeitsprogramme

Arbeitsprogramm Hersteller

IBM SPSS Statistics | IBM Corp., Armonk USA
Microsoft Excel 2007 ‘ Microsoft Corp., Redmond, USA
PyroMark Q24 Software ‘ Biotage AB, Uppsala, Schweden



Ergebnisse 49

5 Ergebnisse

Um Riickschlisse auf etwaige Unterschiede im Verteilungsmuster der einzelnen
Biomarker zwischen den unterschiedlichen Metastasierungsmoglichkeiten zu
ziehen wurden die Ergebnisse der jeweiligen Farbungen mit den einzelnen Mdg-
lichkeiten der Metastasierung mittels univariater statistischer Test korreliert. Die

Ergebnisse sind in den Tabellen 16, 17 und 18 dargestellt, sowie in Abbildung 10.

KRAS

Die Mutationsanalyse von KRAS ergab im Vergleich der Untersuchungsgruppen
keine signifikanten Unterschiede. Insgesamt zeigte sich bei insgesamt 27,5% (43
von 124 Fillen) eine Mutation auf Exon 2. Betrachtet man das Auftreten inner-
halb der Untersuchungsgruppen tritt eine Mutation bei alleiniger
Peritonealkarzinose in 11,1% (2 von 18) auf. Im Vergleich zu den hepatisch streu-
enden Tumoren, bei denen sich bei 27,0% (10 von 37 Fallen) eine Mutation de-
tektieren lieB. Bezogen auf die klinischen Daten zeigt sich, dass 45,2% aller Pati-
enten (56 von 124) einen positiven Nodalstatus und KRAS-Wildtyp aufweisen.
Aber nur in 10,5% (13 von 124) der untersuchten kolorektalen Karzinome mit
positivem Nodalstatus fand sich eine Mutation im Exon 2 des KRAS-Gens

(p=0,011).

BRAF

In der Gruppe der Falle mit Lebermetastasierung und kombinierter Lebermeta-
stasierung und Peritonealkarzinose lie} sich bei 6,0% (3 von 50) eine Mutation im
BRAF-Gen Exon 15 nachweisen, in der Gruppe mit reiner Peritonealkarzinose
waren es 22,2% (4 von 18) (p = 0,027). Dagegen wiesen 25,0% der Kontrollgrup-
pe (14 von 56) ein mutiertes BRAF auf. Bezogen auf die klinischen Parameter
zeigte sich, dass eine Mutation im BRAF-Gen haufig mit einem schlechteren Dif-
ferenzierungsgrad assoziiert ist: BRAF Wildtyp lieR sich bei insgesamt 83,1% (103
Falle) aller Patienten nachweisen, davon handelte es sich bei 41,7% (43 von 103
Wildtyp- Fallen) um einen G2 Tumor und bei 54,3% (58 von 103 Wildtyp-Fallen)

um einen G3 Tumor. Eine Mutation zeigte sich bei insgesamt 16,9% (21 von 124
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Fallen), davon handelte es sich bei 23,8% um G2 Tumoren ( 5 von 21), bei 57,1%
(12 von 21) um G3 Tumore und bei 9,5% (2 von 21) um G4 Tumore (p=0,007).

p53

Im Bezug auf klinische Parameter liefl sich bei dem Marker p53 kein Unterschied
in der Auspragung der Expression feststellen. Innerhalb der Vergleichsgruppen
zeigte sich jedoch ein Unterschied (p=0,042): 48,2 % aller 56 Falle in der Kontroll-
gruppe wiesen eine hohe Expression von p53 auf, bei der Gruppe mit reiner
Peritonealkarzinose waren es 22,2% (4 von 18) und bei der Gruppe mit Fernme-
tastasen 60,0% (30 von 50 Fallen). Dabei fand sich bei 56,8% (21 von 37 Fallen) in
der Gruppe mit alleiniger Lebermetastasierung eine hohe p53 Expression und bei
69,2% (9 von 13) innerhalb der Gruppe die eine kombinierte Leber- und

Peritonealausbreitung aufwiesen.

CD133

Insgesamt zeigte sich bei 77,4% (96 von 124) eine niedrige CD133 Expression und
bei 22,6% (28 von 124) eine hohe Expression. Bezogen auf die Formen der Meta-
stasierung liel} sich folgendes feststellen: Patienten der Vergleichsgruppe mit
einem metastasenfreien Uberleben von 5 Jahren zeigten in 12,5% der Fille (7
von 56) eine hohe CD133 Expression. Die Gruppe der Patienten mit alleiniger
Peritonealkarzinose zeigten 11,1% (2 von 18 Fallen) eine hohe CD133 Expression.
Im Falle der Gruppe mit einer Lebermetastasierung fand sich bei 45,9% (17 von
37) der Patienten eine hohe CD133 Expression und bei der Gruppe die sowohl
eine Peritonealkarzinose als auch eine Lebermetastasierung entwickelten waren
es 15,4% (2 von 13). Daraus lasst sich ableiten, dass eine Fernmetastasierung mit
erhohter CD133 Expression einhergeht (p=0,001). Es zeigt sich, dass eine hohe
CD133 Expression insgesamt mit einem erhohten Risiko fiir die Ausbildung von
Metastasen verbunden ist: 75% (21 von 28) der Falle mit hoher CD133 Expressi-

on gehoren zur M1 Gruppe (p=0,018).
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CD44

Eine hohe CD44 Expression liel sich bei 47,6% (59 von 124) der Falle nachweisen.
Dabei wiesen 23,2% der Kontrollgruppe (13 von 56), 55,6% der
Peritonealkarzinose-Falle (10 von 18) und 70,3% aller Falle mit reiner Lebermeta-
stasierung (26 von 37) eine hohe CD44 Expression auf. Bei der Gruppe mit kom-
binierten Lebermetastasen und Peritonealkarzinose fand sich eine hohe Expres-
sion bei 77% (10 von 13 Fallen). Das zeigt, dass eine hohe CD44 Expression ver-
mehrt mit der Ausbildung von Fernmetastasen verbunden ist (p=0,00001). Teilt
man die 124 Falle nur in M1 (68 von 124 Fallen) und MO (56 von 124 Fillen) und
korreliert diese mit der CD44 Expression so ergibt sich ein P-Wert von
p=0,0000008: 46 Falle in der M1 Gruppe weisen eine hohe CD44 Expression auf,
das entspricht 37,1 % aller Falle und 67,6% der 68 M1 Falle. Dagegen zeigen nur
10,5% (13 von 124) Falle der MO Gruppe eine hohe Expression, dies entspricht
23,2% (13 von 56). Die Gruppe M1 beinhaltet alle Falle mit Leber-, Peritoneal-,
und gleichzeitiger Leber- und Peritonealmetastasierung.

Betrachtet man die Korrelation von CD44 mit einem positiven Nodalstatus, den
insgesamt 55,6% der Falle aufweisen (69 von 124) so lasst sich feststellen, dass
mit einem P-Wert von p=0,035 eine hohe CD44 Expression mit der Ausbildung
von Lymphknotenmetastasen verbunden ist: Wahrend in der Gruppe mit niedri-
ger CD44 Expression 47,6 % einen positiven Nodalstatus aufwiesen (31 von 65
Fallen), weisen 64,4% (38 von 59) in der Gruppe mit hoher CD44 Expression ei-

nen positiven Lymphknotenstatus auf.

S-Catenin

Eine positive Korrelation lieR sich mit einer Signifikanz von p=0,00000002 zwi-
schen einer hohen f3-Catenin Expression und den Vergleichsgruppen M1 und MO
nachweisen: Es zeigte sich bei 47,6% (59 von 124 Fallen) eine hohe f3-Catenin
Expression, dabei befinden sich bezogen auf die Gruppen 70,5% (48 von 68) in
der M1 Gruppe und 19,6% (11 von 56) in der MO Gruppe. Eine hohe Expression
von f3-Catenin ist also insgesamt haufiger bei Primartumoren nachzuweisen, die
zu Metastasenbildung neigen. Schlisselt man die M1 Gruppe in ihre Untergrup-
pen auf so zeigt sich bei 66,7% (12 von 18) der Peritonealkarzinosefalle, bei 73%

(27 von 37) der Lebermetastasenfille und bei 69,2% (9 von 13) der Falle einer
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gleichzeitigen Leber-und Peritonealmetastasierung eine hohe Expression von f3-
Catenin (p= 0,0000005). Bezogen auf den Differenzierungsgrad liel8 sich nachwei-
sen, dass schlechtere Differenzierungsgrade wie G3 und G4 vermehrt eine nied-
rige f3-Catenin Expression aufweisen: So zeigte sich diese bei 60,8% (45 von 74)
der G3 und G4 Félle. Die Tumorgrade G1 und G2 wiesen dagegen in 61,2% (30

von 49) der G1 und G2 Félle eine hohe f3-Catenin Expression auf.

Kombination der Marker CD133, CD44 und f3-Catenin

Die Markerkombination hohe CD133 und hohe f3-Catenin Expression lieR sich bei
37,8% (14 von 37) der Gruppe mit reiner Lebermetastasierung gegeniber 5,6%
(1 von 18) der Falle mit Entwicklung einer Peritonealkarzinose nachweisen
(p=0,00002).

Die Markerkombination hohe CD44 und hohe f3-Catenin Expression zeigte sich
bei 48,6% der Falle mit Lebermetastasierung (18 von 37) und bei 27,8% (5 von
18) der Falle mit einer Peritonealkarzinose (p=0,0000003).

Kombiniert man alle drei Marker miteinander so erreicht man eine noch héhere
Signifikanz (p= 0,0000000007): Eine erhohte nukleare f3-Catenin Expression, hohe
CD44 Expression und/oder hohe CD133 Expression findet sich bei 27,8% (5 von
18) der Félle der Peritonealkarzinosegruppe und bei 67,6% (25 von 37) der Falle

der Lebermetastasengruppe.

MMR-Defekt

Ein MMR-Defekt lieB sich bei 3,2% aller Patienten nachweisen (4 von 124). Eine
signifikante Korrelation mit klinischen Parametern lieB sich nicht finden, jedoch
zeigen sich einige Tendenzen: Unter den 4 Fallen mit MMR-Defekt, handelt es
sich bei 75% (3 von 4) um weibliche Patienten, auRerdem wiesen 100% einen
positiven Nodalstatus auf und befanden sich in der M1 Gruppe. Dabei befinden
sich 75% in der Gruppe mit der Entwicklung einer Peritonealkarzinose (3 von 4)

und 25% (1 von 4) in der Gruppe mit einer Lebermetastasierung (p=0,002).
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Kombination der Marker fehlender MMR-Defekt, f3-Catenin, CD44 und CD133
Expression

96,8% (120 von 124) der Falle des gesamten Kollektivs weisen keinen MMR-
Defekt auf. Vergleicht man hier die Expression von nukledarem f-Catenin, CD44
und CD133 lasst sich folgendes finden: In der MO-Gruppe zeigt sich bei 1,8 % (1
von 56) eine hohe Expression von f8-Catenin und CD144 und bei 1,8% (1 von 56)
eine hohe Expression von f3-Catenin und CD133. Bei insgesamt 3,6% findet sich
eine hohe f-Catenin Expression, CD44 Expression und/oder eine hohe CD133
Expression (2 von 56). Verglichen mit der Gruppe der Peritonealkarzinose: Hier
zeigen 20 % (3 von 15) eine hohe f3-Catenin Expression und gleichzeitig eine hohe
CD44 Expression, kein Fall weist eine erhdhte f3-Catenin und CD133 Expression
auf und 20% (3 von 15) weisen eine hohe f3-Catenin, CD44 und/oder gleichzeitige
CD133 Expression auf. In der Gruppe der alleinigen Lebermetastasierung, die 36
Falle umfasst zeigt sich bei 50% (18 von 36) eine hohe Expression von f3-Catenin
und CD44, bei 38,9% (14 von 36) eine hohe Expression von f3-Catenin und CD133
und bei 69,4% (25 von 36) sowohl eine hohe f8-Catenin, CD44 und/oder CD133
Expression (p=0,0000000001).
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Tabelle 18: Korrelation der untersuchten Biomarker und Biomarkerkombinationen mit den un-

terschiedlichen Metastasierungsmustern (Prozentwerte sind in Klammern angegeben; fett ge-

druckte Werte sind statistisch signifikant)

Merkmal Alle Fille Keine Meta- Peritonealkarzi  Lebermeta- Beides p
stasen nose stasen
gesamt 124 (100.0) 56 (45.2) 18 (14.5) 37(29.8) 13 (10.5)
MMR-Defekt
ja 4(3.2) 0(0) 3(16.6) 1(2.7) 0(0) 0.005
nein 120 (96.8) 56 (100.0) 15 (83.3) 36 (97.3) 13 (100.0)
S-Catenin
niedrig 65 (52.4) 45 (80.4) 6(33.3) 10 (27.0) 4 (30.8) 0.000000484
hoch 59 (47.6) 11 (19.6) 12 (66.7) 27 (73.0) 9(69.2)
cD44
niedrig 65 (52.4) 43 (76.8) 8 (44.4) 11(29.7) 3(23.0) 0.00000994
hoch 59 (47.6) 13(23.2) 10 (55.6) 26 (70.3) 10 (77.0)
CD133
niedrig 96 (77.4) 49 (87.5) 16 (88.9) 20 (54.0) 11 (84.6) 0.001
hoch 28 (22.6) 7 (12.5) 2(11.1) 17 (45.9) 2 (15.4)
S-Catenin und CD44
hoch
negativ 93 (75.0) 55 (98.2) 13(72.2) 19 (51.4) 6(46.2) 0.00000033
positiv 31(25.0) 1(1.8) 5(27.8) 18 (48.6) 7 (53.8)
f-Catenin und CD133
hoch
negativ 106 (85.5) 55 (98.2) 17 (94.4) 23(62.2) 11 (84.6) 0.00002
positiv 18 (14.5) 1(1.8) 1(5.6) 14 (37.8) 2(15.4)
S-Catenin plus CD44
und/oder CD133
hoch
negativ 85 (68.5) 54 (96.4) 13(72.2) 12 (32.4) 6 (46.2) 0.0000000007
positiv 39 (31.5) 2(3.6) 5(27.8) 25 (67.6) 7(53.8)
kein MMR-Defekt, 8-
Catenin und CD44 120 (96.7) 56 (46.7) 15 (12.5) 36 (30.0) 13 (10.8)
hoch
negativ 91 (75.8) 55 (98.2) 12 (66.7) 18 (48.6) 6(46.2) 0.0000001339
positiv 29 (24.2) 1(1.8) 3(16.7) 18 (48.6) 7 (53.8)
kein MMR-Defekt, 8-
Catenin und CD133 120 (96.7) 56 (46.7) 15 (12.5) 36 (30.0) 13 (10.8)
hoch
negativ 103 (85.8) 55(98.2) 15 (83.3) 22 (59.5) 11 (84.6) 0.0000431
positiv 17 (14.2) 1(1.8) 0(0) 14 (37.8) 2 (15.4)
kein MMR-Defekt, 8-
Eize/r;ige‘ilgéggy 120 (96.7) 56 (46.7) 15 (12.5) 36(30.0)  13(10.8)
hoch
negativ 83 (69.2) 54 (96.4) 12 (66.7) 11 (29.8) 6 (46.2) 0.0000000001
positiv 37(30.8) 2(3.6) 3(16.7) 25 (67.6) 7(53.8)
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6 Diskussion

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass sich das kolorektale
Karzinom mit Hilfe von Biomarkern in einzelne Subgruppen einteilen lasst, die
mit verschiedenen Metastasierungsmustern korrelieren. Mit Kenntnis der Bio-
marker und der moglichen Folgen einer Expression lieBen sich in Zukunft viel-
leicht Rickschliisse auf Prognose und Therapieansprechen ziehen. Zur Untersu-
chung dieser Theorie wurde ein sehr sorgfaltig und speziell ausgewahltes Patien-
tengut anhand etablierter Biomarker klassifiziert und diese in verschiedenen
Kombinationen angewendet um eine bestmégliche Einordnung der Gruppen vor-

zunehmen.

Bedeutung der Expression der Marker f3-Catenin, CD44 und CD133 fiir das Aus-

breitungsmuster

Die Fernmetastasierung ist der prognosebestimmende Faktor des kolorektalen
Karzinoms. Aufgrund der Tatsache, dass es aber auch Tumoren zu geben scheint,
die eine nur eine Peritonealkarzinose entwickeln oder in keiner Form eine Meta-
stasierung aufweisen, gilt es Marker zu identifizieren, die eine Aussage liber das
Metastasierungsrisiko zulassen. Da die Entwicklung sog. "Stammzell"-
Eigenschaften laut heutigem Kenntnisstand die Tumorzellen dazu befahigt, Me-
tastasen zu bilden, beschaftigt sich diese Arbeit mit der Expression einzelner
Stammzellmarker und deren Kombination um eine mdglichst hohe Diskriminati-

onsfahigkeit zu erhalten, s. Tabelle 18.
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Korrelation mit klinischen Parametern

In unserer Arbeit zeigte sich, dass eine hohe f8-Catenin Expression positiv mit der
Ausbildung von Lymphknotenmetastasen (p = 0,00077) und mit der Ausbildung
von Fernmetastasen (p = 0,00000011) verbunden ist. Dies unterstitzt die Theo-
rie, dass f8-Catenin wichtig im Zuge der Ausbreitung der Tumorzellen ist. Es konn-
te in Studien gezeigt werden, dass eine erhohte f8-Catenin Expression mit positi-
ven Nodalstatus vergesellschaftet ist (96) und als ungiinstiger Prognosefaktor gilt

(97, 98).

Eine hohe CD133 Expression ist positiv mit einer Lebermetastasierung korreliert

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine positive Korrelation einer hohen CD133
Expression mit dem Vorhandensein einer Lebermetastasierung: In der MO Grup-
pe weisen nur 5,6% (7 Falle) eine hohe CD133 Expression auf, in der
Peritonealkarzinose-Gruppe 1,6% (2 Falle). Im Vergleich dazu sind es 13,7% (17
Falle) in der Gruppe mit Lebermetastasen. Nimmt man noch die Gruppe hinzu,
die sowohl Peritonealkarzinose als auch Lebermetastasen aufweist, erh6ht sich
der Prozentsatz auf 15,3% (p= 0,001). Vergleicht man nur Peritonealkarzinose
und Lebermetastase innerhalb der Metastasengruppe zeigen von 28 Fallen mit
hoher CD133 Expression 60,7% eine Lebermetastasierung (67,8%
Peritonealkarzinose und Lebermetastase) und nur 7,1% eine Peritonealkarzinose.
Diese Korrelation konnten auch Horst et al. in einer Studie zeigen (44). Aufgrund
dieser Tatsache ist anzunehmen, dass eine erh6hte Expression des Stammzell-
markers CD133 in den Primartumoren moglicherweise eine wichtige Rolle bei
Tumorwachstum, Invasion und Ausbreitung in andere Organe spielt. Aber weder
Horst et al. konnten in einer "knock-down" Studie eine Korrelation zwischen ei-
ner CD133 Expression und Tumorwachstum oder Ausbreitung feststellen (44),
noch zeigten sich Unterschiede zwischen CD133+ und CD133- Zellen und ihren
Fahigkeiten der Tumorinitiierung in vitro einer Studie von Shmelkov et al. (99).
Das heildt, dass in sowohl CD133+ als auch CD133- Zelllinien aus Tumoren Eigen-
schaften zur Metastasenbildung besalRen. Wenn CD133 laut heutigem Wissens-

stand auch keine funktionale Rolle spielen mag, so ist sein prognostischer Wert
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gesichert: Patienten mit einer hohen CD133 Expression zeigen ein niedrigeres
Gesamtiliberleben. Da CD133 aber auch mit einer Lebermetastasierung korreliert
und der Status der Metastasierung einen hohen Einfluss auf das Langzeitliberle-
ben hat, besteht der Zusammenhang moéglicherweise darin. Unabhangig von der
Ursache dieses Zusammenhangs ldsst sich aber mit der Analyse von CD133 eine
Hochrisikogruppe detektieren (44, 100). Eine erhéhte CD133 Expression trat nur
in 11,1% (2 Fallen) in der Gruppe mit der Entwicklung einer Peritonealkarzinose
auf. Geht man davon aus es handelt sich um verschiedene Subgruppen, lasst das
darauf schliellen, dass dieser Subgruppe moglicherweise bestimmte Stammzell-
eigenschaften fehlen (100) und man anhand dieses Markers zum jetzigen Zeit-
punkt zumindest eine Aussage Uber das wahrscheinliche Ausbreitungsmuster

treffen kann.

CD44 zeigt als alleiniger Marker wenig Relevanz in der Einschétzung des Ausbrei-

tungsmusters

Laut einigen Studien ist eine erhohte Expression von CD44 mit einer schlechteren
Prognose und einem erhohten Risiko einer Fernmetastasierung verbunden (101,
102), aber es existieren laut Horst et al. (93) auch Studien in denen die Aussagen
beziiglich des prognostischen Werts abweichen. Auch in dieser Arbeit liel3 sich
eine Korrelation zwischen einer hohen CD44 Expression und einer Fernmetasta-
sierung feststellen (p=0,00000257). Vergleicht man nur die einzelnen Metastasie-
rungsgruppen miteinander, ohne die Kontrollgruppe MO, so lasst sich keine Kor-
relation finden (p=0,401) (Die Ergebnisse wurden in dieser Arbeit nicht in einer
Tabelle dargestellt, siehe aber Neumann, Lohrs et al. " Cancer Stem Cell Markers
Are Associated With Distant Hematogenous Liver Metastases But Not With Peri-
toneal Carcinomatosis in Colorectal Cancer" (100)). Es konnte also der Nachweis
erbracht werden, dass eine erhéhte CD44 Expression mit dem Risiko einer Meta-
stasierung vergesellschaftet ist, eine genaue Zuordnung zu einer Form der Meta-
stasierung ist aber nicht moglich: Dadurch dass auch 21,7% innerhalb der Gruppe
mit hoher CD44 Expression eine Peritonealkarzinose aufwiesen (10 Falle), liel8
sich kein signifikanter Unterschied zwischen einer Peritonealkarzinose und einer

Lebermetastasierung zeigen. Moglicherweise kdnnte das an dem in der Studie
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verwendeten Antikorper liegen. Wir verwendeten den G44-26 Klon. Dieser Anti-
korper detektiert alle CD44-Isoformen, was aufgrund der geringen Spezifitat dazu
flhren kdnnte, die Anzahl der CD44 positiven Zellen Gberzubewerten (100). Der
Antikoérper wird in der Detektion von Stammzellen eingesetzt, sollte also im
Normalfall geeignet sein, diese zu identifizieren (100). In unserem Fall hatte eine
alleinige Analyse der CD44 Expression zwar die prognostisch unglinstigen Falle
herausfiltern kénnen, es lieRen sich aber keine sicheren Aussagen beziiglich der

zu erwartenden Metastasierung treffen.

[3-Catenin besitzt als alleiniger Marker keine suffiziente Diskriminationsféhigkeit

In dieser Arbeit konnte eine positive Korrelation zwischen einer erhdhten
nukledren f8-Catenin Expression und dem Auftreten von Lymphknotenmetasta-
sen (p=0,00077) und einer Metastasierung (p=0,00000011) gezeigt werden. In
einem Vergleich der einzelnen Subgruppen von M1 lieBen sich keine Unterschie-
de feststellen, s. Neumann, Lohrs et al. (100). 25% (12 Falle) mit
Peritonealkarzinose gegeniber 56,3% (27 Falle) mit Lebermetastasierung von
den insgesamt 48 Fallen der M1 Gruppe zeigten eine hohe f3-Catenin Expression.
Dass die Uberexpression von f-Catenin aufgrund seiner Rolle als Effektor im
Whnt-Signalweg wichtig in der Entwicklung von kolorektalen Karzinomen ist, ist
schon langer bekannt (103). Da vor allem die Uberexpression des nukledren f3-
Catenins die Zellen wahrscheinlich zu Migration und Invasion befdhigt, ist die
Verteilung desselben innerhalb des Tumors von entscheidender Bedeutung. So
zeigt sich nukleares f8-Catenin vornehmlich an der sog. Invasionsfront, wahrend
innerhalb des Tumors membranstandiges f8-Catenin dominiert, so wie in norma-
len Gewebe auch (75, 103). Laut dem Migrating Cancer Stem Cell (MCS) Modell
von Jung et al. (104) erlangen einige der Tumorzellen durch EMT, die sich durch
eine Uberexpression von f3-Catenin und die konsekutive Expression von f3-
Catenin Zielgenen auszeichnet und weitere, bis heute unbekannte Mutationen,
sowie Einflisse durch das umliegende Gewebe die Fahigkeit zur Invasion und zur
Bildung von Metastasen. Es stellt sich die Frage, betrachtet man das MCS-Zell-
Modell, ob es sich bei der Gruppe mit reiner Peritonealkarzinose um eine eigene

Tumorentitat handeln kénnte, die zwar gewisse Fahigkeiten, wie die der Invasion
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in umliegendes Gewebe durch eine EMT erlangt, aber keine MCS entwickeln
kann und nur lokal destruierend wachst. Das kdnnte die Ursache fir die in der
Arbeit in beiden Metastasierungsformen auftretende nukledre 8-Catenin Expres-
sion sein. Es gilt in weiteren Studien die Faktoren zu identifizieren, die in der
schrittweisen Entwicklung einer EMT eine Rolle spielen und weiter zu den Eigen-

schaften der MCS-Zellen fiihren.

Die Kombination einzelner Marker als méglicher Algorithmus

Um die Diskriminierung zwischen den einzelnen Risikogruppen zu verbessern
lassen sich die einzelnen Marker in verschiedenen Algorithmen kombinieren. Bei
der Entwicklung der Theorie, dass eine Kombination einzelner Marker bessere
Ergebnisse bezlglich der Unterscheidung zwischen den einzelnen Ausbreitungs-
mustern liefern kdnnte, stlitzen wir uns auf Studien, die das Auftreten derer be-
handelten: Du et al. postulieren, dass es fast nie zu einer Co-Expression von CD44
und CD133 kommt (93, 105) und wir konnten erstmalig zeigen, dass eine CD133
Expression bei Peritonealkarzinosen entwickelnden Tumoren so gut wie gar nicht
vorkommt. Da auch die Analyse von f3-Catenin allein keine ausreichende Diskri-
minationsfahigkeit zeigte und laut Horst et al. eine erhohte nukledre f3-Catenin
und CD133 Expression unabhdngig voneinander auftreten (106), erschienen
Kombinationen dieser drei Marker sinnvoll, um moglichst genau Unterschiede im
Risiko der Ausbreitung zu detektieren. Vergleicht man die Kombinationen mitei-
nander wird ersichtlich, dass die Anwendung aller drei Marker das Ergebnis mit
der hochsten statistischen Signifikanz liefert, s. Abb. 10 und Tabelle 18. Mit ei-
nem p-Wert von p=0,0000000007 zeigte sich die erhdohte Expression der Stamm-
zellmarker in der Gruppe der Lebermetastasen im Vergleich zur
Peritonealkarzinose. Auch bei alleinigem Vergleich der Metastasengruppen ohne
die Kontrollgruppe, fand sich nun ein signifikanter Unterschied mit p=0,021. Die
Kombinationen f3-Catenin und erhohte CD44 Expression, bzw. f8-Catenin und er-
hohte CD133 Expression zeigten dagegen Werte von p=0,00000033, bzw.
p=0,00002. Die Moglichkeit, dass eine Kombination der Marker CD133 und f-
Catenin mit einer ungiinstigen Prognose in Stadium lla Tumoren verbunden ist,

konnten schon Horst et al. (106) in ihrer Studie aufzeigen, unsere Ergebnisse
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stltzen diese Theorie, da eine Fernmetastasierung den groRten Einfluss auf das
Gesamtuberleben hat.

Aufgrund des von Neumann et al. (45) kirzlich entwickelten Algorithmus wende-
ten wir zur noch besseren Diskrimination eine Kombination der Marker "kein
MMR-Defekt, hohe f8-Catenin, CD133 und CD44 Expression" an. Neumann et al.
konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Markerkombination hMLH1 positiv (kei-
ne MSI), 8-Catenin Expression erhoht und/oder CD133 Expression erhoht ein
hohes Risiko einer Lebermetastasierung aufweisen (45), dagegen das Risiko fur
eine Metastasierung bei Verlust der hMLH1 Expression extrem gering war. Diese
Ergebnisse dienten dieser Arbeit als Grundlage um mogliche Unterschiede zwi-
schen der Peritonealkarzinose-Gruppe und der Lebermetastasen-Gruppe aufzu-
decken. In Anlehnung an diesen Algorithmus liel sich folgendes feststellen: Mit-
tels der Kombination "kein MMR Defekt, 3-Catenin plus CD44 und/oder hohe
CD133 Expression" erhielt man die hochste Diskriminierung zwischen den Grup-
pen (p=0,0000000001). Die Kombination weist auf ein hohes Risiko zur Ausbil-
dung von Fernmetastasen dieser Gruppe von Tumoren hin (25 von 36 Fallen). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass in der Gruppe der Peritonealkarzinose ausbil-
denden Tumore diese Kombination so gut wie gar nicht vorkommt (in 3 von 15

Fallen), s. auch Neumann, Lohrs et al.
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Mutationen im EGFR-Signaltransduktionsweg

Laut aktuellem Wissenstand spielen Mutationen im EGFR-
Signaltransduktionsweg eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von Tumo-
ren (107, 108). Bezogen auf das Kolonkarzinom handelt es sich oft um eine Muta-
tion im KRAS-Gen, die in ca. 40% (61) der Karzinome auftritt. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich eine Mutation im Exon 2 des KRAS-Gens in 27,4% der Falle (34
von 124), dies ist etwas weniger als erwartet. Verschiedene Studien (109-111)
konnten zeigen, dass eine Mutation im KRAS-Gen mit einer erhdhten Wahr-
scheinlichkeit in Tumoren vorkommen, die eine Lebermetastasierung hervorru-
fen. In unserer Studie lieR sich jedoch keine signifikante positive Korrelation zwi-
schen mutiertem KRAS und einer Fernmetastasierung in die Leber feststellen: Es
trat bei lediglich 27% (10 von 37) Fallen mit einer Lebermetastasierung eine Mu-
tation auf dem KRAS-Gen auf. In der Kontrollgruppe ohne Metastasen wies ein
prozentualer Anteil von 33,9% (19 Falle) eine Mutation auf, der restliche Anteil
von 66,1% zeigte einen KRAS-Wildtyp. Jedoch war in der Gruppe mit reiner
Peritonealkarzinose das Auftreten einer KRAS-Mutation nur in 11,1% (2 von 18
Fallen) zu beobachten. Es besteht damit zwar keine statistische Signifikanz
(p=0,161), jedoch ist die Tendenz abzulesen, dass mutiertes KRAS haufiger in
Fernmetastasen-bildenden Tumoren zu finden ist und seltener in sich lokal Aus-
breitenden (109). Dieses Ergebnis wiirde die Theorie der unterschiedlichen
Tumorgenesewege stiitzen. Warum sich so viele Falle von mutiertem KRAS in der
Kontrollgruppe finden, ist unklar. Obwohl die Mehrzahl der Lebermetastasen im
1. Jahr nach Diagnosestellung auftritt, besteht laut einer groRen Studie von
Landreau et al. auch in dem Zeitraum von 5 bis 10 Jahren nach Erstdiagnose ein
Risiko von 2,2% eine Lebermetastasierung zu entwickeln (112). Der Grund wa-
rum der Anteil von mutiertem KRAS in der Gruppe der Lebermetastasierung in
dieser Arbeit etwas kleiner ausfallt, aber auch der vergleichsweise hohe Wert in
der Kontrollgruppe kénnten der geringen Fallzahl geschuldet sein, die statistisch
signifikante Aussagen erschwert. In anderen Studien betrug der Anteil der Fille
mit mutiertem KRAS an den metastasierten Fallen deutlich mehr. Es ist jedoch
erwahnenswert, dass die Angaben zur Haufigkeit des Auftretens einer Mutation

und dem Risiko der Fernmetastasierung zwischen den Studien sehr stark differie-
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ren: Es werden Werte zwischen 30% und 54% angegeben (64, 110, 113). Diese
unterschiedlichen Angaben lassen weitere Studien sinnvoll erscheinen um eine
genaue Risikoevaluation vornehmen zu kdnnen.

Der prognostische Wert einer KRAS-Mutationsanalyse ist umstritten: Laut der
RASCAL | und Il Studien scheinen bestimmte Mutationen Einfluss auf das Ge-
samtliberleben bzw. das Risiko eines Wiederauftretens zu haben (61, 114, 115),
was wiederum die PETACC-3 Studie nicht bestatigen konnte (114, 116). Auch die
Angaben zum Auftreten einer Mutation des KRAS-Gens bezogen auf den Diffe-
renzierungsgrad und die klinische Relevanz sind unterschiedlich (58, 108, 114,
116). Aktuell gibt es Hinweise darauf, dass es moglicherweise Unterschiede in
Prognose und Uberleben zwischen den einzelnen vorkommenden Mutationen
auf Exon 2 gibt (Ubersicht (iber die haufigsten Typen, s. Tabelle 3) (114, 115). So
scheint eine Mutation auf Kodon 13 eine aggressiverere Form des kolorektalen
Karzinoms darzustellen: Laut Modest et al. kommt es bei dieser Form haufiger
sowohl zu Lymphknoten-, als auch zu Fernmetastasen (117), Faktoren, die eine
unglnstige Prognose nach sich ziehen. In dieser Arbeit lassen sich keine signifi-
kanten Aussagen beziiglich der Assoziation einer KRAS-Mutation mit klinischen
Daten treffen, was eher die Theorie unterstiitzen wiirde, dass es keinen Zusam-
menhang zwischen Differenzierungsgrad oder Tumorstadium und damit der
Prognose gibt. Allerdings wurden in dieser Arbeit keine statistischen Auswertung
beziiglich einzelner Mutationen (z.B. Kodon 12 oder 13) im Zusammenhang mit
klinischen Parametern durchgefiihrt. Der pradiktive Nutzen einer KRAS-
Mutationsanalyse gilt jedoch als gesichert, aufgrund der Tatsache, dass nur Pati-
enten mit KRAS-Wildtyp auf eine Therapie mit monoklonalen Antikérpern gegen
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGFR ansprechen (58, 63, 118).
Verwendung finden die monoklonalen Antikorper Cetuximab (Erbitux®) und
Panitumumab (Vectibix®), zugelassen sind diese nur fir Tumorstadium IV und
Patienten mit KRAS-Wildtyp. Sie werden entweder in Kombination mit einer
adjuvanten Chemotherapie (Irinotecan oder FOLFOX) oder bei Versagen der Erst-
linientherapie als Monotherapie verabreicht (56, 119). Durch die Anwendung
dieser zielgerichteten Therapie konnte in den letzten Jahren das Tumorprogres-
sions-freie Uberleben von Patienten mit Tumorstadium IV und KRAS-Wildtyp

gesteigert werden (120, 121). Patienten mit einer KRAS-Mutation sprechen nicht
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auf eine Therapie mit monoklonalen Anti-EGFR-Antikorpern an (57), aber auch
nur ca. 60% der Patienten mit einem KRAS-Wildtyp profitieren von einer Thera-
pie mit Anti-EGFR-Antikdrpern (122). Daraus lasst sich schlieRen, dass es noch
weitere Veranderungen geben muss, die die Resistenz gegen Epidermal-Growth-
Factor-Receptor(EGFR)-Inhibitoren bewirken (57).

Zur Identifikation moglicher pradiktiver Biomarker, die das Therapieansprechen
betreffen beschaftigten sich einige groRangelegte randomisierte Studien, wie z.
B. die CRYSTAL- und die OPUS-Studie mit Biomarkern, die ebenfalls in der EGFR-
abhangigen Signaltransduktion eine Rolle spielen (121). Einer davon ist die Muta-
tionsanalyse des BRAF-Gens, das auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wur-
de. Innerhalb der Falle, die einen KRAS-Wildtyp aufweisen, lassen sich in ca. 5-
15% Mutationen im BRAF-Gen detektieren (108, 110). In dieser Arbeit lag der
Anteil der BRAF-Mutationen innerhalb der Gruppe mit KRAS-Wildtyp bei einem
prozentualen Anteil von 23,3%. Wobei erwdhnt werden muss, dass 66,7% in der
Vergleichsgruppe ohne Metastasen auftraten (14 von 21 Fallen). Auch diese Ab-
weichung vom zu erwartenden Ergebnis konnte auf die geringe Fallzahl zuriickzu-
flihren sein. Die Bedeutung einer BRAF-Mutationsanalyse als pradiktiver Biomar-
ker wird kontrovers diskutiert. Es gibt Studien, die keinen pradiktiven Wert zei-
gen konnten, wie die OPUS und die CRYSTAL Studie: Eine Mutation auf dem
BRAF-Gen brachte keinen Vorteil im Ansprechen auf eine Therapie mit Anti-
EGFR-Rezeptor-Inhibitoren bei Patienten mit KRAS-Wildtyp (121, 123). De Roock
et al. wiederum wiesen in einer Studie nach, dass eine Mutation auf dem BRAF-
Gen durchaus einen positiven Effekt auf das progressionsfreie Uberleben unter
Anti-EGF-Rezeptor-Inhibitor-Therapie haben kann (122, 124). Aufgrund der ab-
weichenden Ergebnisse in den einzelnen Studien, wird wohl in Zukunft noch
mehr Aufmerksamkeit darauf verwendet werden missen, die Rolle von BRAF als
pradiktiven Marker zu definieren (125). Inwiefern eine Therapie mit sog. BRAF-
Inhibitoren wie z.B. Vemurafenib auf das kolorektale Karzinom Ubertragbar ist
und ob hier der BRAF-Mutationsstatus als pradiktiver Marker fungieren kann, ist
bis heute ebenfalls noch nicht ausreichend geklart (121).

Der prognostische Wert einer BRAF-Mutation hingegen ist besser validiert (108,
110, 121).
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In dieser Arbeit lieR sich in insgesamt 21 Fallen, das entspricht 16,9% des gesam-
ten Kollektivs eine Mutation auf dem BRAF-Gen finden. Dieser Prozentsatz ent-
spricht ungefahr dem zu erwartenden Wert von den in einer Metaanalyse von
Clancy et al. angegebenen 7,4-14,8% (126). Laut Clancy et al. ist eine Mutation
auf dem BRAF-Gen einerseits assoziiert mit weiblichen Geschlecht als auch mit
schlechter Differenzierung und hohen Tumorstadien (126). Diese Aussagen konn-
ten wir in dieser Arbeit bestatigen: Das Auftreten einer Mutation war signifikant
(p=0,007) mit einer schlechten Differenzierung assoziiert (66,7% > G3). Auch trat
bei 18 von 21 Fallen mit mutiertem BRAF, das entspricht 85,7%, ein T-Stadium
von mindestens T3 auf und es zeigte sich bei doppelt so vielen weiblichen Patien-
ten ein mutiertes BRAF wie bei mannlichen (66,7% : 33,3%). Auch das Ergebnis,
das Mutationen auf dem BRAF-Gen vermehrt in hoherem Alter auftreten (15
Falle in der Altersgruppe 265 gegenliber 6 Fallen in der Altersgruppe <65), ist bei
Clancy et al. beschrieben (126). Von Yokota (2012) wird anhand von Ergebnissen
seiner Metaanalyse aulRerdem postuliert, dass eine BRAF-Mutation assoziiert sei
mit peritonealer Ausbreitung: 60% der Falle mit peritonealer Ausbreitung gegen-
Uber 15% mit der Ausbildung von Metastasen wiesen eine Mutation auf (127).
Auch in unserer Studie l3sst sich trotz der kleinen Fallzahl Ahnliches ablesen: Von
7 Fallen mit mutiertem BRAF-Gen, befinden sich 57,1% (4 Falle) in der Gruppe
mit alleiniger Peritonealkarzinose. Betrachtet man zusatzlich die Gruppe, in der
es sowohl zu einer Peritonealkarzinose, als auch zu einer Fernmetastasierung
gekommen ist, erhoht sich der Anteil auf 71,4%. Insgesamt scheint eine Mutation
im BRAF-Gen eher auf eine schlechtere Prognose und ein héheres Risiko des
Wiederauftretens eines Kolonkarzinoms hinzudeuten (127). Es gibt jedoch auch
Studien, die eine BRAF-Mutation verbunden mit einer glinstigen Prognose detek-
tierten (30). Es ist jedoch schwierig, daraus sichere prognostische Schliisse zu
ziehen, denn laut Neumann et al. lasst sich der Biomarker BRAF nur in Kombina-
tion mit der Beurteilung der Mikrosatelliteninstabilitdt prognostisch sinnvoll ein-
setzen (121): Eine BRAF-Mutation die gemeinsam mit einer MSI-H (hohe Mikro-
satelliteninstabilitat) auftritt besitzt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von >70% im
Gegensatz zu Patienten, bei denen eine BRAF-Mutation in Verbindung mit MSS
(keine Mikrosatelliteninstabilitat) auftritt. Hier ist die Prognose ausgesprochen

schlecht (30, 121).
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Bedeutung der Analyse des MIMR-Defekts

Ein MMR-Defekt liel} sich in 3,2% aller Patienten nachweisen (4 Falle). Es wurden
bei der Auswahl des Kollektivs alle Falle mit Verdacht auf das Vorliegen eines
HNPCC ausgeschlossen, so dass es sich bei diesen Fallen ausschlielllich um spo-
radische kolorektale Karzinome handelt, bei denen das Auftreten eines MMR-
Defekts laut Untersuchungen bei ca. 15% (45, 83) liegt. In dieser Arbeit ist der
kleine Prozentsatz moglicherweise auf die geringe Fallzahl zurtickzufiihren. Die
Bedeutung eines MMR-Defekts liegt darin, dass MSI-Tumore sehr selten Fernme-
tastasen bilden. So kdnnen auch Patienten die bei Diagnosestellung ein fortge-
schrittenes T3 Stadium mit positiven Lymphknotenstatus aber eine MSI aufwei-
sen, eine recht glinstige Prognose und ein signifikant besseres 5-Jahresliberleben
zeigen (123, 128). Aullerdem handelt es sich vermehrt um rechtsseitig auftre-
tende Tumoren (45). Auch in unserem Kollektiv befanden sich 75% (3 von 4 Fal-
len) entweder im Caecum oder im Kolon ascendens. Trotz der geringen Fallzahl
lasst sich ein Trend in Bezug auf die Ausbreitung tber die Lymphknoten erken-
nen: 100% wiesen einen positiven Nodalstatus auf, dies ist jedoch bezogen auf
die Fallzahl von insgesamt nur 4 Fallen. Laut Neumann et al. ist eine Lymphkno-
teninvasion zwar positiv mit einem Einbruch des Tumors in die Lymphgefilie
korreliert, dieser aber nicht mit der Entwicklung von Fernmetastasen (121) . In
unserem Fall konnte es sein, dass es sich zwar um Tumore mit positiven
Nodalstatus handelt, diese aber der Gruppe zugehorig sind, die trotzdem nur
unter lokaler Ausbreitung und mit Einbruch in die LymphgefalRe wachst und nicht
Uber den Blutkreislauf in die Leber metastasiert. Gestutzt werden kdnnte diese
Theorie durch die Tatsache, dass sich 3 der Falle in der Gruppe mit
Peritonealkarzinose befinden und nur 1 Fall in der Gruppe, die eine Lebermeta-
stasierung entwickelt, also 75% lokal ausbreitend gewachsen sind. Im Umkehr-
schluss weisen nur 2,7% in der reinen Lebermetastasengruppe einen MMR-
Defekt auf und somit héchstwahrscheinlich eine MSI. Der Anteil der eine Leber-
metastasierung entwickelte liegt noch unter dem in der Literatur angegebenen
Wert von 7,9% (121). Kombiniert man nun nur die Marker BRAF Wt/Mutation

und MMR-Defekt vorhanden oder nicht, sdhe die Einteilung moglicherweise fol-
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gendermalien aus: Es existiert eine Gruppe mit mutiertem BRAF und MSS (bzw.
kein MMR-Defekt), die ein hohes Risiko flir eine Fernmetastasierung aufweist,
sowie eine Gruppe in der BRAF mutiert ist, mit zusatzlichem MMR-Defekt (MSI)
und damit einem sehr geringen Risiko fiir eine Fernmetastasierung und einer
glinstigen Prognose. Wo die Gruppe mit Entwicklung einer Peritonealkarzinose
einzuordnen ist, muss noch genauer untersucht werden. Es lieRen sich in dieser
Arbeit nur 4 Falle mit einem MMR-Defekt und damit potenzieller Mikrosatelliten-
instabilitat finden, was fundierte Aussagen aufgrund der geringen Anzahl nicht
zuldsst. Aufgrund der in anderen Studien veréffentlichten Ergebnisse lasst sich
aber ableiten, dass es sich hier um das Auftreten verschiedener, sich molekular-
pathologisch unterscheidenden Subtypen des kolorektalen Karzinoms handelt, s.
Tabelle 1. Es gilt in Zukunft, die Tumoren noch differenzierter anhand ihres
KRAS/BRAF-Mutationsstatus und des Vorhandenseins einer MSI/MSS einzuteilen,
um so Riickschlisse auf Prognose und Therapieansprechen zu erhalten.

Der pradiktive Wert einer MMR-Defekt Analyse wird schon seit langerem unter-
sucht: Ein gangiges Chemotherapeutikum in der Behandlung des kolorektalen
Karzinoms ist 5-Fluoruracil (5-FU) (56). Dieses Chemotherapeutikum wirkt tGber
eine Hemmung des Zellwachstums und setzt ein intaktes MMR-System voraus.
So profitieren Patienten mit MSS bezogen auf das Gesamtiiberleben von einer
Therapie mit 5-FU, Patienten mit einer MSI nicht (128, 129). Es lasst sich nicht in
allen MSI Fallen ein MMRD finden, da auch andere Mutationen zu einer MSI fiih-
ren konnen (83). Da aber Mutationen in diesen Genen in iber 90% (83) der MSI
Tumore zu finden sind und es das Ziel sein sollte fiir den klinischen Alltag prakti-
kable Algorithmen zu entwickeln, beschrankt sich diese Studie auf den Nachweis
eines MMR-Defekts anhand des immunhistochemischen Nachweises von funkti-
onsfahigem hMLH1 und/oder hMSH2. Laut Shia et al. und Stone et al. ist auch
der immunhistochemische Nachweis eines Ausfalls von hLMH1 oder hMSH2 aus-
reichend um eine MSI nachzuweisen, da die Expressionsverluste der beiden Gene
signifikant mit einer MSI korrelieren (121, 130). Wiirde man sich auf den Nach-
weis einer MSI anhand der Marker hMLH1 und hMSH2 beschréanken, hatte man
eine kostenglinstige und gut verfligbare Moglichkeit in der Routinediagnostik,
die Tumore prognostisch zu klassifizieren und den Nutzen einer Chemotherapie

mit 5-FU einzuschéatzen (121, 131, 132).
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Nutzen einer p53 Diagnostik

Eine Mutation im Tumorsuppressorgen p53 spielt sowohl eine Rolle bei der Ent-
wicklung eines Kolonkarzinoms auf dem sog. klassischen Weg, der mit einer Mu-
tation auf dem APC-Gen beginnt, als auch beim sog. Mischtyp, s. Tabelle 1. In
dieser Arbeit wiesen 49,2 % der Falle eine hohe p53 Expression auf, die auf eine
Mutation hinweist. In der Literatur werden Werte zwischen 34%-65% (133, 134)
angegeben. In dieser Arbeit zeigte sich keine Korrelation einer hohen p53 Ex-
pression mit klinischen Parametern. Laut aktueller Studienlage (The TP53
colorectal cancer international collaborative study, Russo et al.) ist eine p53 Ex-
pression vergesellschaftet mit einer distalen Lokalisation und héheren Tumor-
stadien. Moglicherweise tritt eine erhéhte p53 Expression erst vermehrt in hohe-
ren Tumorstadien auf, da es sich um eine spateres Ereignis in der Mutationsfolge
der Adenom-Karzinom-Sequenz handelt (135). Eine Auswirkung auf das Gesamt-
Uberleben lieR sich bei alleiniger Analyse von p53 in den meisten Studien aber
nicht erkennen (133, 134). Es gibt allerdings auch Studien, die das Gegenteil pos-
tulieren: Liu et al. und Pancione et al. konnten zeigen, dass das Gesamtiiberleben
nach vollstandiger Resektion des Tumors bei erhéhter p53 Expression geringer ist
(136) und das erhohtes p53 mit einem groRerem Risiko fiir Lebermetastasen und
einem geringeren Gesamtiiberleben verbunden ist (137). Auch scheinen p53
exprimierende Karzinome schlechter auf konventionelle Chemotherapeutika
anzusprechen (138). Laut Powell et al. spielt der Verlust von intaktem p53 eine
Rolle bei der Entwicklung der Fahigkeit Metastasen auszubilden (139). Auch in
unserer Studie war das Auftreten von Metastasen mit erhdhter p53 Expression
korreliert ( p = 0,022). Anhand dieser unterschiedlichen Ergebnisse wird ersicht-
lich, wie heterogen die Aussagen bezliglich der Bedeutung einer p53 Expression
sind. Laut McGregor et al., besitzt eine alleinige Analyse der p53 Expression z. B.
weder prognostischen noch pradiktiven Wert (134). Da es sich bei dem Verlust
eines funktionsfahigen p53 aber um nur eines von mehreren aufeinanderfolgen-
den Ereignissen in der Karzinogenese handelt und es in verschiedenen
Karzinogenesewegen eine Rolle spielt, konnte die Moglichkeit bestehen, dass die

Analyse dieses Markers allein nicht suffizient genug ist, eine genaue molekular-
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pathologische Typisierung des Tumors vorzunehmen (s. Abb.1 und Tabelle 1) und
damit pradiktive oder prognostische Aussagen zu treffen. Deshalb ware es sinn-

voll eine p53 Analyse mit einer KRAS- oder BRAF/MSI-Analyse zu kombinieren

(30).
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Bedeutung der Ergebnisse und kritische Betrachtung

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich statistisch signifi-
kante Unterschiede in der Expression einzelner Biomarker zwischen verschiede-
nen Metastasierungsmustern finden lassen und damit auf molekularpathologi-
sche Unterschiede riickgeschlossen werden kann. Was genau die Ursache dieser
Unterschiede ist, bleibt noch zu klaren. Es konnte sich bei den Stammzellfaktor-
exprimierenden Tumoren um eine Hochrisikogruppe fir Fernmetastasierung
handeln, wahrend unklar ist, ob es sich bei den Peritonealkarzinose entwickeln-
den Tumoren um eine eigene Subgruppe mit unterschiedlichen Entstehungsme-
chanismen und vornehmlich lokal-aggressivem Tumorwachstum handelt (100).
Sicher jedoch ist, dass man, auch wenn man die genauen Abldufe der Entwick-
lung der Tumoren noch nicht kennt, Algorithmen basierend auf die Tumormarker
betreffenden Erkenntnissen entwickeln kann, um Risikoeinschdtzung und Thera-
pieplanung vorzunehmen. Es konnte gezeigt werden , dass der von Neumann et
al. entwickelte Algorithmus zur Unterscheidung der Risikogruppen "Lebermeta-
stase" gegeniber "keine Metastasen" (45), auch auf die sehr seltene Gruppe mit
Peritonealkarzinosen anwendbar ist (100). Es muss nun in weiteren Studien ver-
sucht werden, nicht nur zwischen Niedrigrisikogruppe ohne Metastasen und
Hochrisikogruppe mit Fernmetastasierung zu unterscheiden, sondern zusatzliche
Kriterien zu finden, die erlauben die Patientengruppe mit dem Risiko der Ent-
wicklung einer Peritonealkarzinose von der Niedrigrisikogruppe ohne
Metastasenentwicklung zu trennen. Moglicherweise konnte hierzu eine BRAF
Analyse in Verbindung mit einem weiteren Marker in Betracht gezogen werden,
diese Theorie benoétigt jedoch weitere Untersuchungen. Auch miissen die Ergeb-
nisse bezliglich der Reprasentativitdt, auch wenn sie teilweise eine hohe Signifi-
kanz zeigen, kritisch betrachtet werden: Es wurde ein retrospektives Fall-
Kontroll-Studiendesign verwendet. Um die Ergebnisse zu validieren ware mogli-
cherweise ein prospektives Studiendesign notwendig. Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom miussten vor der Entwicklung von Metastasen oder
Peritonealkarzinose auf die Expression der Marker getestet und klassifiziert wer-
den, um nach einem vorher festgelegten Follow-up Aussagen Uber die Richtigkeit

der Vorhersagen treffen zu kdnnen. Auch handelt es sich bei der Entwicklung
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einer Peritonealkarzinose um ein sehr seltenes Ereignis, dementsprechend klein
ist die Fallzahl. Erwdhnenswert ist aber, dass es sich bei dem untersuchten Kol-
lektiv um ein sehr genau klassifiziertes und spezielles Kollektiv handelt. Es wurde
streng selektiert, um eine Verzerrung durch z. B. zufallig eingeschlossene HNPCC-
Falle zu vermeiden, um so eine moglichst hohe Aussagekraft zu erhalten. In An-
betracht der Tatsache, dass sich diese Arbeit auf bereits bestehendes Wissen und
wissenschaftlich fundierte Theorien stitzt und viele Aussagen vorangegangener
Studien bestéatigen konnte, kann man die Ergebnisse dieser Arbeit als valide be-

trachten, es sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig.
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Ausblick und Anwendung

Bei allen den der Arbeit zugrunde liegenden Tests handelt es sich um einfache,
relativ kostenglinstige Methoden, was fiir den klinischen Alltag sehr bedeutsam
ist. Mit der Entwicklung eines einfachen Algorithmus zur Risikoeinschatzung, wa-
re es theoretisch maoglich, friihzeitig durch den Einsatz neoadjuvanter Therapien
und radikaler Operationtechniken in das Geschehen einzugreifen. In letzter Zeit
besteht das Ziel der Forschung nicht nur darin zielgerichtete Therapien hervor-
zubringen, sondern auch darin die Mechanismen aufzudecken, die eine Thera-
pieresistenz hervorrufen. Erkenntnisse aus dem molekularpathologischen Be-
reich tragen einen Teil dazu bei, solche Therapien zu entwickeln. Auch die in die-
ser Arbeit untersuchten Marker sind potentielle Ziele solcher neuen Ansatze: So
hat sich eine KRAS-Testung in der Routinediagnostik aufgrund der Anti-EGFR-
Therapie bereits etabliert. Auch die Resistenz der MSI-Tumore gegeniber einer
5-FU Therapie, welches Teil der Standard-Erstlinientherapie ist, gilt als gesichert,
was zu der Uberlegung fiihrt, bei der Therapieplanung den MSI/MSS Status zu
testen (140). Aktuell erfolgt eine Testung nur bei Verdacht auf ein hereditares
Kolonkarzinom (HNPCC) (56). Das Tumorsuppressorgen p53 gilt ebenfalls als po-
tentieller Ansatzpunk zielgerichteter Therapie: Es gibt Bestrebungen, in den
Signaltransduktionsweg einzugreifen und dadurch den Wildtyp-Status wieder-
herzustellen (138) oder die Sensibilitat der Zellen fur die Chemotherapie zu er-
hohen (141). Da Mutationen im p53-Gen selten gleichzeitig mit Mutationen von
KRAS und BRAF auftreten, wiirde eine Kombination mit Aussagen Uber den
KRAS/BRAF- Status in Zukunft vielleicht an pradiktivem und prognostischem Wert
gewinnen (135).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass eine CD44 Expression Angriffspunkt neuer
zielgerichteter Therapien sein kénnte. In einem Maus-Experiment konnten Sub-
ramaniam et al. das Potenzial dieses Stammzellmarkers zeigen (142), indem sie
das Verhalten und das Wachstum von Tumoren unter Veranderungen der CD44
Expression durch Eingreifen von Vektor-Plasmiden und die Reaktion auf Zytosta-
tika untersuchten. Die Reaktion auf Chemotherapeutika spielt auch bei dem
Stammzellmarker CD133 eine Rolle. Laut einer Ubersichtsarbeit von Ren et al.

zeigen CD133+ Zellen eine groBere Resistenz gegenliber Chemotherapeutika
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(143). Eine Analyse der CD133 Expression kénnte also nicht nur Hinweise auf das
Ausbreitungsmuster, sondern auch bezogen auf das Therapieansprechen geben.
Die Entwicklung zielgerichteter Therapien, die auf 5-Catenin abzielen steht noch
Anfang, es gibt jedoch Studien, in denen sich bereits Erfolge zeigen lieBen und
mittels Eingriffen in den f8-Catenin Signaltransduktionsweg das Tumorwachstum
in vitro verringert werden konnte (144). Es ist ein groBer Fortschritt Ziele auf mo-
lekularer Ebene identifizieren zu kénnen, die moéglicherweise als Angriffspunkte
der Therapeutika dienen. Stammzellen nehmen hier eine Schlisselposition ein,
da sie laut heutigem Wissenstand eine treibende Kraft im Tumorwachstum sind.
Sie selbst zeichnen sich durch asymmetrische Teilung, lange Uberlebenszyklen
und niedrige Teilungsraten aus. Die meisten Chemotherapeutika wirken jedoch
auf Zellen mit hohen Teilungsraten, sodass die Stammzellen der Wirkung ent-
kommen, im Korper verbleiben und zu einem Rezidiv fihren kénnen. Anhand der
Marker konnte man primar den Tumor bezliglich Ausbreitungsmuster klassifizie-
ren, die Zellen mit Stammzellmarkern identifizieren und gezielt z. B. in die
Signaltransduktionswege in die die Stammzellmarker involviert sind eingreifen.
Aufgrund der zahlreichen Anwendungsmoglichkeiten wird deutlich, welches Po-
tential in der Detektierung einzelner Marker steckt. Man muss noch sehr genau
evaluieren, welche Marker in der Routinediagnostik wirtschaftlich und beziglich
ihrer Aussagekraft sinnvoll erscheinen. In dieser Arbeit konnten einige potentiel-
le Marker die zweckdienlich waren identifiziert werden. Es gilt nun in folgenden
Studien die Ergebnisse an groBeren Kollektiven zu bestdtigen um einen validen
Algorithmus zu etablieren, der die Fragestellung nach Ausbreitungsmuster und

eventueller therapeutischer Konsequenzen beantwortet.
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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, dass es sich bei dem kolorektalen
Karzinom um eine heterogene Gruppe von Tumoren handelt, denen moglicher-
weise unterschiedliche Karzinogenesewege zugrundeliegen und die sich anhand
ihres Ausbreitungsmusters und molekularpathologischer Unterschiede einteilen
lassen. So soll ein moglicher Algorithmus entwickelt werden, auf dessen Grund-
lage man Aussagen Uber die weitere Ausbreitung treffen kann. Es konnte mit den
Tests verdeutlicht werden, dass sich die einzelnen Gruppen untereinander in der
Expression der Marker unterscheiden: So war eine BRAF Mutation mit vermehr-
tem Auftreten einer Peritonealkarzinose assoziiert und trat unabhangig von einer
KRAS Mutation auf. Ein erh6htes Risiko der Fernmetastasierung bei KRAS Muta-
tion konnten wir in dieser Arbeit nicht bestatigen, das kdnnte aber an der gerin-
gen Fallzahl liegen. Zu den sehr heterogenen Aussagen eine p53 Mutation und
deren prognostischen oder pradiktiven Wert, lieferte die vorliegende Arbeit das
Ergebnis, dass eine p53-Uberexpression positiv mit einer Lebermetastasierung
korreliert ist, es sind aber noch weitere Studien notwendig um die Mutationsana-
lyse richtig einzuschatzen. Die aussagekraftigsten Ergebnisse lieferten die Unter-
suchungen der Stammzellmarker-Expression: Alle Stammzellmarker zeigten signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die hochste Diskriminationsfahig-
keit lieferte der zuvor von Neumann et al. entwickelte Algorithmus, der die
Stammzellmarker f3-Catenin, CD44 und CD133 unter Ausschluss der MMR-Defekt
Falle kombiniert. Neumann et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass eine Erho-
hung der Expression dieser Marker mit dem Risiko einer Lebermetastasierung
verbunden ist (45). Diese Erkenntnis nutzend wurde der Algorithmus erstmalig
auf die seltene Gruppe der Peritonealkarzinosen angewendet (100). So konnte
einerseits die Theorie von Neumann et al. bestatigt werden und andererseits
gezeigt werden, dass Peritonealkarzinosen entwickelnde Tumore keine oder nur
eine sehr geringe Expression von Stammzellmarkern zeigen und ihnen somit viel-
leicht die Stammzelleigenschaften fehlen, die fir die Entwicklung von Fernmeta-
stasen notig sind. So kdnnte man die Gruppe der kolorektalen Karzinome die
eine Peritonealkarzinose entwickeln eventuell als eigene Subgruppe mit lokal-

aggressiven Tumorwachstum klassifizieren (100). Betrachtet man die Ergebnisse
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dieser Arbeit gesammelt, konnte gezeigt werden, dass die Gruppe der
kolorektalen Karzinome, die sich durch verschiedene Ausbreitungsmuster unter-
scheidet, mittels der Expression einzelner Marker und der Analyse verschiedener
Genmutationen molekularpathologisch eingeteilt werden kann, was Rickschlis-

se auf eventuell unterschiedliche Entstehungsmechanismen zuldsst.
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Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Aa
Abb.
Abd
Al
AlCC
AML
APS
ATP
bidest.
bzw.
ca.
CCD
CIMP
CsC
dest.
dNTP
EGFR
EMT
ERK
FAP
FFPE

Grb

HE
HIPEC
hMLH1
hMSH?2

Arteria

Arteriae

Abbildung

Aqua Bidest

Adhaerens Junction

American Joint Committee on Cancer
Akute Myeloische Leukamie

Adenosin 5'Phosphosulfat
Adenosintriphosphat

bidestilliert, zweifachdestilliert
Beziehungsweise

Circa

charge coupled device
CpG-Island-Methylation-Phanotyp
Cancer Stem Cell

Destilliert
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Epidermal Growth Factor Raceptor
Epitheliale-Mesenchymale Transition
Extracellular-signal Regulated Kinase
Familidre adenomatdse Polyposis
Formalin-fixed paraffin-embedded tissue
Gramm

Growth factor receptor-binding protein
Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Hypertherme intraperitoneale Chemotherapie
human Mut L homologue 1

human Mut S homologue 2
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HNPCC
LEF

HP

|

M

m

MCS
MEK
MMRD
MRT
MSI
MSS
NOD/SCID
Pat.
PET-CT
PCR
PPi
rom

S.

sog.
Sos
SSA

TA

TCF
TRIS
TSA
uicc

Wt
z.B.

Anhang 89

Hereditares non-polyposes kolorektales Karzinom
Lymphoid Enhancer-Binding-Factor
Hyperplastischer Polyp

Liter

molare Masse, Molmasse

Mannlich

Migrating Cancer Stem -(Cell)
MAPK/ERK aktivierende Kinase
Mismatch Reparatur Defekt
Magnetresonanztomographie
Mikrosatelliteninstabilitat
Mikrosatelliten-Stabil

Non-Obese Diabetic/Severe Combined Immundeficiency
Patient
Positronenemissionstomographie
Polymerase Chain Reaction
Pyrophosphat

engl., revolutions per minute

Siehe

sogenannt, sogenannte

Son of sevenless protein

sessiles serratiertes Adenom

Transit Amplifying Cell

T-Cell Factor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
traditionelles serratiertes Adenom
Union Internationale contre le Cancer
Weiblich

Wildtyp

Zum Beispiel
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