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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Prognose des Kolonkarzinoms

Das Kolorektalkarzinom (colorectal carcinoma [CRC]) ist weltweit die dritthaufigste Krebsart
und macht 10 % aller neuen Krebsdiagnosen aus (1, 2). Es wird geschéatzt, dass etwa die
Halfte aller Patienten mit Kolorektalkarzinomim Verlauf ihrer Erkrankung eine lokale Rezidiv -

oder Fernmetastase entwickeln (3).

In den letzten 10 Jahren wurde das mediane Gesamtiberleben (overall survival [OS]) von
Patienten, bei denen ein metastasiertes CRC (mCRC) diagnostiziert worden war, von 9 auf
30 Monate verbessert. Trotzdem liegt das OS weiterhin bei nur 5-15 % (4, 5).

Die Prognose und die Therapie des Kolorektalkarzihoms héngt stark vom UICC-
Tumorstadium (Tumorentwicklungsstufe; UICC: Internationale Vereinigung gegen Krebs) ab.
Ist die Prognose im Stadium l/ll noch sehr glinstig, fallt sie dann allerdings ab und ist bei
Stadium lll und IV ungtinstiger. Es ist es aber bekannt, dass auf der einen Seite ein Teil der
Patienten mit einer Stadium-V/1l-Krebsart einen aggressiven klinischen Verlauf entwickelt, auf
der anderen Seite zeigen aber immerhin etwa 40 % der Stadium-lll-Patienten trotz des
Auftretens regionaler Lymphknotenmetastasen ein gunstiges Ergebnis. Daher sind
alternative oder zusatzliche prognostische Faktoren notwendig, um sowohl die
Prognoseschatzung und die Therapiegestaltung bei Darmkrebs zu verbessern. Ein
vielversprechender Ansatz daflr ist die Erkennung, Quantifizierung und Analyse von
sogenannten zirkulierenden Tumorzellen (CTC). Diese Zellen, die — wie der Name sagt — im
Blutstrom zirkulieren oder im Knochenmark gefunden werden, sind vermutlich die Ursache
fur die Entstehung entfernter Metastasen. Es handelt sich dabei um Epithelzellen, die einen
intakten Kern aufweisen und die Expression von Zytokeratin zeigen (6).

1.2 Atiologie, Risikofaktoren

Unter Darmkrebs wird eine bosartige Veranderung im Bereich des Intestinums verstanden,
die sich aus gutartigen Schleimhautwucherungen entwickelt (7).

Das Darmkrebsrisiko wird durch eine Reihe von Faktoren erhéht. Rauchen und Ubergewicht
sind die am starksten wirkenden pradisponierenden Faktoren. Bewegungsmangel und
ballaststoffarme Ernahrung sind weitere Ursachen. Wer sehr viel rotes Fleisch isst oder auch
regelmafig Alkohol trinkt, hat ebenfalls ein hoheres Risiko, an Darmkrebs zu erkranken (8).
Ferner sind Uberdurchschnittlich haufig Verwandte ersten Grades von Patienten mit
Darmkrebs betroffen (8). Bereits in jungeren Jahren besteht aulerdem bei seltenen
erblichen Erkrankungen (wie bei der familiaren adenomattsen Polyposis [FAP] und beim
hereditaren nicht polyptsen Kolonkarzinom [HNPCC]) ein sehr hohes Risiko zu erkranken
(8). Daruiber hinaus steigern chronisch entziindliche Darmerkrankungen ebenfalls das
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Erkrankungsrisiko (1). So haben Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn ein
groéReres Risiko, an CRC zu erkranken. Es ist 20-fach erhéht im Vergleich zur allgemeinen
Bevolkerung.

Die Patienten bemerken, dass sie erkrankt sind, haufig erst durch standige Midigkeit,
Mattigkeit und wenn sie an Gewicht verlieren. Gleichzeitig wechseln Symptome wie Durchfall
und Obstipation einander ab. Aul3erdem kann Blut im Stuhl und Schmerzen beim Stuhlgang
ein Hinweis auf ein Kolonkarzinom sein (8).

1.3 Diagnostik

1.3.1 Darmspiegelung und histopathologische Untersuchung

Es ist erwiesen, dass eine Darmspiegelung, auch Koloskopie genannt, die sicherste
Methode ist, Darmkrebs zu diagnostizieren. Im Rahmen dieses Untersuchungsverfahrens
kann sofort eine Entfernung von Darmpolypen, die sich zu bdsartigen Tumoren entwickeln
konnten, durchgefuhrt werden. Falls der Befund unaufféllig ist, besteht vonseiten der
Krankenkassen Anspruch auf eine Wiederholungskoloskopie nach zehn Jahren (9).

1.3.2 Weitere diagnostische Untersuchungsverfahren

Es gibt weitere diagnostische Wege, unter anderem (9):

= digital-rektale Untersuchung
= Abdomensonographie
= Rontgen-Thorax zum Ausschluss oder Nachweis von Lungenmetastasen
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1.4 Therapieverfahren beimKolonkarzinom
1.4.1 Kurative und palliative Darmkrebsoperationen

Die Prognose und die Therapie eines Kolonkarzinoms hangen stark vom UICC-
Tumorstadium ab (Tabelle 1). Dabei spielt die TNM-Klassifikation eine Rolle, die den
Ausbreitungsgrad des Tumors angibt. Auf diese Klassifikation wird im Detail im
Abschnitt 1.5.1.1.3 eingegangen.

Tabelle 1 UICC-Klassifikation

Stadium Primartumor Lymphknoten (LK) Fernmetastasen
0 Tis NO MO
I T1, T2 NO MO
T3
T3a (<1 mm)
IIA T3b (1-5 mm) NO MO

T3c (5-15 mm)
T3d (< 15 mm)

1B T4 NO MO
A T1-2 N1 (1-3 betroffene LK) MO
B T34 N1 (1-3 betroffene LK) MO
lc alleT N2 (> 4 betroffene LK) MO
v alleT alleN M1

T: Tumor, N: Nodus, M: Fernmetastasen; Quellen: 33—39.

Das Ziel einer kurativen Darmkrebsoperation ist die Heilung dieser Tumorerkrankung, in der
der Chirurg versucht, den kompletten Tumor und mogliche Metastasen zu entfernen. Sind im
fortgeschrittenen Stadium benachbarte Organe befallen, dann muss der Tumor selbst und
die befallenen Organe im Ganzen entfernt werden. Bei einer palliativen Darmkrebsoperation
hingegen versucht der Chirurg, die tumorbedingten Beschwerden zu lindern (10).

1.4.2 Chemotherapie

Die Indikation fir die Anwendung einer adjuvanten Therapie bei einer Krebserkrankung wird
je nach Krankheitsstadium, Tumorwachstum und Allgemeinzustand des Patienten individuell
entschieden (11-13). Bei Patienten mit einem hdheren Rezdivrisiko wird angenommen,
dass sie bei einer postoperativen Chemotherapie gréRere Vorteile erzielen kénnten als
Patienten mit einem geringen Rezidivrisiko (14). Seit mehr als drei Jahrzehnten hat die
postoperative Chemotherapie zunachst mit Fluoropyrimidinen (FU) und kirzlich auch in
Kombination mit Oxaliplatin das Risiko eines Tumorrezidivs reduziert und Uberlebensraten
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bei Patienten mit reseziertem Kolonkarzinom verbessert. Somit ist die adjuvante
Chemotherapie im Stadium Il als Standardtherapieform etabliert (14). Der Nutzen der
Zugabe von Oxaliplatin zu FU oder Capecitabin fihrt zu einer relativen Risikoreduktion um
ungefahr 20 % fur das krankheitsfreie Uberleben. Eine adjuvante Chemotherapie bei
Hochrisikopatienten im Stadium Il hingegen hat nur einen geringen Uberlebensvorteil gezeigt
(14).

FU-basierte Therapien haben eine grolle Bedeutung fur die Behandlung bei
Krebserkrankungen im Stadium Il und sind als Monotherapie eine geeignete adjuvante
Behandlungsoption fir Patienten im fortgeschrittenen Alter. AuRerdem kommen adjuvanten
Therapien mit FU (oder dessen Vorstufe Capecitabin) in Kombination mit oder ohne
Oxaliplatin fir Patienten im Stadium Il mit erhéhtem Risiko infrage. Die Zugabe von
zielgerichteten Wirkstoffen wahrend der Therapie, namlich Bevacizumab und Cetuximab,
haben jedoch keinen Nutzen im Vergleich zu Standardchemotherapien im Stadium IlI
gezeigt. AuRerdemwurden Fernmetastasen durch eine FU-basierte adjuvante Behandlung
bei Patienten mit Tumoren, die eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) aufwiesen, im Stadium II
nicht reduziert (14). Eine entsprechende FU-basierte Therapie erscheint damit nicht sinnvoll.
In Bezug auf Stadium Il ist die guinstige prognostische Wirkung bei Tumorpatienten mit MSI
deutlich weniger gegeben (14). Wichtig ist, dass Stadium-Illl-Kolorektalkarzinom-Patienten
mit MSI in klinischen Studien zur Beurteilung von FU- oder Oxaliplatin-basierten Regimes
von einer adjuvanten Therapie profitierten, jedoch ohne Unterschied im Vergleich zu der
Population mit Mikrosatellitenstabilitdt (MSS) (14).

Prognostische und pradiktive Marker kdnnen helfen, Therapien mit einer héheren Chance
auf einen Nutzen — unabhangig vom Tumorstadium — zu individualisieren. Doch in Bezug auf
Stufe Il oder Il des Kolorektalkarzinoms fehlen leider noch solche allgemein akzeptierten
Marker, um Vorteile einer adjuvanten Chemotherapie zu erzielen. Mithilfe von retrospektiven
Studien konnten aber immerhin die perineurale Invasion (PNI) und die lymphovaskulare
Invasion als Hochrisikomarker im Frihstadium identifiziert werden (15).

Tumorbiomarker wie die Gene KRAS und BRAF sowie die MSI, die im kolorektalen
Krebsgewebe identifiziert wurden, werden verwendet, um eine Chemotherapie zu
individualisieren (15). Daruber hinaus ist die Aussagekraft von BRAF- oder KRAS-
Mutationen als zusatzliche Risikofaktoren im Stadium |1l gréRer, wenn der
Mikrosatellitenstatus und die Tumorlokalisation bertcksichtigt werden (15). So wurde eine
BRAF-Mutation konsistent als unabh&ngiger prognostischer Faktor im Frihstadium der
Kolorektalkarzinome validiert. Auch das Vorhandensein von KRAS-Mutationen weist auf eine
schlechtere Prognose hin. Die Mikrosatelliteninstabilitat schliel3lich, so wurde
herausgefunden, unterstitzt die Verlaufsbeobachtung nach Tumoroperation bei
Krebskrankheit im Stadium Il (15).
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1.5 Histopathologische Diagnostik beim Kolonkarzinom

1.5.1 Grundlagen

Die histopathologische Diagnostik des Kolonkarzinoms umfasst die histologische
Untersuchung von

= prakanzergsen La&sionen, die je nach zellularer und architektonischer Atypie
unterschieden werden (16).

Beim invasiven Karzinom ist die Bestimmung folgender Parameter erforderlich:

= histologischer Typ

= Infiltrationstiefe (17)

= Grading

= Lymph- und Blutgefa3einbriiche
= Perineuralscheideninfiltrate

= Befall regionérer Lymphknoten
= Resektionsrander

Um Fernmetastasen zu untersuchen, werden héaufig Stanzbiopsien enthommen und
zellbiologisch beurteilt (5, 18). Werden Metastasen chirurgisch reseziert, ist auch eine
Untersuchung des Metastasenorgans erforderlich.

1.5.1.1 Klassifikation des Kolonkarzinoms

1.5.1.1.1 Histologische Typen

In 95 % der Falle handelt es sich bei Kolonkarzinomen um Adenokarzinome. Diese kdnnen
unterschieden werden in klassische Adenokarzinome, muzinése Adenokarzinome,
Siegelringzellkarzinome und adenosquamdse Karzinome. Andere Tumortypen (zum Beispiel
gastrointestinale Stromatumore [GIST], Lymphome) sind vergleichsweise selten und machen
nur 5 % der Kolonkarzinome aus (19).

1.5.1.1.2 Spontanes und familidres Kolonkarzinom

Kolorektalkarzinome kdnnen durch unterschiedliche genetische Erkrankungen hervorgerufen
werden. Die haufigsten sind:

= das Gardner-Syndrom

= die familiare adenomattse Polyposis (FAP)

= das Peutz-Jeghers-Syndrom

= das hereditare nicht polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC)

Die FAP ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, bei der sich im Dickdarm
massenhaft Polypen bilden. Die Entartung eines oder mehrerer dieser Polypen mit der
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Ausbildung von Darmkrebs liegt unbehandelt bei nahezu 100 %. Die Erkrankung ist selten.
Es wird geschatzt, dass 5-10 % der Menschen von der Genmutation betroffen sind (20, 21).

Das HNPCC (auch Lynch-Syndrom genannt) tritt haufiger auf als die FAP. Bei dem HNPCC
handelt es sich wie bei der FAP um eine autosomal dominant vererbte Darmkrebsform,
jedoch ohne Auftreten von vielen Polypen im Darm.

Das Risiko, an der HNPCC zu erkranken, beruht auf einem Defekt bei der DNA-Reparatur,
der wiederum durch eine Mutation eines MMR-Gen (MMR: Mismatch-Reparatur)
hervorgerufen wird (22). Das HNPCC ist mit etwa 2-3 % der haufigste Tumor des
Kolorektalkarzinoms. Fallen die sogenannten Amsterdam- oder Bethesda-Kriterien (Kriterien
fur die Diagnostik dieser Tumorform) positiv aus, sollte eine molekularpathologische
Untersuchung des Karzinoms auf HNPCC-typische Merkmale (Untersuchung auf
Mikrosatelliteninstabilitdt [MSI] und immunzytochemische Darstellung [IHC] der MMR-
Proteine) durchgefuhrt werden (23).

Fir die Diagnose HNPCC miissen demnach folgende Punkte zutreffen (24):

- Alle Amsterdam-II-Kriterien mussen erfullt sein.

- Mindestens drei Familienmitglieder missen an einem histologisch gesicherten
kolorektalen Karzinom leiden. Einer von ihnen muss Verwandter ersten Grades sein.
Zwei weitere (der Folgegenenation) missen ebenfalls erkranken.

- Bei dem Patienten muss vor dem 50. Lebensjahr die Diagnose kolorektales Karzinom
gestellt worden sein.

- Andere Erkrankungen wie FAP miussen ausgeschlossen werden kdnnen.

1.5.1.1.3 TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation dient zur Einteilung von malignen Tumoren in verschiedene Stadien.
Sie basiert auf statistischen Untersuchungen, die es erméglichen, Aussagen uber das
voraussichtliche Verhalten von Tumoren und tber Prognosen von Tumorerkrankungen sowie
Therapiestratifizierung zuzulassen (25, 26). Die drei wichtigsten Kategorien des TNM-
Systems entsprechen den drei Komponenten T, Nund M, die jeweils fir ein Merkmal stehen.
Die Abkurzung , T* (Tumor) beschreibt die Ausdehnung und das Verhalten des Primartumors,
»,N* (Nodus: Lymphknoten) deutet auf das Fehlen bzw. das Vorhandensein von regionalen
Lymphknotenmetastasen hin und ,M“ (Metastasen) schlie3lich bezieht ich auf das Fehlen
bzw. das Vorhandensein von Fernmetastasen.

Man unterscheidet zwei TNM-Klassifikationen: Wird die Tumorstadieneinteilung (sog.
Staging) durch kleinere Eingriffe und klinische Untersuchungen durchgefiihrt, so spricht man
von einer pratherapeutischen TNM-Klassifikation, auch cTNM (c: clinical) genannt. Beruht
aber ein Staging auf einem gréRR3eren chirurgischen Eingriff und auf histopathologischen
Untersuchungen, wird dieses als pTNM (p: pathologisch oder postoperativ histopathologisch)
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bezeichnet und wird zusétzlich noch durch das Grading (G) erganzt (27-31). Die Tabellen 2

bis 4 geben Einblick in die TNM-Klassifikation, bezogen auf das kolorektale Karzinom.

Tabelle 2 T-Klassifikationen des kolorektalen Karzinoms

T-Tumor Eigenschaften

TX Ausgangstumor (,Primartumor®), kann nicht beurteilt werden.

TO kein Anhaltspunkt fur Primartumor.

Tis Carcinoma in situ (nur innerhalb der Darmschleimhaut finden sich Krebszellen)

T1 Tumor in diinne Bindegewebsschicht unterhalb der Darmschleimhaut
(Submukosa) ausgebreitet

™ Tumor in Muskelschicht unterhalb der Schleimhaut (Muskularis propria)
ausgebreitet

T Tumor Uber die Muskelschicht unterhalb der Schleimhaut hinaus in die
Subserosa oder das Fettgewebe ausgebreitet

T4 Befall andere Organe oder des Bauchfells

T4a Befall des Bauchfells

T4b Befall anderer Organe

Quellen: 32-38.

Tabelle 3 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

N-Lymphknoten

Eigenschaften

NXx
NO

N1

Nla
N1b
Nlc

N2
N2a
N2b

Quellen: 32-38.

regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
kein Befall regionarer Lymphknoten

Befall von 1-3 regiondren Lymphknoten

1 Lymphknoten befallen

2-3 Lymphknoten befallen

Tumorknétchen im Fettgewebe unterhalb der Schleimhaut ohne regionéare
Lymphknoten

Befall von 4 oder mehr regionédren Lymphknoten

4—-6 Lymphknoten befallen

7 oder mehr Lymphknoten befallen
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Tabelle 4 M-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

M-Fernmetastasen Eigenschaften

Mx Fernmetastasen (Tochtergeschwiilste) kdnnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Mla Fernmetastasen in einem Organ

M1b Fernmetastasen in mehreren Organen

Quellen: 32-38.

1.5.1.1.4 UICC-Stadieneinteilung des Kolonkarzinoms

Auf Grundlage der TNM-Klassifikation, also des Ausbreitungsgrades des Tumors, werden
verschiedene Stadien von Enddarmkrebs unterschieden. Diese Stadieneinteilung wurde von
der ,Union internationale contre le cancer” (UICC) erstellt.

1.5.2 Diagnostische Beurteilungen

1.5.2.1 Methylenblau-Methode

In der Praxis erweist er sich als schwierig, die nach onkologischen Grundsatzen geforderten
12 Lymphknoten fir ein addquates Lymphknotenstaging aufzufinden. Vor wenigen Jahren
konnte hier mithilfe der Methylenblau-Technik eine deutliche Verbesserung erzielt werden.
Methylenblau ist ein basischer Farbstoff, der in wassriger Losung dunkelblau erscheint. Die
Lymphknoten werden nach Gefal3injektion nach Gewebeentnahme blau, weshalb sie gut zu
erkennen sind. Dafur wird das Praparat im frischen Zustand in die Pathologie verbracht
(ohne vorherige Fixation). Dort werden die zuvor intraoperativ gesetzten Gefal3clips bzw.
Ligaturen entfernt und es wird Methylenblau intraarteriell injiziert. In diesem Zusammenhang
ist auch moglich, aus dem vendsen Schenkel des Praparats Blut zu entnehmen und dieses
fur weitere Untersuchungen (zum Beispiel zur Darstellung von isolierten Tumorzellen oder
zirkulierende Tumorzellen) zu verwenden (39).

1.5.2.2 Histopathologische Aspekte

1.5.2.2.1 Zirkulierende Tumorzellen

Zirkulierende Tumorzellen (CTC) sind definiert als zirkulierende Zellen im Blutstrom, die
entweder vom primaren Tumor oder von Metastasen stammen. Sie gehdren zu einem hoch
heterogenen Pool von Tumorzellen (40). Sie finden sich im zentralen venésen
Blutkompartiment, im peripheren Blutanteil oder innerhalb des arteriellen Blutsystems. Es
wird vermutet, dass taglich etwa 10° Zellen pro Gramm Primértumor in den systemischen
Kreislauf freigesetzt werden (41). Die meisten dieser Zellen sind nicht in der Lage, im
Blutkreislauf zu Uberleben oder entfernte Metastasen zu bilden, da sie letztendlich durch
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Apoptose zugrunde gehen oder aufgrund von Scherkréaften innerhalb des Blutstroms sterben
(42). Aber es wird davon ausgegangen, dass diese Zellen zumindest die Fahigkeit haben, in
das lymphatische System einzudringen und entfernte Metastasen zu bilden. Unter anderem
ist wahrscheinlich, aber nicht bewiesen, dass Metastasen selbst die Fahigkeit besitzen,
Tumorzellen in den Kreislauf oder das lymphatische System als sekundare disseminierte
Tumorzellen (DTC) freizusetzen (43, 44).

Es ist zu beachten, dass CTC auch durch Manipulation des Tumors, zum Beispiel durch
mechanische Kréafte wahrend der Operation oder der Koloskopie, freigesetzt werden kénnen
(45-48). Sie kbnnen auch als Zellcluster oder Tumor-Mikroemboli gefunden werden (49).
Disseminierte Tumorzellen kdénnen in das Knochenmark gelangen und dort in einem
ruhenden Zustand verbleiben oder mithilfe des mesenchymal-epithelialen Ubergangs
(mesenchymal-epithelial transition [MET]) den Gefal3strukturen wieder entgehen. Bei
spaterer Wiedererkrankung werden die DTC als ein Teil der Schlisselelemente angesehen
(43,50, 51).

Disseminierte Tumorzellen in Lymphknoten werden als isolierte Tumorzellen (isolated tumor
cells [ITC]) bezeichnet. Mikrometastasen und ITC sind Tumorzellen in Lymphknoten, die
nicht durch konventionelle Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung erkannt werden, die vom
Pathologen routinemafRig durchgefuhrt wird. Sie werden vielmehr nur durch
immunzytochemische Farbungen oder molekularbiologische Techniken wie Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) detektiert (52).

Zirkulierende Tumorzellen sind bei fast allen Krebserkrankungen, einschliel3lich beim
Kolonkarzinom, nachgewiesen worden. Sie sind bereits vor der Entwicklung von Metastasen
nachweisbar und sind bei Patienten ohne Tumormalignitat extrem selten (53, 54). Ein
Kriterium fur ein frihes Stadium des metastatischen Prozesses ist die sporadische
Ausscheidung von malignen Zellen aus dem Primartumor in den Blutkreislauf (55).

Zirkulierende Tumorzellen besitzen unter anderem physikalische Eigenschaften, wie erhdhte
Zellelastizitat, die moglicherweise ihre Fahigkeit zur Intravasation in das periphere Blut
unterstitzen (102). Auch nach hamatogener Verbreitung sind Tumorzellen in hohem Mal3e
fahig zur Extravasation und das anschliel3ende Wachstum st sehr stark. Ein kleiner Teil der
extravasierten Zellen kdnnen Mikrometastasen bilden, von denen die meisten jedoch wieder
durch Apoptose zugrunde gehen und nur wenige fihren zu makroskopisch erkennbaren
Tumoren (56, 57). Dieser Prozess der Extravasation und des Wachstums fordert die Bindung
von Tumorzellen an das vaskuléare Endothel, woraufhin eine Krebszellaggregation an diesen
Bindungsstellen erfolgt (58, 59). Ein weiterer Beitrag, den CTC zur Progression der
Malignitat leisten kdnnen, ist die Entwicklung hochmetastatischer Phanotypen durch
genetischen Austausch zwischen den Tumorzellen (60, 61). Dartber hinaus kann ein
weiterer Schlusselschritt fur die Metastasierung von CTC der epithelial-mesenchymale
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Ubergang (EMT) sein (62-68). Dieser EMT vermittelt in den meisten Fallen kolorektaler
Karzinome die Fahigkeit zur Zellmigration. Das dient als Ausgangspunkt der
Tumorprogression (73).

Fir die Metastasierung durchlaufen die Zellen einen umgekehrten Prozess, der bereits oben
erwahnt wurde: den mesenchymal-epithelialen Ubergang (MET) (69). Es ist jedoch noch
nicht eindeutig belegt, ob der EMT ein zwingend notwendiger Schritt zur Entwicklung von
Metastasen ist, da es Hinweise darauf gibt, dass eine Zellinvasion auch ohne EMT auftreten
kann, und ob der MET uberhaupt eine wichtige Rolle spielt (70-72).

1.5.2.2.2 Tumor Budding

Die Tumorknospung (engl. tumor budding) ist das Vorhandensein von einzelnen Tumorzellen
oder kleinen Tumorzellclustern an der Invasionsfront von Karzinomen (73).
(, Tumorzelldissoziation® ist ein Synonym fur Tumor Budding, das hauptsachlichin der alteren
Literatur verwendet wird.) Einige grundlegende molekulare Merkmale und nachfolgende
Modifikationen sind notwendig, damit ein Tumor Uberhaupt Tumor Budding entwickeln kann.
Schliellich ist es so, dass einzelne Zellen oder kleine Cluster von Tumor Budding sich in
einigen Merkmalen vom Haupttumor unterscheiden (74).

Dieses Tumor Budding ist ein etablierter unabh&ngiger prognostischer Faktor bei
kolorektalem Karzinom (74), es liefert also einen Hinweis auf die Progression eines malignen
Tumors, namlich zum Fortschreiten von der lokalen hin zur systemischen Erkrankung.
AulRerdem wird es als histomorphologisches Korrelat des EMT angesehen. Das Tumor
Budding kann histologisch wahrend der routineméafRigen Bewertung von malignen Polypen
oder von chirurgischen Proben beurteilt werden. In einem Ubersichtsartikel von Markl und
Arnholdt (2011) Studien zu Krebs an allen Lokalisationen — von der Speiserdhre bis zum
Rektum — untersucht und es wurde fast immer von ahnlichen Ergebnisse berichtet:
Unabhéngig von der Lokalisation ist die Tumorbildung in der Regel mit
Lymphknotenmetastasen und aggressivem Verhalten assoziiert und sie ist meist unabhangig
von anderen negativen Faktoren (73). Ein relevanter Kritikpunkt war in der Vergangenheit die
Tatsache, dass es uneinheitliche Bewertungskriterien bezlglich des Tumor Budding gab. Es
war daher das Ziel der 2016 in der Schweiz durchgefuhrten interationalen Tumor -Budding-
Konsensus-Konferenz (ITBCC), dieses Problem zu |6sen. Dabei einigten sich international
anerkannte Experten auf ein evidenzbasiertes standardisiertes Scoring-System fur
Tumorsprossen bei Darmkrebs. Dort legte man folgende zehn Aussagen fest (74):

1. Tumorknospung ist definiert als eine einzelne Tumorzelle oder als ein Zellcluster,
bestehend aus vier Tumorzellen oder weniger.

2. Tumorknospungist ein unabhangiger Préadiktor fir Lymphknotenmetastasenin
pT1-kolorektalen Karzinomen.
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3. Tumorknospung ist ein unabhangiger Pradiktor fiir das Uberleben von Patienten
mit kolorektalem Karzinomim Stadium II.

4, Tumorknospen sollten zusammen mit anderen klinisch-pathologischen Merkmalen
multidisziplinéar bericksichtigt werden.

5. Bei der Tumorknospung werden mittels HE-Farbung die Zellen gezéhlt.

6. Tumorknospung existiert bei Darmkrebs weltweit und wurde mit

Lymphknotenmetastasen in Verbindung gebracht.

7. Tumorknospung wird in einem mikroskopischen Hotspot (in einem Feld von 0,785
mm?2 Grol3e) an der invasiven Tumorfront beurteilt.

8. Zur Erleichterung der Risikostratifizierung bei kolorektalem Karzinom sollte ein
dreistufiges System zusammen mit der Keimzahlbestimmung verwendet werden.

9. Tumorknospung und Tumorgrad sind nicht gleichzusetzen.

10.  Tumorknospung sollte in Richtlinien/Protokollen fir Darmkrebsberichterstattung
enthalten sein.

Wenngleich die Konferenz das Problem der uneinheitlichen Bewertungskriterien l6sen
konnte, so besteht dennoch nach wie vor die Schwierigkeit einer relativ hohen Interobserver -
Variabilitat. Besonders Falle, die zwischen einem eindeutig negativen und einem eindeutig
positiven Budding-Ergebnis liegen, bereiten Schwierigkeiten beziglich der objektiven
Einstufung. In diesen besonders schwierigen Fallen kdnnte die Beurteilung durch mehrere
unabhéangige Untersucher mit Findung einer Konsensusbeurteilung Abhilfe schaffen (75).

1.6 Zel der Arbeit

Aufgrund vorliegender Daten des Instituts fur Pathologie am Klinikum Augsburg und
aufgrund der Erfahrungen mit der Handhabung und der Kanilierung von frischen
kolorektalen Proben (39) zur Hervorhebung von Lymphknoten fiir die Tumordiagnostik wurde
die Hypothese entwickelt, dass im ausreichend vorhandenen vendsen Blut von
Kolonresektaten von Patienten mit Kolonkarzinom CTC detektierbar sein mussen. Der
Nachweis von Tumorzellen in solchen Proben kdnnte flir die hd&matogene Tumorverbreitung
und die fortschreitende Erkrankung prognostisch sein. Es war also von Interesse, ob das
Auftreten von zirkulierenden epithelialen Zellen — Zytokeratin-positiven Zellen (CK+-Zellen) —
mit Tumor Budding assoziiert ist. Das Ziel der vorliegenden Studie, die an 56 Patienten mit
Darmkrebs stattfand, bestand in der retrospektiven Analyse und der Bewertung, ob diese

CK+-Zellen eine prognostische Rolle bei Kolonkarzinomen spielen (76).
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2 Materialund Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Landesarztekammer Bayern genehmigt und
wurde nach den nationalen Vorschriften durchgefiihrt. Teile der vorliegenden Arbeit wurden
bereits publiziert (76).

2.1.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv bestand aus insgesamt 56 Darmkrebsfallen, die zwischen September
2007 und Juli 2008 am Klinikum Augsburg fir die geplante Untersuchung gesammelt worden
waren. Bei all diesen Patienten war ein kolorektales Karzinom nachgewiesen oder es war
Darmkrebs vermutet worden. Einschlusskriterien der Studie waren sowohl tumorfreie
Absetzungsrander der Darmproben als auch eine kurative Intention, die Patienten zu
behandeln. Fir die Uberlebensanalyse wurden nur maligne Falle mit einer minimalen
prognostischen Uberlebenszeit von 2 Monaten eingeschlossen. Follow-up-Daten dieser
Patienten wurden vom Klinischen Krebsregister Augsburg zur Verfligung gestellt. Zusatzliche
Daten, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind vom Klinikum Augsburg (mit
angeschlossenem Labor) bezogen worden. Eine schriftliche Zustimmung zur Datenerhebung
war im Vorfeld nach ausfihrlicher Information Gber diese Studie von allen Patienten
eingeholt worden. Die anamnestischen Daten der Patienten (Alter, Geschlecht etc.) wurden
den medizinischen Unterlagen entnommen.

2.1.2 Blutuntersuchung
2.1.2.1 Blutentnahme und Methylenblau-Injektion

Unmittelbar nach der Resektion wurden die kolorektalen Proben im frischen und unfixierten
Zustand in das Labor des Instituts fir Pathologie des Klinikums Augsburg gebracht. Die
Praparate wurden nicht eréffnet, um eine Kontamination durch Schleimhautepithelien zu
vermeiden. Manuelle Manipulationen wurden auf ein Minimum reduziert, um die
Wahrscheinlichkeit einer kiinstlichen Tumorverbreitung zu reduzieren.

Nach vorsichtiger Reinigung wurden die Proben zun&chst auf eine saubere Platte gelegt und
die HauptblutgefaRe wurden am proximalen Ende des Darmabschnitts abgeklemmt. Dann
wurde die Ligation oder der Clip, die/der von dem Chirurgen platziert worden war, entfernt.
Das vendse Gefald wurde anschlieRend mit einem Standard-i.v.-Katheter (17 Gauge; Braun,
Melsungen, Deutschland) kanuliert. Unter Verwendung von NH4-Heparin-
Blutsammelréhrchen (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) wurden 0,5 ml bis 8,0 ml
(Mittelwert: 3,8 ml; SD: 2,6 ml) vendses Blut gewonnen (Abbildung 1). Unmittelbar danach
wurde die Blutprobe zur weiteren Verarbeitung in das hamatologische Labor des Klinikums
Augsburg verbracht.



Material und Methoden 13

Im Anschluss an die Blutentnahme erfolgte die intraarterielle Methylenblau-Injektion, um eine
erleichterte Lymphknotenpraparation am Folgetag zu ermdglichen. Danach wurde das
Praparat eroffnet, gewaschen und tiber Nacht in 10%igem Formalin fixiert.

Abbildung 1 Blutenthnahme aus der Mesenterialvene
Kanulierung zur Blutentnahme aus der Mesenterialvene mittels eines Standard-i.v.-Katheters nach
Entfernung des intraoperativ gesetzten Clips am proximalen Ende des kolorektalen Resektats.

2.1.2.2 Blutprobenvorbereitung und Immunzytochemie

Das aus den kolorektalen Resektaten gesammelte Blut sollte hinsichtlich des Auftretens von
CK+-Zellen bewertet werden. Das Protokoll zur Herstellung der daflr notwendigen
zytologischen Proben basierte auf dem im Institut flr Pathologie des Klinikums Augsburg
etablierten Protokoll zum Nachweis von CK+-Zellen in Knochenmarkaspiraten (77, 78). Die
mononuklearen Zellen wurden durch Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation (Dichte:
1,077 g pro Mol) bei 900 g fur 30 Minuten aufgetrennt. Die Zellen wurden dann (Institut far
Pathologie des Klinikums Augsburg) gewaschen und 5 Minuten bei 150 g zentrifugiert. Im
Anschluss wurden ungefahr 1 x 10° Zellen auf Objekttragern ausgestrichen. Zur
Identifikation der (Zytokeratin-haltigen) Epithelzellen im peripheren Blut wurde ein
monoklonaler Antikbrper gegen Zytokeratin 18 (1: 100; Chemicon, Hofheim, Deutschland)
verwendet. Die Reaktionen wurden mit der Alkalischen-Phosphatase-anti-alkalischen-
Phosphatase(APAAP)-Technik entwickelt, kombiniert mit einer Neufuchsin-Farbung, um die
Antikdrperbindung darzustellen (77, 78). Einzelne CK+-Zellen sowie -Zellcluster wurden
manuell ausgezahlt (Abbildung 2, 3).
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Abbildung 2 Eine einzelne CK+-Zelle

CK18-(Klon-CK2)-Zytochemie. Einzelne Zytokeratin-positive Zelle. Lichtmikroskopie, 1000-fache
Vergrol3erung.

Abbildung 3 Ein CK+-Zellencluster

CK18-(Klon-CK2)-Zytochemie. Ein Zytokeratin-positiver Zellcluster. Lichtmikroskopie, 1000-fache
VergroRerung.
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2.1.3 Histologische Untersuchung

2.1.3.1 Gewebevorbereitung und Erstellung von Standardpraparaten fur die
Lichtmikroskopie

Damit ein histologischer Gewebeschnitt fur die Lichtmikroskopie zur Verfigung steht, muss
eine Gewebeprobe mehrere Schritte durchlaufen. Diese waren standardmafig: Fixierung
des Praparats, Entwasserung, Paraffin-Einbettung, Anfertigung der Gewebeschnitte und
schlieBlich die Farbung. Auf die einzelnen Schritte soll im Folgenden etwas genauer

eingegangen werden.

Veranderungen des Gewebes wie zum Beispiel Schwellung, Schrumpfung oder Autolyse
mussen verhindert werden. Deshalb verfolgt die moglichst frihzeitige Fixierung des
Gewebes das Ziel, den Zustand des Gewebes so naturgemald wie moéglich beizubehalten
(79). Das Praparat muss durch aufsteigende Alkoholreihen entwassert werden, bevor das
fixierte Gewebe mit flissigem Paraffin durchtrankt wird. Unter Verwendung des
Losungsmittels Toluol (oder Xylol) soll Ethanol entferntwerden, um dann dieses Intermedium
durch flissiges Paraffin zu ersetzen. Das Préparat hartet nach dem Einbetten in flissiges
Paraffin mit dem Abkuhlen aus und wird damit schneidbar (79-81). Durch das Hinzugeben
des richtigen organischen Ldsungsmittels wie zum Beispiel Xylol wird das gewlinschte
Ergebnis, das Entparaffinieren, erreicht. Die behandelten Gewebezuschnitte werden
anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert und gefarbt. Der Farbeprozess
dient dazu, die grundlegenden Strukturen des Gewebes so darzustellen, damit sich diese
moglichst gut voneinander differenzieren lassen (79, 80).

2.1.3.2 Histopathologische Beurteilung, Immunzytochemie und Beurteilung des Tumor
Budding

Die kolorektalen Proben wurden nach Fixierung Uber Nacht in 10%igem gepuffertem
Formalin makroskopisch beurteilt. Die Lymphknoten wurden nach dem Methylenblau-
Verfahren zerlegt (39, 72). Es waren Proben aus den Resektionsrandern, dem Tumorbereich
und anderen auffélligen Bereichen in Paraffin eingebettet worden.

Die Objekttrager mit den Gewerbeschnitten wurden mit HE gefarbt und von einem
erfahrenen Pathologen ausgewertet. Basierend auf der HE-Morphologie der Strukturen
wurden Folien fur eine weitere Pan-Zytokeratin-Farbung ausgewahlt, die durchgeftihrt wurde,
um eine optimale Beurteilung der Tumorknospenbildung zu ermdglichen. Fir diese
Auswertung wurde der monoklonale Maus-Antikbrper AE1/AE3 verwendet (Verdinnung
1:50; Institut fur Pathologie des Klinikums Augsburg). Immunreaktionen wurden unter
Verwendung eines markierten Streptavidin-Biotinsystems (DAKO Real Detection System)
entwickelt. Alle Reaktionen wurden auf einem Dako-Autostainer-System (DAKO, Glostrup,
Danemark) durchgefuhrt. Das Tumor Budding wurde von einem Pathologen (BM)
ausgewertet. Es wurde als abgetrennte einzelne Tumorzelle oder als Zellcluster von bis zu
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vier Zellen definiert. Der Cut-off-Wert fur hochgradiges Tumor Budding wurde im Jahr 2002
von Ueno et al. (82) definiert als = 30 Knospen pro Gesichtsfeld in 20-facher VergréfZerung
(= 1,3 mm?) (76).

2.2 Statistik

Die erhobenen metrischen Daten wurden unter Verwendung des Wilcoxon-Rang-
Summentests verglichen. Dichotome Daten wurden mit dem x2-Test (auch Fisher's Exact
Test genannt) in Abhéngigkeit von der erwarteten Haufigkeit der Beobachtungen analysiert.
Mittelwerte werden +1 Standardabweichung (SD) dargestellt. Die lineare
Regressionsanalyse wurde durchgefihrt, um Korrelationen zwischen metrischen Daten zu
berechnen. Fur die Uberlebensanalysen wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt und Log-Rank-
Tests durchgefihrt.

Zur Bestimmung der optimierten Schwellenwerte wurden ROC-Analysen durchgefthrt (ROC:
receiver operating characteristics). Die Berechnung der Nachbeobachtungszeit erfolgte nach
Schemper und Smith (83). Ein p-Wert <0.05 wurde als signifikant angesehen. Alle
Berechnungen wurden mit dem Statistikpaket Sigma Plot 13.0 durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

Die Patientengruppen sind in Tabelle 5 zusammengefasst —in Abhangigkeit davon, ob CK+-
Zellen oder -Zellcluster nachgewiesen wurden oder nicht.

Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 74 (95 %-Konfidenzintervall [CI]: 68, 79 Monate)
und 80 Monate ([Cl]: 77, 83 Monate).

Tabelle 5 Einteilung der Patienten in Gruppen

Einteilung der Patienten in Gruppen, je nachdem, ob Zytokeratin-positive (CK+) Zellen

oder -Zellcluster nachgewiesen werden konnten oder nicht. Diesen Angaben wurden die
anamnestischen Erhebungen gegentibergestellt. n: Anzahl der Patienten, SD: Standardabweichung.
LK: Lymphknoten, n. c.: nicht berechnet.

Klinik — pathologische Daten des Studienkollektivs

vollstandiges Kollektiv CK+-Zelle negativ.  CK+-Zelle positiv. p-Wert CK+-Zellcluster ~ CK+-Zellcluster p-Wert

n =56 n=27 n=29 negativ n = 42 positivn = 14

Alter +/- SD 70 +/- 13 71 +/-11 69 +/- 11 0.844 71 +/-12 66 +/- 13 0.167
Geschlecht (m : w) 1:15 1:1,7 1:1,0 1.0 1:2 1:08 0.538
laparoskopische Chirurgie 15 (27 %) 5 (19 %) 10 (34 %) n.c. 10 (24 %) 5 (36 %) n. c.
offene Chirurgie 41 (73 %) 22 (81 %) 19 (66 %) 0.223 32 (76 %) 9 (64 %) 0.489
rechtes Kolon 21 (38 %) 10 (37 %) 11 (38 %) n. c. 16 (38 %) 5 (36 %) n. c.
linkes Kolon 29 (52 %) 13 (48 %) 16 (55 %) 0.927 21 (50 %) 8 (57 %) 0.979
Rektum 6 (11 %) 4 (15 %) 2 (7 %) 0.414 5 (12 %) 1 (7 %) 1.0
mittlere LK-Anzahl 32 +/-19 29 +/- 16 35 +/- 21 0.219 30 +/- 16 36 +/- 25 0.961
LK-positiv 20 (36 %) 11 (41 %) 9 (31 %) 0.632 16 (38 %) 4 (29 %) 0.747
Niedrigwert 33 (59 %) 17 (63 %) 22 (76 %) n.c. 28 (67 %) 11 (79 %) n.c.
Hochstwert 20 (36 %) 8 (30 %) 6 (21 %) 0.576 11 (26 %) 3 (21 %) 0.735
nicht bosartig 3(5%) 2 (7 %) 1(3%) n. c. 3 (21 %) 0 (0 %) n. c.
pT1/2 16 (29 %) 7 (26 %) 9 (31 %) n.c. 11 (26 %) 5 (36 %) n.c.
pT3/4 37 (66 %) 18 (67 %) 19 (66 %) 0.977 28 (67 %) 9 (64 %) 0.736
mittlere Knospung 21 4/- 27 20 +/- 23 22 +/- 30 0.957 19 +/- 20 21 +/- 26 0.663
hochgradige Knospung 16 (29 %) 6 (22 %) 10 (34 %) 0.472 10 (24 %) 6 (43 %) 0.190
Fernmetastase 11 (20 %) 5 (19 %) 6 (21 %) 1.0 8 (19 %) 3 (21 %) 1.0

3.2 Histopathologische Beurteilung

Mit diesem Verfahren wurden CK+-Zellen und -Zellcluster und ihre Beziehung zu Klinisch-
pathologischen Merkmalen untersucht.

CK+-Zellen wurden in 29 von den untersuchten 56 Féllen (52 %) mit einer mittleren Anzahl
von 12 + 14 Zellen pro 10° Zellen gefunden. Bei einem dieser Félle lag keine maligne
Erkrankung vor, sondern eine Sigmadivertikulitis. Es waren hierbei 2 CK+-Zellen pro
10° Zellen nachweisbar.

CK+-Zellcluster wurden in 14 Fallen (25 %) nachgewiesen. Die mittlere Anzahl von Clustern
betrug dabei 3 + 3 Cluster pro 10° Zellen. Es wurden keine Cluster in nicht malignen Féllen
gefunden. Es bestand eine starke Korrelation zwischen CK+-Zellen und -Zellclustern (R =
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0,727; p <0.001). Diese Cluster waren stets auch mit dem Auftreten von einzelnen CK+-
Zellen vergesellschaftet. Keines der untersuchten klinisch-pathologischen Merkmale (Alter,
Geschlecht, Lokalisation, Lymphknotenzahl, Grading, T-Stadium, Metastasen) zeigte eine
Assoziation mit dem Auftreten von CK+-Zellen oder -Zellclustern (Tabelle 5). Insbesondere
war weder das Vorkommen von CK+-Zellen noch das von CK+-Zellclustern mit Tumor
Budding assoziiert (R = 0,180; p = 0.185 und R = 0,0637; p = 0.647). Die chirurgische
Technik (offene vs. laparoskopische Technik) beeinflusste das Auftreten von CK+-Zellen
oder -Zellclustern nicht (Tabelle 5).

3.3 Uberlebensanalyse

In 48 von den 56 Fallen (85 %) waren die Einschlusskriterien fur die Uberlebens-Analyse
erfullt, das heil3t, es wurden nur maligne Falle mit einer minimalen prognostischen
Uberlebenszeit von 2 Monaten beriicksichtigt. Die Analyse des krankheitsspezifischen
Uberlebens (CSS) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Fallen mit oder ohne
Nachweis von CK+-Zellen (Abbildung 4). Auch hinsichtlich des Gesamtiiberlebens (OS)
ergaben sich keinerlei Unterschiede (Abbildung 5).
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Abbildung 4 Kaplan-Meier-Kurve zum krankheitsspezifischen Uberleben in Bezug auf
Zytokeratin-positive Zellen

Untersucht wurden 48 von 56 Patienten mit kolorektalem Karzinom. Teils wurden Zytokeratin-positive

(CK+) Zellen nicht nachgewiesen (griine Linie), teils wurden sie nachgewiesen (braune Linie). cCK'C:

zirkulierende CK+-Zellen.
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Abbildung 5 Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtiiberleben in Bezug auf Zytokeratin-positive
Zellen
Untersucht wurden 48 von 56 Patienten mit kolorektalem Karzinom. Teils wurden Zytokeratin-positive

(CK+) Zellen nicht nachgewiesen (rote Linie), teils wurden sie nachgewiesen (braune Linie). cCK'C:
zirkulierende CK+-Zellen.

Trotz fehlender Signifikanz zeigt die Kaplan-Meier-Kurve in Bezug auf CK+-Zellen einen
Unterschied zwischen CK+-positiven und -negativen Fallen mit mittleren CSS-Zeiten von 75
Monaten (Cl: 61; 88) gegeniuber 83 Monaten (CI: 72; 95) (Abbildung 4). Keinerlei
Unterschiede ergaben sich diesbeziiglich bei den Fallen mit und ohne CK+-Zellclustern
bezogen auf das OS (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Kaplan-Meier-Kurve zum krankheitsspezifischen Uberleben in Bezug auf
Zytokeratin-positive Zellcluster

Untersucht wurden 48 von 56 Patienten mit kolorektalem Karzinom. Teils wurden Zytokeratin-positive

(CK+) Zellcluster nicht nachgewiesen (griine Linie), teils wurden sie nachgewiesen (orange Linie).

cCK'CL: zirkulierende CK+-Zellcluster.

Das krankheitsspezifischne Uberleben (Abbildung 6) war nahezu identisch mit
durchschnittlichen Gesamtiiberlebenszeiten von 80 Monaten (CI: 63; 98) gegentiber 79
Monaten (Cl: 69; 89) (Abbildung 5). Mittels einer ROC-Kurven-Analyse konnte ein
Schwellenwert fir CK+-Zellen oder -Zellcluster ermittelt werden, der den Faktoren eine
hohere prognostische Aussagekraft als die einfache Unterscheidung zwischen strikt
negativen und positiven Fallen zuweist. Die Féalle unterhalb der Kurve (area under the curve
[AUC]) lagen zwischen 0,51 und 0,55 (ohne Abbildung).

Der Vergleich von Fallen mit und ohne hochgradigem Tumor Budding ergab einen nicht
signifikanten Trend hinsichtlich eines unguinstigeren Krankheitsverlaufs von

Fallen mit hochgradigem Tumor Budding, 71 Monaten (Cl: 53; 89 Monate) gegenuber 83
Monaten (Cl: 73; 93 Monate) in Fallen mit niedriggradigem Tumor Budding (p = 0.187;
Abbildung 7).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, welche prognostische Rolle zirkulierende CK+-
Zellen und -Zellcluster im Hinblick auf das Gesamttiberleben und das krankheitsspezifische
Uberleben der 56 untersuchten Patienten mit kolorektalem Karzinom spielen. Diese
zirkulierenden CK+-Zellen und -Zellcluster sind aus dem vendsen peripheren (namlich
mesenterialen) Blut von kolorektalen Proben gewonnen worden. Die Hypothese war, dass
das Blut dieser Proben mit zirkulierenden CK+-Zellen und -Zellclustern angereichert sein
musste. Das Phanomen des Tumor Budding (Tumorknospung) ist als prognostischer Faktor
bei kolorektalem Karzinom zu werten (74) und wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ebenfalls beurteilt.

Zum Nachweis der CK+-Zellen und -Zellcluster wurde eine Technik verwendet, die fir den
Nachweis dieser Zellen im Knochenmark von Brust-, Prostata-, Lungen- und Dickdarmkrebs-
Patienten gut etabliert ist. Damit kann der Nachweis der CK+-Zellen als prognostisch
verwendet werden (77, 78, 84, 85).

In der aktuelle Studie wurden zirkulierende CK+-Zellen und -Zellcluster im mesenterialen Blut
mit einem hohen Anteil von 52 % bzw. 25 % gefunden. Dieses Ergebnis liegt damit in dem in
der Literatur verdffentlichten Bereich (siehe Tabelle 6 im Anhang). Es muss jedoch
angemerkt werden, dass lediglich Leather etal. (1993) eine immunzytochemische
Untersuchung durchgefiihrt haben, um zrkulierende CK+ Zellen im Mesenterialblut
nachzuweisen (86). In allen anderen Studien wurden jedoch molekulare oder
Durchflusszytometrietechniken verwendet (87-103).

Unter Berlcksichtigung der Fallzahlen der einzelnen Untersuchungen wurde in der
vorliegenden Studie die mittlere Positivitatsrate berechnet. Die Ergebnisse ergaben eine
Rate von 43 %. Als diese Berechnung auf Stadium-IV-Félle beschréankt wurde, betrug die
mittlere Positivitatsrate 55 %.

Zu beachten ist, dass in dieser aktuellen Studie in einem nicht malignen Fall mit Divertikulitis
auch zwei CK+-Zellen pro 10°Zellen gefunden worden waren. Das Phanomen der
zirkulierenden Epithelzellen im Blut in Abwesenheit eines bdsartigen Tumorswurde auch von
anderen Autoren entdeckt. Pantel et al. (104) berichteten 2012 tiber den Nachweis von CK+-
Zellen bei gutartigen Darmerkrankungen (wie z. B. Morbus Crohn, bei benignen Polypen) mit
2wei verschiedenen validierten CTC-Assays, dem epithelialen Immunospot Assay
(EPISPOT, Erfassen tumorspezifischer Proteine) in 18,9 % und dem CELLSEARCH®-
System in 11,3 % der Félle. Diese CELLSEARCH®-Technik ist die einzige vollstéandig
standardisierte und von der United States Food and Drug Agency (FDA) genehmigte
Nachweismethode, bei der ein Epithelzelladhasionsmolekil(EpCAM)-abhéngiger
Anreicherungsschritt verwendet wird (47, 49). (Epithelzelladhdsionsmolekile werden auf
Epithelzellen und vielen Karzinomzellen exprimiert und kénnen daher zum Nachweis von
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CTC dienen.) Dieses System wurde von der FDA nur fir die Detektion und Aufzahlung von
CTC bei Patienten mit metastasiertem Kolorektal-, Prostata- und Brustkrebs zugelassen.
Neue Technologien werden in der Regel mit dem CELLSEARCH®-System verglichen (47).
Allerdings ist es unklar, ob CTC ihren epithelialen Phanotyp behalten, vor allem wéhrend des
EMT. Tests fir CTC mussen sehr spezifisch und empfindlich sein, da CTC relativ selten im
Blut sind im Vergleich zu der hohen Anzahl von hamatopoetischen Zellen (105). Der
EPISPOT detektiert nur lebensfahige CK19-freisetzende CTC, die durch Depletion von
CD45+-Leukozyten angereichert wurden, wahrend mit dem CELLSEARCH®-System
zirkulierende CK+-Tumorzellen nach positiver EpCAM-basierter immunomagnetischer
Anreicherung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die CELLSEARCH®-
und EPISPOT-Verfahren komplementédre Werkzeuge zum Nachweis von zrkulierenden
Epithelzellen sind (104). Insgesamt kann daraus geschlossen werden, dass
inflammatorische Zytokine die Migration von Epithelzellen stimulieren (106) und Epithelzellen
aus nicht malignen Kolonepithelien unter bestimmten Bedingungen, wie z. B. Entziindungen,
in den Blutkreislauf gelangen kénnen (104).

Zusammenfassend zeigt dies, dass die mit der immunzytochemischen Methode der
vorliegenden Untersuchung erzielten Ergebnisse mit anderen Techniken vergleichbar und

gultig sind.

Trotz der Verwendung einer offensichtlich sensitiven Methode konnte die Hypothese, dass
zirkulierende Epithelzellen im Mesenterialblut ein prognostischer Marker fir
Kolorektalkarzinome sind, die mit Tumor Budding korrelieren, nicht bestétigt werden. Diese
Studie war durch eine relativ kleine Fallzahl (n = 56) demnach nicht geeignet, um eindeutige
Effekte zu erkennen und belastbare Ergebnisse zu erzielen.

Bei der Planung der Studie gingen wir davon aus, dass der prognostische Effekt des
Nachweises von CK+-Zellen mindestens so stark ist, wie der der positiven Knoten. Andere
Studien haben gezeigt, dass die Anzahl zirkulierender Tumorzellen, die aus dem peripheren
Blut nach Resektion des Primartumors bestimmt worden waren, eine signifikante Korrelation
mit der regionalen Lymphknotenbeteiligung und dem Krankheitsstadium gezeigt haben.
Dementsprechend liefern diese Werte Informationen tber die Prognose und die Therapie
des Patienten (107). Tatséchlich zeigte der Lymphknotenstatus in dieser Studie eine gute
Diskriminierung in Bezug auf das krankheitsspezifische Uberleben mit einem p-Wert von
0.058.

Die Starken der vorliegenden Studie liegen in der langen Nachbeobachtungszeit und der
prazisen Auswertung histologischer Merkmale, einschlie3lich einer immunzytochemischen
Beurteilung des Tumor Budding (73, 108). Im Allgemeinen werden die grundlegenden
molekularen Veranderungen in diesem Zusammenhang als epithelial-mesenchymaler
Ubergang (EMT) beschrieben, der es Tumorzellen ermdglicht zu wandern, in GefaRe
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einzudringen und sich im Organismus zu verbreiten. Es muss jedoch betont werden, dass in
dieser Studie nicht gezeigt wurde, dass Tumor Budding mit EMT gleichzusetzen ist. Daher
kénnte es angemessener sein, es als einen EMT -a&hnlichen Prozess zu beschreiben. Trotz
erheblicher Einschrankungen aufgrund der damals noch fehlenden allgemein akzeptierten
Definition fiir Tumor Budding und einer nur maRigen Interobserver-Ubereinstimmung wurde
dies in vielen Studien gezeigt (73, 108).

Wie bereits in dieser Arbeit dargestellt, ist keiner der in Tabelle 6 (siehe Anhang 7.1)
gezeigten Studien und auch sonst in keinen weiteren Untersuchungen die maogliche
Beziehung zwischen dem Phanomen der Tumorzellisolierung bei der Invasion von
kolorektalen Karzinomen und dem Auftreten von CTC im Blut hergestellt worden. Cao et al.
(2015) postulierten in einer Ubersicht, dass EMT zu Tumor Budding und nachfolgender
Blutgefalinvasion fuhrt (109). Dies wird jedoch von anderen Referenzen nicht gestitzt. In
dieser Studie schien es zunéachst ziemlich offensichtlich, dass eine Korrelation zwischen
diesen beiden Faktoren besteht. Diese Hypothese konnte jedoch nicht bestatigt werden. Es
konnte keine Korrelation zwischen Tumor Budding und zrkulierenden CK + Zellen
festgestellt werden und es konnte nicht bestatigen werden, dass eine Kombination aus
Tumor Budding und CK+-Zellen prognostisch war. Die Signifikanz wurde jedoch aufgrund
der kleinen Stichprobenzahl wahrscheinlich nicht erreicht (76).

Zirkulierende Tumorzellen sind Epithelzellen, die in Krebspatientenblut gefunden werden, die
einen intakten Kern aufweisen und die Expression von Zytokeratin zeigen (6). Die genaue
Rolle dieser CTC, die bei Patienten mit Metastasen nachgewiesen werden, bleibt unbekannt.
Einige dieser CTC kdnnen von dem Primartumor zu Orten geschwemmt werden, wo sich
Metastasen bilden konnen. Diese Theorie wiirde die Tatsache erklaren, dass der Nachweis
von CTC mit einem schlechten Ergebnis bei Patienten mit metastasiertem CRC assoziiert ist
(110).

CTC sind bezuglich ihrer Oberflachenantigene und in ihren genetischen Eigenschaften stark
heterogen. Sie kbnnen mittels verschiedener Technologien, mit denen ihre physikalischen
und biologischen Eigenschaften genutzt werden, angereichert und nachgewiesen werden. In
den letzten Jahren wurden wesentliche technologische Fortschritte entwickelt, um CTC zu
identifizieren (111-113). So bedeuten der Nachweis von CTC und freier Nukleinsaure (DNA)
im peripheren Blut eine wichtige Mdglichkeit fir die Diagnose, die Prognose sowie die
therapeutischen Ergebnisse bei Patienten mit CRC (114).

Da CTC bei Patienten ohne Malignitat nicht vorhanden sind und bei Patienten mit fast allen
Krebsarten nachgewiesen werden, sind CTC fir das Verstehen der friihen Phase der
Metastasierung von grof3er Bedeutung und werden zur Diagnose eingesetzt (115). In dieser
Studie und unter anderem bei anderen Autoren wurden im gutartigen Fall allerdings doch
CTC gefunden. Die meisten Studien zeigten CTC bei Patienten mit fortgeschrittenen Stadien
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von Krebs auf. Wie die primaren Tumorzellen exprimieren auch CTC Epithelmarker wie
Epithelzelladhasionsmolekille (EpCAM) oder bestimmte Zytokeratine. CTC zrkulieren im
peripheren Blut von Patienten mit metastasierendem Krebs mit einer extrem niedrigen
Frequenz von etwa einer CTC pro 10° mononuklearen Zellen. Diese Zahlen sind noch
niedriger bei Patienten, bei denen der Krebs noch nicht gestreut hat (116, 117). Aktuelle
Verfahren zum Nachweis von CTC umfassen Anreicherungs- und Nachweisschritte. Dabei
basiert die Anreicherung dieser Zellen auf Zellgr6Re, Dichte und auf positiver
Immunoselektion (z. B. Epithelzelladhdsionsmolekil auf antikbrperbasierter Anreicherung
von CTC (118) oder negativer Immunoselektion (z. B. Reduzierung von Leukozytenzahl
durch CD45-Antikdrper [119, 120]). Verfahren zur CTC-Detektion werden weitgehend in
nukleinsaurebasierte Ansdtze (PCR-Targeting verschiedener epithelialer mRNAs,
Zytokeratine [115] und EpCAM) sowie in immunologische (Immunzytochemie mit Anti-CK-
oder -EpCAM-Antikérpern) und epitheliale Immunospot (EPISPOT) Assays unterteilt (105).

Der wahre Ursprung von CTC und DTC ist nicht immer klar und die Angaben zu ihrer
prognostischen Bedeutung sind widersprichlich (121). Ihr Phanotyp kann sich im Laufe der
Krankheit oder sogar wahrend des Prozesses der Verbreitung andern (48). Es gibt jedoch
zunehmend Hinweise darauf, dass CTC/DTC von prognostischer Bedeutung sind (111, 122).
Zwei Meta-Analysen adressierten dieses Thema. Katsuno et al. (2008) beschrankten ihre
Analyse auf molekular nachgewiesene CTC im Mesenterialblut und schlossen weitere neun
Studien ein. Sie fanden ein positives Ergebnis bei CTC-negativen Patienten (Hazard Ratio
0,4-0,08).

Die Studie von Rahbari et al. (2010) enthielt 36 Untersuchungen mit insgesamt 3094
Patienten. Sie identifizierten auch eine prognostische Wirkung von CTC. Eine Stratifizierung
nach dem Probenahmekompartiment ergab jedoch, dass CTC des peripheren Blutes
prognostisch waren, die des Mesenterialbluts jedoch nicht (123). Ahnliches konnte mit der
vorliegenden Studie belegt werden, namlich dass die Identifizierung von CK+-Zellen
oder -Zellcluster keine prognostische Wirkung hatte. DarUber hinaus scheiterte in der
aktuellen Untersuchung der Ansatz, bei dem ROC-Analysen verwendet wurden. Damit sollte
eigentlich durch Ausschluss bestimmter Zellen eine Prognose abgleitet werden, was aber
nicht gelang.

CTC scheinen verschiedene Zelltypen neoplastischen und nicht neoplastischen Ursprungs
zu umfassen. Darlber hinaus ist es sehr wahrscheinlich, dass Krebszellen ein
unterschiedliches Potenzial haben, der immunogenen Zerstérung zu entkommen und an
einer entfernten Stelle Tumorwachstum zu etablieren. Je nach Kompartiment kénnen Zellen
sich phanotypisch verandern.

Wie bereits erwdhnt, ist EMT ein entscheidender Prozess bei der Krebsprogression und mit
ungunstigem Outcome assoziiert (124, 125). Zellen, die einen EMT durchlaufen, verlieren
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ihren epithelialen Phanotyp und erlangen mesenchymale Merkmale (126). Somit weisen
Blutzellen aufgrund ihres mesenchymalen Ursprungs normalerweise keine nachweisbare
Expression von Epithelmarkern auf, weshalb in dieser Studie vermutlich keine Ck+-Zellen
nachgewiesen werden konnten, obwohl sie vielleicht da waren (105).

Methoden, die fir den Nachweis von Epithelzellen optimiert sind, reagieren auf alle CTC und
liefern daher unter Umstanden falsch positive Ergebnisse. Und umgekehrt ist es moglich,
dass mittels dieser Methoden relevante Zellen (also epitheliale Zellen) nicht erkannt werden
(126).

Nach derzeitigem Stand der Literatur scheint weder das Blut, das beim Patienten direkt
entnommen wurde, noch das Mesenterialblut aus dem Resektat das optimale Material fur
den Nachweis von CTC zu sein. Hier scheint das Knochenmark eine bessere Quelle fiir den
Nachweis fur die Verbreitung von Tumorzellen zu sein. In diesem Zusammenhang ist es
sicher interessant, zukunftig Zellen mit Stammzelleigenschaften (aus dem Knochenmark) zu
untersuchen. Die Entwicklung einer schnellen, genauen und kostengunstigen technischen
Methode zum Nachweis dieser Zellen ist wahrscheinlich der vielversprechendste Ansatz.
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5 Zusammenfassung

In Rahmen dieser Studie wurde die Hypothese aufgestellt, dass der immunzytochemische
Nachweis von Zytokeratin-positiven Zellen im mesenterialen Blut von kolorektalen
Karzinomproben mit Tumor Budding korreliert und als einfach zu bestimmender
prognostischer Faktor dienen kénnte. Die Entnahme des Blutes nach der Resektionwiirde in
der Praxis eine erhebliche Zeitersparnis bedeuten und ein zusatzliches Risiko wahrend der
Operation vermeiden. Keine dieser Hypothesen jedoch konnte mit der vorliegenden Arbeit
bestétigt werden.

Weder das Blut, das beim Patienten direkt enthommen wurde, noch das Mesenterialblut aus
dem Resektat scheint nach wie vor das optimale Material fir den Nachweis von
zirkulierenden Tumorzellen zu sein. Hier scheint das Knochenmark eine bessere Quelle fur
den Nachweis fir die Verbreitung von Tumorzellen zu sein.

Komplexere Techniken als die in dieser Studie verwendeten, einschlie3lich molekularer
Ansétze, sind relativ teuer und ihre Verflgbarkeit ist begrenzt.

Dennoch sollte in Erwdgung gezogen werden, zukinftige Untersuchungen damit
durchzufiuihren, denn sie haben das Potenzial, genau die Zellen zu detektieren, die fir den
klinischen Verlauf der Erkrankung und damit fir die Einschétzung der Prognose am

relevantesten sind.
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7 Anhang
7.1 Erganzende Tabelle

Tabelle 6 Zirkulierende Tumorzellen im mesenterialen Blut

a: Blut; b: Blut und Peritonealfliissigkeit; c: keine separate Auswertung fir Blutproben; d: mehrere
Messungen, e: mesenteriales Blut; f: peripheres Blut; g: mesenterial; n. a.: nicht verflgbar; u.v.:
univariable; m.v.: multivariable; ICC: Immunozytochemie; PCR: Polymerase-Kettenreaktion; MACS:
magnetisch aktivierte Zellsortierung; FACS: fluoreszenzaktivierte Zellsortierung.

Literaturrecherche: Studien Uber zirkulierende Tumorzellen im mesenterialen Blut

Autor Quelle Jahr n Nachweismethode Material Stadien % positiv. prognostische Relevanz

Leather 86 1993 42 ICC mesenteriales und peripheres Blut 1, 10, 10 1V 15 n. a.

Nakamori 87 1997 35 PCR mesenteriales und peripheres Blut LILIL IV 26 u.v.; pradiktiv fr das Wiederauftreten
Luo 88 1999 54 PCR mesenteriales und peripheres Blut LILI, 1V 76 pradiktiv fir Metastasen

Taniguchi 90 2000 53 PCR mesenteriales und peripheres Blut 111 1l 68 u.v.; Uberleben

Yamaguchi 91 2000 52 PCR mesenteriales und peripheres Blut 1L 0, v 44 m.v.; Uberleben

linuma 89 2000 23 MACS mesenteriales und peripheres Blut 1AL 1 1V 39 u.v.; Uberleben

Fujita 93 2001 35 PCR mesenteriales und peripheres Blut 1,11, 1l 29 u.v.; Rezidiv/Uberleben

Etoh 92 2001 24 PCR mesenteriales und peripheres Blut (NI 29 u.v.; Rezidiv/Uberleben

Guller 94 2002 39 PCR mesenteriales und peripheres Blut 1, 10, 10 8%/28° ¢

Tien 95 2002 58 PCR mesenteriales und peripheres Blut 10, 111, vV 45° n. a.

Akashi 9 2003 80 PCR mesenteriales und peripheres Blut 10,0 44 u.v.; metastatische Krankheit

Nozawa 97 2003 41 RTA mesenteriales und peripheres Blut AL L 1V 37 u.v.; prédiktiv fir metastatische Krankheit
Sunouchi 98 2003 37 PCR mesenteriales und peripheres Blut (NI 43 u.v.; Uberleben

Zhang 100 2005 58 PCR Knochenmark, Pfortaderblut, peripheres Blut |, 11, IlI, IV 74 Korrelation mit Stage / kein analytisches Ergebnis
Sadahiro 99 2005 100 PCR mesenteriales und peripheres Blut 10,0 45°/48' na

Kanellos 102 2006 108 PCR mesenteriales und peripheres Blut 1,11, 1l 11 u.v.; metastatische Krankheit / Uberleben
linuma 101 2006 167 PCR mesenteriales und peripheres Blut 1AL 00 v 10/34° m.v.; Uberleben

Tseng 103 2015 135 FACS mesenteriales und peripheres Blut 1,01 1l 68 m.v.; Uberleben
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7.4 Abkurzungsverzeichnis

APAAP
AUC

Cl

CK+
CRC
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CTC
CcTNM
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EMT
EpCAM
EPISPOT
FAP
FDA
FU

g

G

GIST
HE
HNPCC
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LK
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MET
MMR
MSI
MSS

(ON)
PCR
PNI
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confidence interval (Konfidenzintervall)
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colorectal carcinoma (Kolorektalkarzinom)
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circulating tumor cells (zirkulierende Tumorzellen)
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disseminated tumor cells (disseminierte Tumorzellen)
epithelial-mesenchymal transition (epithelial-mesenchymaler Ubergang)
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enzyme linked immunospot assay
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United States Food and Drug Agency
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SD
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