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I.  Zusammenfassung

In Deutschland erkrankt einer von 14 Mannern und eine von 18 Frauen im Laufe ihres
Lebens an einem kolorektalen Karzinom. Obwohl es sich beim kolorektalen Karzinom
um eine der am besten erforschten Tumorerkrankungen des Menschen handelt, betragt
die Stadien-unabhingige absolute 5-Jahres-Uberlebensrate nur 52% und die absolute
10-Jahres-Uberlebensrate lediglich 38 bzw. 40%. In spaten Stadien versterben 92% aller
Patienten innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnose. Den Hauptgrund fiir den
tumorbedingten Tod stellen Therapieresistenzen und Progressionen in Form von
Rezidiven und Metastasen dar. Um effektivere Therapien zu entwickeln, muss folglich

das molekulare Verstandnis der kolorektalen Karzinogenese erweitert werden.

GemalR des Cancer Stem Cell Modells werden Tumoren und deren Metastasen von einer
kleinen Subpopulation von Tumorzellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften initiiert
und aufrechterhalten. Die Identifizierung dieser kolorektalen Krebs-Stammzellen bietet
in diesem Zusammenhang gleichzeitig die Moglichkeit, Risikopatienten zu identifizieren
und tumorbildende Zellen gezielt therapeutisch anzugreifen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es deshalb zu (berprifen, ob die zuvor als potentielle Krebs-
Stammzellmarker beschriebenen Marker CD29 und CD24 geeignete Marker darstellen,
um Tumorstammzellen in situ nachzuweisen. Hierzu wurde retrospektiv die
immunhistochemische Expression von CD29 und CD24 an einem Kollektiv humaner
kolorektaler Karzinome untersucht und anhand eines aufgrund des Farbemusters
entwickelten semiquantitativen Scores ausgewertet. Als Basis diente ein Kollektiv von
156 kolorektalen Primartumoren des Stadiums UICC Il. Die immunhistochemischen
Ergebnisse wurden anschlieRend mit den entsprechenden klinischen Daten korreliert.
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass CD29 und CD24 Krebs-Stammzellmarker
darstellen und deren vermehrte Expression folglich mit einer verkiirzten Uberlebenszeit
beziehungsweise einer kirzeren Zeitspanne bis zum Auftreten einer Progression

einhergeht.

Diese Hypothese musste auf der Basis der Ergebnisse verworfen werden. Im Gegenteil
wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen fehlender CD29- und CD24 Expression
und tumorspezifischen Uberleben beziehungsweise Progression kolorektaler Tumoren
gezeigt. Patienten, deren Karzinome weder CD29 noch CD24 exprimieren, scheinen
daher eine Risikogruppe fir verstarkte Progressionen darzustellen. Dieser Zusammen-
hang muss in Studien mit grofBeren Kollektiven Uberprift werden. AulRerdem wird
deutlich, dass die Funktion der beiden untersuchten Marker noch nicht ausreichend
verstanden und der funktionale Effekt der Expression von Tumor-Stammzellmarkern bis
dato unbekannt ist. Ein besseres funktionelles Verstandnis wird langfristig den Weg zu

gezielteren therapeutischen Angriffspunkten von Krebs-Stammzellen ebnen kénnen.



Il. Einleitung

2.1. Das kolorektale Karzinom

2.1.1. Epidemiologie

Krebs stellt zu Beginn des 21. Jahrhunderts immer noch eine der Haupttodesursachen
von Menschen in der sogenannten westlichen Welt dar. 14,1 Millionen Personen
erkrankten im Jahr 2012 weltweit neu an Krebs. Es wurden 8,2 Millionen krebsbedingte
Todesfalle registriert [1]. Allein in Europa erkrankten 3,4 Millionen Manner und Frauen
an Krebs, wovon 1,7 Millionen aufgrund der Erkrankung verstarben.
Geschlechtstibergreifend stellt Dickdarmkrebs (kolorektales Karzinom, KRK) hierbei mit
446.800 Neuerkrankungen die am zweithdufigsten diagnostizierte maligne
Tumorerkrankung und mit 214.700 Todesfallen die zweithaufigste zum Tod fihrende
Krebsart dar [2]. In Deutschland erkrankt einer von 14 Mannern (7,1%) und eine von 18
(5,5%) Frauen im Laufe ihres Lebens an Dickdarmkrebs, was diesen bei Mannern zur
dritthdufigsten und bei Frauen zur zweithaufigsten diagnostizierten Krebsart werden
lasst. Obwohl es sich beim KRK um eine der am besten erforschten Tumorerkrankungen
des Menschen handelt und bei frihzeitiger Diagnose und Therapie ein ginstiger
Krankheitsverlauf besteht, verstarben 2012 13.772 in Deutschland Manner bzw. 12.200
Frauen aufgrund dieser Erkrankung [3]. Neben genetischen und endogenen
Pradispositionsfaktoren ist Dickdarmkrebs vor allem eine ,Lifestyle“-Erkrankung, die
vermehrt in Lindern mit hohem Entwicklungsindex auftritt (Abb. 1). Bewegungsmangel,
Ubergewicht, Alkoholkonsum sowie der Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch
stehen im Verdacht, entziindliche Darmerkrankungen zu provozieren und somit die
Entstehung von Dickdarmkrebs zu beglinstigen [4, 5], wobei das Erkrankungsrisiko mit
zunehmendem Lebensalter stetig ansteigt. Dieser weit verbreitete Lebensstil (Western-
style) verbunden mit der demografischen Entwicklung in Deutschland und Europa wird

folglich zu einem Anstieg der jahrlichen Neuerkrankungen fiihren.
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Abb. 1: Weltweite Verteilung von Neuerkrankungen an kolorektalen Karzinomen bei Frauen und
Mannern [1]. Die Erkrankung tritt hauptsachlich in Ldandern mit hohem Entwicklungsstand und
vermehrt bei Mannern auf.

2.1.2. Klassifikation

Die Uberlebensprognose sowie aktuelle Therapiemethoden orientieren sich derzeit
hauptsachlich am Stadium des Tumors. Dieses wird gemaR der UICC (unio internationalis
contra cancrum) anhand der sogenannten TNM-Klassifikation bestimmt, in der die
anatomische Ausbreitung maligner Tumoren anhand dreier Komponenten beurteilt
wird (Tab. 1):

@ T (Tumor) bezeichnet die Ausdehnung des Primartumors: T1-T4,

® N (Node) das Fehlen oder Vorhandensein regionarer Lymphknotenmetastasen: NO-
N2 und

© M (Metastasis) das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen: MO-M1

Zusatzlich zur klinischen Klassifikation erfolgt postoperativ die histopathologische
Klassifikation, woflir der Buchstabe ,,p“ vor der jeweiligen Kategorie eingefligt wird. Die
TNM-Klassifikation hat internationale Giiltigkeit und wird in regelmaRigen Abstanden
aktualisiert. Das jeweilige Stadium des Tumors zusammen mit molekularpathologischen

Parametern bestimmen malgeblich die zur Anwendung kommende Therapieform.



UICC Stadium
O L[l |nAJuUB[NIC] I 1A 1B nc IVA[IVB

Tx Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

T0 kein Primértumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial bzw. Infiltration der Lamina propria

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T |12 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert oder in nicht-peri isiertes perikoli oder perirektales Gewebe
T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert direkt andere Organe oder Strukturen

T4a Tumor perforiert das viszerale Peritoneum

T4b__ |Tumor infiltriert direkt andere Organe oder Strukturen

Nx regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regiondren Lymphk vorhanden
N1 in 1-3 regioniren Ly

Nla |Metastasen in 1 regiondren Lymphknoten

N [N1b Metastasen in 2 oder 3 regiondren Lymphknoten
Tumorknotchen, z.B. Satelliten, in Subserosa oder in nicht-peri lisiertem perikoli oder
Nic perirektalem Fettgewebe ohne regiondre Lymphknotenmetastasen

N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten
N2a in 4-6 regiondren Ly
N2b in 7 oder mehr regiondren Lymphk

Mo keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastasen vorhanden

M1la |Fernmetastasen auf ein Organ beschrankt

Mi1b |[Fer in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Tab. 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms sowie entsprechende UICC Stadien
gemall WHO [6]

2.1.3. Therapie und Prognose

Im Gegensatz zu steigenden Inzidenzraten sinkt die Mortalitatsrate stetig. In
Deutschland sind die altersstandardisierten Sterberaten in den letzten 10 Jahren bei
beiden Geschlechtern um mehr als 20% gesunken [3]. Dies ist vor allem optimierten
Vorsorgeuntersuchungen zur Friherkennung sowie daraus resultierend friihzeitigen
TherapiemalRnahmen geschuldet. Die optimale Therapie stellt hierbei immer eine
vollstandige Resektion des Primartumors sowie der regiondren Lymphknoten dar.
Abhdngig vom Stadium des Tumors und molekularen pradiktiven Biomarkern wird
weiterhin Uiber eine adjuvante Therapie entschieden. Diese besteht neben Radio-
und/oder Chemotherapie im Rahmen des Konzeptes einer zielgerichteten Therapie
unter anderem aus dem Einsatz monoklonaler Antikoérper. Hierbei nehmen vor allem die
anti-EGRF (Epidermal Growth Factor) zielgerichteten Antikdrper Cetuximab und
Panitumumab eine bedeutende Rolle ein, denn sie blockieren gezielt und damit
spezifisch die EGRF-Signalkaskade, die in epithelialen Geweben Vorginge wie
Proliferation, Migration, Invasion, Angiogenese und Apoptose reguliert. Beim
metastasierten kolorektalen Karzinom kann eine EGFR-Expression bei etwa 70% der
Tumoren nachgewiesen werden und ist mit einer schlechten Prognose verbunden [7],

was die Bedeutung der anti-EGFR zielgerichteten Therapie unterstreicht.

Patienten mit Tumoren des Stadiums Il erhalten nach aktuellen Leitlinien immer eine
adjuvante Therapie. Bei Tumoren des Stadiums Il wird diese kontrovers diskutiert. So
kdnnen beispielsweise innerhalb des Stadiums Il Risikogruppen definiert werden, die

von einer adjuvanten Therapie profitieren kdénnten [8]. Auch die Analyse von



Biomarkern ermoglicht eine Unterteilung in Hoch- und Niedrig-Risikogruppen innerhalb
des Stadiums Il. Weiterhin zeigt eine anti-EGFR Therapie nur bei Tumoren Wirksamkeit,
bei denen unabhangig vom Stadium des Tumors, ein KRAS-Wildtyp erwartet werden
kann, wohingegen deren Nutzen bei Vorliegen einer KRAS-Mutation fraglich ist und das

Risiko von Nebenwirkungen und unnétigen Kosten birgt [7].

Das Stadium des Tumors zum Diagnosezeitpunkt hangt eng mit der Prognose
zusammen. Wahrend Patienten mit einem KRK des Stadiums | und Il eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 93% bzw. 84 - 72% aufweisen, liegt diese bei Patienten mit einem
Stadium Il zwischen 83 und 44%. Bei Tumoren des Stadiums IV betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate nur 8% [9], was bedeutet, dass 92% aller Patienten mit einem Stadium
IV Tumor innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnose aufgrund ihres Tumorleidens
versterben. Ursachlich flr diese duBerst schlechte Prognose sind die im Stadium IV
immer vorhandenen Fernmetastasen. Ebenso kommen Chemoresistenzen der
Tumorzellen gegeniliber adjuvanten Therapien in Betracht, die nach voriibergehender

Therapie-induzierter Remission des Tumors zu Rezidiven fihren.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines KRKs liegen bei 18-25% der Patienten bereits
Fernmetastasen vor. Unabhdngig vom Tumorstadium besteht auch nach kurativer
Therapie flr 5 Jahre ein erhdhtes Risiko fiir lokale oder lokoregionare Rezidive (3 — 24%)
und Fernmetastasen (25%), wobei das Risiko bei fortgeschrittenen Stadien hoher ist
[10]. Patienten, die sich mit einer schlechten Uberlebensprognose konfrontiert sehen,
bilden also eine groBBe Gruppe innerhalb der an Dickdarmkrebs Erkrankten. Weiterhin
fallt auf, dass Patienten mit einem frihen Stadium Il eine bessere 5-Jahres-
Uberlebensrate aufweisen als Patienten mit einem spaten Stadium Il Tumor, was ein
Hinweis darauf ist, dass das TNM-Stadium allein nicht ausreicht, um die Therapie gezielt
auswahlen und eine Prognose zuverlassig aussprechen zu konnen. Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit, das molekulare Verstdandnis der Erkrankung zu erweitern um daraus

bessere Behandlungsstrategien entwickeln zu kénnen.

2.2. Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

2.2.1. Histologische Ebene

Im gesamten Dickdarm kleidet eine Schicht von Epithelzellen tubuldre Driisen, den
Krypten aus, wodurch die effektive Oberflache des Kolons und Rektums vergroRert wird.
Eine kleine Anzahl an der Basis jeder Krypte lokalisierter Stammzellen bildet nach
asymmetrischer Teilung und Transdifferenzierung vier Zelltypen aus: resorptive
Saumzellen, schleimbildende Becherzellen, neuroepitheliale Zellen und Zellen der

transienten  Proliferationszone. Stammzellen und Zellen der transienten



Proliferationszone finden sich im unteren Drittel der Krypte, wohingegen die
differenzierten Zelltypen im oberen Drittel zu finden sind. Die Zellen migrieren
kontinuierlich zum oberen Kryptenende, um nach 3-6 Tagen durch einen Apoptose-
Mechanismus ins Darmlumen exfoliert zu werden. Dabei herrscht ein Gleichgewicht,
indem die Zellmitoseraten den Zellverlustraten entsprechen. Tumoren resultieren aus
dem Verlust des Gleichgewichtes von Zellneubildung und Zellverlust mit einem

Uberwiegen der Zellneubildung bei meist gleichzeitiger Reduktion der Apoptose.

Kolorektale Karzinome entwickeln sich in mehreren Schritten tGber mehrere Jahre bis
Jahrzehnte hinweg aus benignen Vorlduferldasionen. Die friiheste Manifestation
kolorektaler Neoplasien stellen aberrante Kryptenfoci (ACF, aberrant crypt foci) dar.
Diese konnen sich zu Polypen weiterentwickeln. Polypen stellen benigne Tumoren dar,
welche protrudierend in das Darmlumen wachsen. Es kann zwischen hyperplastischen
Polypen, die eine normale Zellmorphologie und Architektur aufweisen, und
adenomatosen Polypen unterschieden werden. Adenomatdse Polypen sind durch
abnormale inter- und intrazelluldre Organisation gekennzeichnet und reprasentieren
ein pramalignes Stadium KRK [11]. Dieser Prozess der Entwicklung eines
metastasierenden Karzinoms aus friihesten benignen kolorektalen Neoplasien deckt
eine durchschnittliche Zeitspanne von 10 — 15 Jahren bis hin zu mehreren Jahrzehnten

ab und wird als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet [12].

2.2.2. Molekulare Ebene

Nach dem Multistep Carcinogenesis Modells, das durch Bert Vogelsteins Arbeitsgruppe
entwickelt wurde, resultieren die histopathologischen Veranderungen wahrend der
Adenom-Karzinom-Sequenz aus einer schrittweisen Akkumulation von (tumor-)
genetischen Alterationen, die zu einer Aktivierung von Onkogenen (gain of function)
sowie Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen (loss of function) fihren. Vogelstein
teilte den jeweiligen Entwicklungsstufen wahrend der Adenom-Karzinom-Sequenz
definierte Mutationen zu, die haufig in der jeweiligen Ldsion nachzuweisen waren
(Abb. 2). Entscheidend ist hierbei nicht die Reihenfolge der Mutationen, sondern die
Gesamtakkumulation von Alterationen [13]. So finden sich in der Entwicklung eines KRKs
typischerweise Mutationen in mindestens vier Genen. RegelmaRig betroffen sind das
Onkogen KRAS (Kirsten rat sarcoma) sowie die drei Tumorsuppressor-Gene APC
(adenomatous polyposis coli), SMAD4 (mother against decapentaplegic) und TP53
(tumorsuppressor protein 53 kdal) [11].

Die haufigsten genetischen Alterationen, die wahrend der kolorektalen Tumorgenese
auftreten, sind somatische Mutationen auf Chromosom 5q im APC-Gen, wodurch seine

Tumorsuppressor-Funktion deaktiviert wird. In der Folge kommt es zur Aktivierung des



Whnt (wingless/ int [initiation of tumor growth])-Signalwegs, den APC kontrolliert. Da
APC den Eintritt in die kolorektale Karzinogenese reguliert, wird es als gatekeeper der
kolorektalen Karzinogenese bezeichnet [14]. So initiieren Mutationen im APC-Gen die
Tumorgenese, was zur Entwicklung von ACF und Adenomen fiihrt [15]. Konsekutive
Mutationen treten im KRAS-Onkogen auf, was zu weiterem klonalem Wachstum und
Expansion der Zellanzahl durch Verstarkung des Wnt-Signalwegs fiihrt. Im weiteren
Verlauf kommt es zu unter anderem zu Mutationen der Gene SMAD4, TP53 oder auch
PIK3CA (phosphatidyl-inositol-3 kinase catalytic subunit alpha) was letzten Endes in die

Entstehung eines metastasierenden Karzinoms miindet [16].

Aberrant crypt focus Adenoma Carcinoma

o

APC KRAS SMAD2/SMAD4 TP53
Other oncogenes? Chromosome  Chromosome
18g LOH 17p LOH

Nuclear B-catenin levels and chromo

Abb. 2: Schematische Darstellung der Adenom-Karzinom-Sequenz nach dem Multistep
Carcinogenesis Modell. Eine Inaktivierung des Tumorsuppressor-Gens APC fihrt zu friihesten
Manifestationen kolorektaler Neoplasien, wohingegen genetische Alterationen auf Chromosom
17p in fortgeschrittenen Stadien zur funktionellen Inaktivierung des Tumorsuppressor-Gens und
Transkriptionsfaktors TP53 und vermutlich zum Ubergang in ein Karzinom fiihren. [11]

2.2.3. Regulatorische Ebene

Die tumorgenetischen Mutationen der betroffenen Gene flihren auf regulatorischer
Ebene zu einer Reihe weitreichender Veranderungen. Aufgrund seiner zentralen und
initialen Rolle als gatekeeper in der kolorektalen Karzinogenese soll im Folgenden
besonders auf die Konsequenzen des Funktionsverlusts des APC-Tumorsuppressor-Gens

eingegangen werden.

APC kodiert fir ein Protein, dessen essentielle Funktion in der Regulation des
kanonischen WNT/B-Catenin-Signalwegs liegt. Dieser nimmt wahrend der friihen
Embryogenese in der Gastrulation, in der Homoostase der Gewebe, sowie auch in der
Tumorentwicklung eine zentrale Rolle ein. Das durch den WNT-Signalweg regulierte

[-Catenin nimmt eine ambivalente Rolle ein. Im Kontext mit E-Cadherin stabilisiert es



den epithelialen Phdnotyp. Weiterhin interagiert P-Catenin mit DNA-bindenden
Faktoren aus der LEF1 (lymphocyte enhancing factor)/TCF (T-cell factor) Familie. In
diesem Kontext induziert B-Catenin einen mesenchymalen Phanotyp mit Eigenschaften
von Tumorstammzellen. Beim Menschen sind mindestens 19 verschiedene Molekiile
der WNT-Familie und mindestens 10 Mitglieder der WNT-Rezeptor-Familie FZ (frizzled)
bekannt [17]. In Abwesenheit von WNT wird zytoplasmatisches B-Catenin, das seine
Interaktion mit E-Cadherin verloren hat, dem ,Degradationskomplex” zugefiihrt, der
sich mindestens aus den Komponenten APC, Glykogensynthasekinase-3-3 (GSK-3f3) und
Axin zusammensetzt. Dies fuhrt zur Phosphorylierung von 3-Catenin, wodurch es durch
eine E3 Ubiquitin Ligase (TrCP) erkannt und abgebaut wird. Die Anwesenheit von WNT
und dessen Bindung an seinen Rezeptor inhibiert den Degradationskomplex und fiihrt
zu einer Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma und dann auch im Zellkern, wo es
schlieBlich die Expression von WNT-Zielgenen aktiviert [17] [18] (Abb. 3). Liegt nun wie
bei 85% aller KRKs [14] eine Mutation des APC-Gens vor, kann APC seine Funktion im
Degradationskomplex nicht erfiillen und es kommt zur Stérung des Abbauprozesses von
[-Catenin, das sich folglich akkumuliert und eine konstante Aktivierung des WNT-
Signalweges nach sich zieht. Akkumuliertes B-Catenin fiihrt dadurch zu unkontrollierter
transkriptionellen Aktivierung von LEF1/ TCF Zielgenen, was fir die Tumorgenese
entscheidend ist [19]. Das Resultat der Aktivierung dieser Zielgene sind akquirierte
Zelleigenschaften, die typischerweise kennzeichnend fiir maligne Krebserkrankungen
sind und als hallmarks of cancer bezeichnet werden: Resistenz gegeniiber Apoptose,
eigenstandige Aufrechterhaltung proliferativer Signale, Resistenz gegeniiber anti-
proliferativer Signale, Invasion und Metastasierung, unlimitierte Replikationsfahigkeit
und Aufrechterhaltung der Tumorangiogenese [20]. Somit liegt die Schllisselfunktion
des Tumorsuppressor-Proteins APC in seiner Fahigkeit, freies [-Catenin zu
destabilisieren und so die unkontrollierte Auspragung der hallmarks of cancer zu

vermeiden [21].



E-cadherin

B-catenin
degradation

INUNUNONONYS

WNT target genes
ON

WNT target genes
OFF

A\ J A\ J

Abb. 3: Schematische Darstellung der WNT/B-Catenin Signalkaskade bei A Abwesenheit von
WNT und B Bindung von WNT an FZ. Details siehe Text. Abbildung ilbernommen aus [18]

Die Bedeutung von B-Catenin in der Tumorgenese des KRK wird weiterhin dadurch
untermauert, dass sich in Tumoren mit wildtypischem (WT) APC-Gen Mutationen des
-Catenin kodierenden CTNNB1-Gens finden, die es fur den Abbau durch den
Degradationskomplex unangreifbar machen [22], sodass auch in diesen Fallen der WNT-
Signalweg konstitutiv aktiviert bleibt. Die Akkumulation von -Catenin im Zellkern ist ein

Indikator fiir einen aktivierten kanonischen WNT-Signalweg [23].

Der kanonische WNT-Signalweg nimmt bei der Aufrechterhaltung der normalen
Homoostase von intestinalen Zellverbdanden, insbesondere bei der Kontrolle der
Funktion intestinaler epithelialer Stammzellen und bei der Aufrechterhaltung der
Krypten-Architektur, eine zentrale Rolle ein. Es gibt Hinweise, dass die WNT
Signalkaskade den dominantesten Faktor zur Kontrolle des Zellschicksals entlang der
Achse Krypte — Villi von der Stammezelle lber die Proliferation und Differenzierung bis
hin zur Apoptose und Exfoliation ins Darmlumen darstellt [17] sowie die
Selbsterneuerung von Stammzellen reguliert [24]. Ist der normale Ablauf des WNT-
Signalwegs gestort, fehlt diese Kontrolle und die Zellen des Darmepithels kénnen

unkontrolliert proliferieren.

Translatiert man diese Erkenntnisse auf das Multistep Carcinogenesis Modell und
vergleicht es mit der Histomorphologie humaner KRK, so st6Bt man auf einen

Widerspruch. Obwohl tumorigene Mutationen den WNT-Signalweg bereits zu einem



frihen Zeitpunkt der kolokrektalen Karzinogenese treffen und somit praktisch alle
Tumorzellen diese Mutation aufweisen (truncal mutation), sollten folglich alle
Tumorzellen nukledres B-Catenin aufweisen. Jedoch findet sich histologisch eine
heterogene intrazelluldre Verteilung von 3-Catenin sowohl in Primartumoren als auch
Metastasen. Tumorzellen der Invasionsfront sowie in angrenzendes Stroma
infiltrierende Zellen weisen nukledres B-Catenin auf, wahrend Tumorzellen zentraler
Tumorareale durch membrandse exprimiertes B-Catenin charakterisiert sind. Dieses
Phanomen wird als [-Catenin-Paradox bezeichnet und zeigt, dass KRK nicht
deterministisch durch tumorgenetische Mutationen getrieben werden, sondern, dass
sie immer noch reguliert werden kénnen. Die nukledr 3-Catenin positiven Tumorzellen
scheinen eine besondere Rolle einzunehmen. Sie zeigen Eigenschaften von
Tumorstammzellen und scheinen daher sowohl fiir die Tumorprogression als auch
Bildung von Metastasen verantwortlich zu sein [25]. Hingegen zeigen Tumorzellen im
Tumorzentrum mit nukledarem B-Catenin eine epitheliale Differenzierung [26], die mit

einem geringeren tumorbildenden Potential einhergeht [27].

Des Weiteren stellt sich die Frage, wie Zellen mit einer nur geringen Lebensdauer, wie
im Kolonepithel, wahrend ihrer Lebensdauer ausreichend viele Mutationen anh&dufen

kénnen, um maligne zu werden.

2.2.4. Das Cancer Stem Cell Modell

Diese bei vielen Tumoren beobachtete Heterogenitat wird durch das Cancer Stem Cell
(CSC) Modell erklart. Tumoren sind komplexe dreidimensionale Strukturen, mit
regulierbaren und dadurch heterogenen Tumorzellen. Dabei kénnen Tumorzellen
beeinflusst durch das Stroma dedifferenzieren oder differenzieren, sodass sich
heterogene Strukturen entwickeln. Tumoren verhalten sich somit wie ihre
korrespondierenden Normalgewebe, wobei Tumoren keine geordnete und gerichtete
Organisation besitzen. An der Spitze des zelluldren Spektrums stehen undifferenzierte

Stammzellen bzw. in den Tumoren Krebs-Stammzellen (CSC, Cancer Stem Cells) [28].

Die Eigenschaften normaler Stammzellen wie die Fahigkeit zur Differenzierung, zur
Selbsterneuerung und zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen
Differenzierung und Selbsterneuerung sowie insbesondere die Tatsache, dass sie die
einzigen langlebigen Zellen in den meisten Wechselgeweben darstellen, pradisponieren
sie als das Ziel fiir die Akkumulation multipler genetischer Alterationen liber Jahrzehnte.
Dieser Zusammenhang konnte fiir das intestinale Kompartiment experimentell gezeigt

werden [29]. Mit der Terminologie CSC werden Tumorzellen bezeichnet, die Tumoren

10



initileren und heterogene Tumorzellen bzw. Tumoren hervorbringen kénnen, die ihrem
Ursprungstumor gleichen [28]. Der Nachweis von CSC gelang erstmals in Studien zur
akuten myeloischen Leukamie, als entdeckt wurde, dass nur ein kleiner Anteil von zuvor
entnommenen Leukdmie-Zellen in der Lage war, die Erkrankung in immundefizienten
Mausen wieder hervorzurufen (Goldstandardexperiment)[30, 31]. Auch bei Studien zu

kolorektalen Karzinomen konnte die Existenz von CSC nachgewiesen werden [32, 33].

Das CSC Modell basiert auf einer hierarchischen Organisation der Tumorzellen, wobei
die wenigen CSC wegen lhrer Kapazitat zur Selbsterneuerung und Differenzierung als
Ursache fur das Wiederauftreten von Tumoren nach initialer Remission (relapse) nach
erfolgter Chemotherapie (Resistenz) gesehen werden. Weiterhin werden CSC fiir die
Ausbildung von Fernmetastasen verantwortlich gemacht [26, 34]. Denn in CSC sind
Transport- und DNA-Reparaturmechanismen aktiv, die sie flir Chemo- und
Radiotherapien unempfindlich(er) werden lassen [35]. Aus diesen Zusammenhangen
wird die Bedeutung der ldentifizierung von CSC deutlich, denn nur, wenn diese
therapeutisch angegriffen und eliminiert werden kénnen, ist von einem dauerhaften

Therapieerfolg auszugehen (Abb. 4).
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Abb. 4: Rolle und Bedeutung der CSC-Zellen fiir Chemoresistenz und Metastasierung: A Die
Mutation einer normalen Stamm- oder Progenitorzelle fihrt zur Entstehung einer Tumor-
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Stammazelle (CSC), die zur Bildung des Priméartumors fiihrt. B Wird die Tumor-Stammzelle durch
Chemo- oder Radiotherapie nicht zerstort, obwohl die Mehrheit der die Tumormasse bildenden
Tumorzellen getoétet werden, kann dies zu einem Tumorrezidiv flihren. C Tumorstammzellen des
Primartumors kdnnen migrieren, invadieren, intra- und extravasieren und Metastasen mit einer
dem Primartumor ahnlicher Architektur ausbilden [34].

2.3. Therapeutische Angriffspunkte

2.3.1. Therapieleitlinien

Die primdre Therapie eines kolorektalen Karzinoms stellt Stadien-unabhangig immer
eine vollstandige operative Entfernung des Primartumors verbunden mit einer
ausgedehnten Lymphadenektomie dar. Die weitere Therapie wird abhdngig vom
pathologischen Stadium festgelegt. Patienten des UICC-Stadiums Il und IV erhalten
nach operativer Entfernung des Tumors eine adjuvante Chemotherapie, wobei diese fiir
Patienten des Stadiums Il nur in ausgewahlten Risikosituationen erwogen wird [10].
Trotzdem betrdgt die Stadien-unabhingige absolute 5-Jahres-Uberlebensrate bei
deutschen Mannern und Frauen lediglich 52%, die absolute 10-Jahres-Uberlebensrate
sogar nur 38 bzw. 40% [3]. Dies verdeutlicht, dass die aktuellen TherapiemaRBnahmen
bisher noch nicht gezielt auf die Tumor-verursachenden Mechanismen gelenkt werden
konnten, was zum einen darin begriindet liegt, dass die zugrunde liegenden
molekularen Ursachen und Mechanismen der Pathogenese noch nicht vollstandig
verstanden sind, und zum anderen, dass die Tumor-verursachenden Zellen nicht

angegriffen werden.

2.3.1. Angriff von Krebs-Stammzellen

Die weithin akzeptierte Annahme, dass die Tumorgenese von einigen wenigen Krebs-
Stammzellen (cancer stem cells, CSC) angetrieben wird, verdeutlicht die Notwendigkeit,
diese Zellen charakterisieren und identifizieren zu kénnen. Es wird angenommen, dass
CSC ahnlich wie normale Stammzellen lber einen langsamen und teilweise ruhenden
Zellzyklus verfligen, der sie unangreifbar gegeniliber den eingesetzten Therapeutika
macht, und somit auch noch Jahre nach primar erfolgreicher Therapie Rezidive und
Metastasen verursachen kénnen. Gelingt es nicht, diese Zellen zu eliminieren, kann
demnach keine Heilung der Krebserkrankung oder zumindest ein langfristiger Profit von

der Chemotherapie herbeigefiihrt werden.

Ein aktivierter kanonischer WNT (B-Catenin)-Signalweg stellt das Kennzeichen von im
Kolon lokalisierten CSC dar [27]. Immunhistochemisch kénnen CSC in Gewebeschnitten

kolorektaler Karzinome durch nukledr lokalisiertes B-Catenin nachgewiesen werden
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[36], jedoch fehlt weiterhin eine gezielte dulRere Angriffsmoglichkeit dieser Zellen. Ein
direkter Angriff von B-Catenin ist bisher nicht mdoglich, @ da seine Funktion nicht
ausschlieBlich auf den WNT-Signalweg beschrankt ist, sondern es sich auch um ein
integrales Strukturprotein der zonula adhaerens handelt, so dass mit einer solchen
Therapie alle epithelialen Strukturen angegriffen wiirden. ® Grundsatzlich ist es zurzeit
schwierig bis unmoglich, Transkriptionsfaktoren effizient und spezifisch zu inhibieren.
Somit ware es ideal, Surrogatmarker zu identifizieren, die CSC an deren Oberflache
markieren, wodurch diese nicht nur identifiziert, sondern auch leicht angreifbar

gemacht werden kdénnen.

2.4. Oberflaichenmarker von Cancer Stem Cells

2.4.1. Bisher untersuchte Cancer Stem Cell Marker beim kolorektalen Karzinom

Durch Oberflaichenmarker, die spezifisch fiir CSC sind, wird eine Identifikation
markierter (Tumor-) Zellen moglich. Weiterhin wird es auf diese Weise ermdglicht, diese
Zellen weiter zu untersuchen. Erstmals wurden Krebszellen mit stammzellahnlichen
Eigenschaften in Verbindung mit Studien zur akuten myeloischen Leukdmie
nachgewiesen. Es wurde entdeckt, dass diese Zellen durch den Phdnotyp CD34+/ CD34-
charakterisiert waren [30, 31]. Spater konnte CD133 als potentieller CSC Marker unter
anderem bei Hirntumoren [37], Prostatatumoren [38] und kolorektalen Tumoren
identifiziert werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein kleiner Teil von CD133+
Darmkrebs-Zellen {iber Tumor-initiierende Fahigkeiten, Selbsterneuerung und
Differenzierung verfligte [32, 33]. Erwartungsgemald spielt CD133 als prognostischer
Faktor in KRK eine Rolle, dessen funktioneller Einfluss allerdings noch unklar ist [39, 40].
Innerhalb der CD133+ Zellpopulationen zeigten Zellen mit EpCAMMe"/ CD44+
Oberflachenprofil in immundefizienten Mausen ein hohes Potential fir Tumor-
Initiation. Weitere Marker, die Zellen mit Eigenschaften von CSC in KRK identifizieren
konnen sind CD166 [41] oder CD44 [42]. Die Bedeutung von CD44 wurde in
experimentellen Untersuchungen manifestiert. Bereits eine einzige CD44+ Zelle konnte
in vitro Tumorspharoide mit Stammzellen-dhnlichen Eigenschaften generieren und in
immundefizienten Mausen zu Tumoren mit den urspriinglichen Eigenschaften des
Primartumors induzieren. Vermeulen zeigte, dass CD133+ Darmkrebs-Zellen aus
heterogenen Zellpopulationen bestehen und dass, obwohl alle Zellen CD133
exprimierten, verschiedene Subpopulationen CD166, CD44, CD29, CD24 oder Lgr5
exprimierten sowie nukledres [3-Catenin aufwiesen. Hierbei wiesen CD133+ und CD24+
Zellen klonogenes Potential und multipotente Differenzierung auf. Wahrend der

Differenzierung wurde CD133 und CD24 am schnellsten herabgeregelt, gefolgt von
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CD44. Die Oberflachenexpression von CD29 und CD166 veranderte sich hierbei nur
gering [43, 44]. Zusammengefasst wurde bisher eine Reihe potentieller CSC-Markern
untersucht. Da jedoch alle bisher beschriebenen Marker gleichzeitig exprimiert zu sein
scheinen [44], stellt sich die Frage nach dem geeignetsten molekularen CSC-Marker, um
in Folge eine bessere Identifizierungs- und Angriffsmoglichkeit fir weitergehende

Untersuchungen und zu einer mehr zielgerichteten Therapie zur Verfligung zu haben.

2.4.2. Hypothese

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die potentiellen Tumorstammzell-Marker
CD29 und CD24 naher untersucht. Ziel war die Klarung der Frage, ob CD29 und CD24
geeignete Marker darstellen, um Tumorstammzellen in situ nachzuweisen. Hierzu
wurde die Expression von CD29 und CD24 in einer Auswahl von histologischen Schnitten
kolorektaler Karzinome Uberprift. Sollten die beiden Marker spezifisch CSC erkennen,
wiirde man gemal} der Annahme, dass CSC die Tumor- und Metastase-treibenden Krafte
von Tumorerkrankungen darstellen, davon ausgehen, dass die Expression von CD29 und

CD24 mit der Uberlebenszeit der Patienten korreliert.
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lll. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Basis fir die Untersuchungen der vorliegenden Doktorarbeit stellte eine retrospektive
Auswahl aus Patientenfadllen mit der Diagnose kolorektales Karzinom dar, die sich
zwischen 1994 und 2005 an der Ludwig-Maximilians-Universitdit Minchen einer
kurativen, d.h. vollstandigen Tumorresektion mit Ziel einer vollstandigen Heilung
unterzogen. Von jedem Fall existierten Formalin-fixierte in Paraffin eingebettete (FFPE)
Gewebeproben des Primartumors. Es wurden ausschlieBlich maRig differenzierte
Karzinome der Kategorie G2 bzw. G3 gemaR WHO-Klassifikation eingeschlossen. Alle
Falle entsprachen der stageing-Kategorie UICCII/AJCC 2a (T3NOMO). Samtliche
klinischen Daten (follow-up, Uberleben) wurden durch das Tumorregister Miinchen
(Prof. Dr. Jutta Engel) im Jahr 2009 zur Verfligung gestellt. Patienten, die innerhalb der
ersten 3 Monate nach Tumorresektion verstarben, wurden von der Studie
ausgeschlossen, weil nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die Todesursache keine

Folge des Tumorleidens, sondern des operativen Eingriffs war.

Die Festlegung der Grofe des untersuchten Kollektivs basierte auf der Basis der
folgenden Parameter: @ die Untersuchung hatte einen assoziativen Charakter, wobei
die Ergebnisse auf der Basis immunhistochemischer Farbungen gewonnen wurden,
® die Farbeintensitiaten wurden (iber einen semiqualitativen Score ermittelt, © fur
die Korrelation der Firbungen mit dem 5-Jahres Uberleben der Patienten wurde eine
mittelgroRe EffektgroRe von p=0.25 (p<0.2: kleiner-, p<0.5: mittlerer-, p<0.8: groRer
Effekt bestimmbar) angenommen, @ die a- und B-Fehler wurden zweiseitig mit den in
life sciences ublichen Werte von 5% und 20% angenommen, was © eine Power (1-3) von
0.8 ergab. Aus diesen Parametern wurde unter Annahme eine t-Verteilung der
Messergebnisse mit Hilfe der Software G*Power v.3.17 [45] eine minimale GroRe des
Patientenkollektivs von N=120 bestimmt (Abb. 5).

Fiir die Untersuchung konnten 156 Patientenfélle aus dem Archiv des Pathologischen
Instituts rekrutiert werden, sodass sich rechnerisch in dem gewahlten Statistikmodell
eine geringere Effektgrofle von p=0.2202 ergab, d.h. dass in dieser Konstellation auch
kleinere Effekte messbar gemacht werden konnten. Das Alter der Patienten lag bei
Tumordiagnose zwischen 47 und 92 (Median 70) Jahren. Die mittlere Beobachtungszeit
betrug 6,5 Jahre, innerhalb derer 29 (18,6%) Patienten tumorbedingt verstarben und in

39 Fallen (25%) eine Progression auftrat.
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A critical t = 1,9803

B Einstellungen G*-Power
Correlation: Point biserial model
Analysis: A priori: Compute required sample size

Output:
Input: )

. Noncentrality parameter § = 2.8284271
Taills) - Two Critical t = 19802722
Effect size | o | = 025 ritica = L

err prob 0.05 Df = 118
o = . X
Power (1- B err prob) - 080 Total sample size = 120

Actual power = 0.8010495

Abb. 5: Berechnung der minimalen KollektivgréRe fiir die Untersuchung. Auf der Annahme
einer t-Verteilung der Ergebnisse, einer zweiseitigen Fehleranalyse von a=5% und [=20%
ergab sich eine minimale GroRe des Patientenkollektivs von N=120. A Verteilungsdiagramm
der beiden Parametergruppen (rot: Uberleben 5 Jahre oder weniger; blau: mehr als fiinf
Jahre), B Fiir die Powerberechnung eingegebene Werte (input) sowie die von G* Power
errechneten Werte (output).

3.2. Western Blotting

Vor Einsetzen von Antikdrpern in immunhistochemische Farbungen wurde zunachst mit
Hilfe der Western Blot Technik gepriift, ob die Antikorper Spezifitat fur ihr Zielantigen
zeigten, um Fehlinterpretationen zu verringern bis zu vermeiden. Fir die Antigene CD24
und CD29 sind folgende Charakteristika bekannt:

CD24
ist ein kleines GPI-linked membrane sialo-glycoprotein Protein (80 Aminosduren) von
8.097 kdal.

CD29
ist die B-1 Untereinheit des Integrins (798 Aminosduren) mit einem Molekulargewicht
von 88.415 kdal.

Von einem spezifischen Antikorper wird erwartet, dass er eine einzige Bande ergibt, die

auf der richtigen Laufh6he im Gel wandert. Zwischen Laufweite und Molekulargewicht
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der Proteine besteht eine logarithmische Proportionalitat. Dabei wird eine Zuordnung
zwischen beiden Parametern durch einen molekularen Standard erzielt, der eine

Mischung von Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht darstellt.
Fiir den Western Blot wurden Proteingemische zunachst

1) in denaturierenden diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen elektrophoretisch

aufgetrennt,
2) auf eine proteinbindende Membran Gbertragen und dadurch immobilisiert

3) unter Einsatz von Antikorpern detektiert.

1) Elektrophoretische Auftrennung

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mit Hilfe von
denaturierender, reduzierender SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat — Poly Acrylamid Gel
Elektrophorese). Dazu wurde zwischen zwei im Abstand von 1,5 mm fixierten
Glasplatten zunachst ein Trenngel (Tab. 2) gegossen und dieses mit Ethanol
Uberschichtet, um eine glatte Oberkante des Gels zu erzeugen. Die Polymerisation
bendtigte unter den gewahlten Bedingungen circa 20 Minuten. Anschliefend wurde das
Ethanol abgegossen und nun auf das Trenngel ein Sammelgel (Tab. 2) gegossen, in dem
mit Hilfe eines Kamms Taschen geformt wurden, in die spater die proteinhaltigen Zell-
Lysate (Tab. 3) auftragen wurden. Die Polymerisation erfolgte unter den gewahlten
Bedingungen wiederum in circa 20 Minuten. Die Glasplatten wurden daraufhin in einer
Haltevorrichtung in die Gellaufkammer des verwendeten Minigel-Systems (BioRad Mini
Trans-Blot System) eingesetzt. Die Gellaufkammer wurde mit Laufpuffer (Tab. 2) befiillt,

der Kamm entfernt und die entstandenen Taschen gespllt und auf Intaktheit gepruift.
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1) Trenngel 10%

Acrylamid Rotiph Gel 30 (Roth)  30% 5ml
porkimpivresy S < L Tab. 2: Western Blot: Puffer
H,0 6,25 ml .
APS 10% 200 pl und Losungen
TEMED 100% 40 pl
15 mi 1) Far die PAGE (poly-
sammelgel acrylamide
Acrylamid Rotiph Gel 30 (Roth)  30% 650 pl . .
saetctones. . v2smi gelelectropheresis):
H,0 3,05 ml
= - R Gele, Laufpuffer
IENED 100% 20 2) Fir den Transfer der
5ml . .
Proteine auf die
Laufpuffer (5x Laemmli-Puffer) .
TR g Western Blot Membran:
Glycin 72g
i . Transferpuffer
H,0 ad 1000 mi
2) 10x Transferpuffer (Mengenangaben
Tris Base 30,2¢g ..
Glycin 1042 gemall Western Blot
H,0 ad 900 ml
Protokoll des
bt — — Pathologischen Instituts
10 x Transferpuffer 10% der LM U’ erstellt von
Methanol 10% . .
Achim Schaffauer)
Zell-Linien Proteinkonzentration der beim Western Blot eingesetzen Lysate
CD29 CD24
Hela 2,50 pg/ul 2,50 pg/ul
HT29 0,66 pg/pl 1,99 pg/ul
SW620 0,82 pug/ul 2,62 pg/ul
LS174T 2,26 pg/ul
293T 3,02 pg/ul
RPMI8866 0,72 pg/ul

Tab. 3: eingesetzte Zelllinien und Volumina der eingesetzten Proteinlysate in Western Blots

Parallel zur Polymerisation wurden die Proben vorbereitet. Dazu wurde ein Volumen
(y ul), das 10ug Protein enthielt, mit einem entsprechenden Volumen (x ul) an
4xRotiload Puffer gemischt (2):

x ul RLB=%-(qu RLB +y pl PL) (1)

x Wl RLB = y i PL| (2)

PL — Proteinlysat, RLB — 4x Roti-load Puffer

Das Gemisch wurde fiir 5 Minuten bei 95°C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren,

und anschlieRend sofort auf Eis gestellt.
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In die Taschen wurden Zell-Lysate der Zelllinien Hela, HT29, SW620, LS174T, 293T und
RPMI8866 (Tab. 3) sowie 5ul Molekulargewichtsmarker (DualColor, BioRad) pipettiert.
Anschliefend wurden die Proteine im elektrischen Feld fiir 20 Minuten bei 65 V, dann

bei 120 V fir circa 1h 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgetrennt.

2) Transfer und Immobilisierung der Proteine auf einer Membran

Nach Auftrennung der Proteinlysate wurden diese auf eine Poly-Vinyl-Di-Fluorid (PVDF)-
Membran (Immobilon P, Millipore) tGbertragen und dadurch gleichzeitig immobilisiert.
Hierzu wurde das Polyacrylamidgel vorsichtig von den Glasplatten gelost und in die
Kassette einer Blotkammer eingesetzt. Zur spateren Orientierung wurden sowohl die
linke obere Ecke des Gels als auch die entsprechende Ecke der Membran abgetrennt.
Die Kassette wurde zusammen mit einem gefrorenen Kiihlelement in die Blotkammer
eingesetzt und ein Rihrfisch in die Kammer gelegt. AnschlieBend wurde die Blotkammer
mit frisch angesetztem 1x Transferpuffer (Tab. 2) befillt und der Blot im Kihlschrank
(4°C) fir 1 Stunde bei 100V unter standigem Riihren auf einem Magnetrihrer laufen
lassen. Durch die Kiihlung wurde der beim Transfer entstehenden Warmeentwicklung
gegengearbeitet, die sich unglinstig auf das Transferverhalten auswirkt, da durch
Warme die Diffusion der Proteine im Gel gesteigert wird. Nach Abschluss des Transfers
wurde die Kassette vorsichtig gedffnet und der Erfolg des Transfers lberpriift. Da der
eingesetzte Proteinstandard vorgefarbt war, konnte der Erfolg der Transfers sofort

augenoptisch direkt kontrolliert werden.

3) Detektion der Proteine

Die Membran wurde zunachst in 1xTBS/T-0,01% Puffer fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur gewaschen, um eventuelle Gelreste zu entfernen. Dann wurde die
Membran mit 6 ml Blotto (5%) Milchpulver in 1xTBS/T-0,01% Puffer) fiir eine Stunde
inkubiert, um so die Areale der Membran, die kein Protein gebunden hatten, durch
unspezifisches Binden von Milchproteinen zu blockieren. AnschlieRend erfolgte lber
Nacht bei 4° die Inkubation der Membran mit dem gewi{inschten Primarantikorper (Tab.
4). Am nachsten Morgen wurde die Membran erneut in 1xTBS/T-0,01% Puffer
gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Daraufhin erfolgte die
Inkubation mit dem jeweiligen Sekundarantikoérper fiir 1,5 (CD29) bzw. 3 Stunden

(CD24) bei 4°C (Tab. 5). AnschlieBend wurden die Membranen erneut gewaschen.
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Antikorper Klon Verdiinnung Hersteller Spezies

Anti-CD24 3H1143 1:1000 Santa Cruz Maus
(3ul AK in 3000ul 5% Blotto)

Anti-CD29 EPR10404 1:1000

(3ul AK in 3000l 5% Blotto) Epitomics Kaninchen
Anti-B-Actin AC-15 1:1000

(3l AK in 3000p! 5% Blotto) Sigma-Aldrich Maus
Anti-Maus-HRP 1:10.000

(0,3ul AK in 3000l 5% Blotto) Thermo Scientific  Kaninchen

Anti-Rabbit-HRP 1:10.000
(0,3ul AK in 3000ul 5% Blotto) Pierce Maus

Tab. 4: Spezifikation der eingesetzten Antikorper

In abschlieBenden Schritten wurden nun die durch die spezifische Bindung des
Erstantikorpers definierten Antikorperkomplexe sichtbar gemacht. Hierzu wurde die
Membran mit der Oberseite nach oben auf Klarsichtfolie gelegt und Immobilon™
Western Chemiluminescent HRP Substrat (Millipore, 1 ml/Membran), das an den
Sekundarantikorper bindet, auf die Membran aufgetragen. Die Membran wurde mit
einer zweiten Klarsichtfolie abgedeckt und in einer Belichtungskassette fixiert.
Luftblasen wurden zuvor herausgestrichen. Die Belichtung erfolgte in der
Dunkelkammer, indem ein Film (Amersham Hyperfilm ECL) flr 2 (CD29) bzw. 5 (CD24)
Minuten direkt auf die Membran aufgelegt wurde. Schliellich wurde der Film

entwickelt.

Um im Falle von negativen Proben nachzuweisen, dass der Ausfall des Nachweises nicht
daran lag, dass kein Protein aufgetragen worden war, wurde zum Nachweis
aufgetragenen Proteins das in allen Zellen exprimierte B-Actin nachgewiesen. Hierzu
wurde die jeweilige verwendete Membran durch Waschen und Inkubation mit Restore™
Western Blot Stripping Buffer von bisher gebundenen Antikérpern befreit und
anschlieBend wie in Tabelle 5 beschrieben mit Hilfe eines [B-Actin spezifischen
Antikorpers (Tab. 4) inkubiert. Bei der Inkubation dieses Antikérpers erfolgten alle

Schritte, also auch das Waschen und die Antikérperinkubation bei 4°C.
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CD29

CD24

RPMI 8866 (Negativkontrolle)

Hela Whole Cell Lysate (Positivkontrolle)
HT29

SW620

initial 65 V, anschlieBend 120 V
bei Raumtemperatur

100V
bei 4°C

1 h mit 6ml 5% Blotto
bei Raumtemperatur

4 x 5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

4 x 5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

2 Minuten

4 x 5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

15 Minuten in 3ml Restore™ Western Blot Stripping Buffer
bei 4°C

4 x 5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

30 Minuten mit 6ml 5% Blotto
bei 4°C

3 x5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

3 x 5 Minuten in 10m| 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

30 Sekunden

Zelllysate

Gellauf

Transfer

Blockieren

Inkubation mit Primér-Antikérper

Waschen

Inkubation mit Sekundar-Antikorper

Waschen

Belichtung

Waschen

Strippen

Waschen

Blockieren

Inkubation mit B-Actin Primér Antikorper

Waschen

Inkubation mit B-Actin Sekundar Antikorper

Waschen

Belichtung

293T (Negativkontrolle)

Hela Whole Cell Lysate (Positivkontrolle)
HT29

SW620

SL174T

initial 65 V, anschlieRend 120 V
bei Raumtemperatur

100V
bei 4°C

1 h mit 6ml 5% Blotto
bei Raumtemperatur

4 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

4 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

5 Minuten

4 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

15 Minuten in 3ml Restore™ Western Blot Stripping Buffer
bei 4°C

4 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%

bei 4°C

30 Minuten mit 6ml 5% Blotto
bei 4°C

3 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

3 x 5 Minuten in 10ml 1xTBS/T 0,01%
bei 4°C

90 Sekunden

Tab. 5: Ubersicht tiber die unterschiedlichen Vorgehensweisen fiir die Detektion von CD29 und
CD24 bzw. B-Actin mittels Western Blot

3.3. Immunhistochemie

3.3.1. Zelllinien

Zur Testung und Optimierung der Antikorper auf FFPE-Gewebe wurde versucht, die

Spezifitat der Antikorper unter Bedingungen zu testen, die denen an FFPE Geweben am

besten entsprechen. Dazu wurden Zelllinien, die CD29 bzw. CD24 exprimieren, in

Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet und anschlieend in 2um dicken Schnitten

auf Superfrost-Objekttrager (ibertragen. Die immunhistochemische Farbung erfolgte

auf einem Ventana Benchmark XT System gemal} Standardprotokoll des Pathologischen

Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen/ GroBhadern. Die optimale

Vorbehandlung und Verdliinnung der Antikdrper war zuvor durch systematische

Testfarbungen der Zell-Linien erhoben worden (Annegret Schéafer; Pathologisches

Institut) und wurde wie folgt gewahlt:
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Antigen Antikérper Verdiinnung Antigen-Retrieval
CD29 Epitomics 1:400 cc1

Clone EPR10404

Rabbit

monoclonal

1gG

CD24 Acrix 1:50 Protease
Clone SN3b
Mouse
monoclonal
IgM

Tab. 6: Ubersicht immunhistochemische Firbung: Fiir die eingesetzten Antikérper wurden
verschiedene Vorgehen als optimal getestet

Durch die immunhistochemische Farbung der Zelllinien konnte Uberpriift werden, ob
die jeweiligen Antikorper spezifisch binden. Da der im Western Blot Uberpriifte CD24
Antikorper nicht zum Einsatz in der Immunhistochemie geeignet war, wurde hierfiir der
CD24 Antikérper Clone SN3b von Acris gewdahlt. Dessen Spezifitdt wiederum wurde
durch die Expression in den getesteten CD24 positiven bzw. -negativen Zelllinien

quergepruft.

3.3.2. Gewebeproben

SchlieRlich wurden die Bedingungen auf humanes Gewebe U(bertragen, um die
Verteilung der Farbung zu bestimmen. Denn aus dieser konnte abgleitet werden, ob fiir
die Analyse des Patientenkollektivs ganze Schnitte - bei heterogenem Farbemuster -
oder TMA (Tissue Micro Arrays) — bei homogenem Farbemuster - eingesetzt werden

konnten.

3.3.3. Kollektiv

Von jedem Patienten existierten Formalin-Fixierte in Paraffin eingebettete
Gewebeproben des Primartumors. Bei Uberpriifung des Farbemusters war zuvor fiir
CD24 eine heterogene Verteilung festgestellt worden, weshalb eine Analyse dieses
Antigens nicht mittels TMAs durchgefiihrt werden konnte. Daher wurden fir die Analyse
dieses Antigens von jedem Paraffinblock 2um dicke Schnitte angefertigt und auf
Superfrost-Objekttrager gezogen. Die Beurteilung des Farbeverhaltens flir CD29 ergab
ein homogenes Muster, so dass flr die Farbung mit anti-CD29 Tissue Micro Arrays
eingesetzt wurden, die bereits aus vorhergehenden Untersuchungen zur Verfliigung
standen. Hierbei lagen pro Patientenfall zwei Stanzen des Haupttumors sowie drei

Stanzen aus dem Bereich der Invasionsfront vor. Vorbehandlung und Verdiinnung

22



erfolgten entsprechend dem vorher bestimmten Optimum gemall Tab. 6. Die
immunhistochemische Farbung wurde entsprechend dem Standardprotokoll des
Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen/ GroBhadern auf

einem Ventana Benchmark XT System durchgefihrt.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte unter dem Mikroskop
ohne Kenntnis des klinischen Verlaufs der Patienten. Hierzu wurde unter
Berlicksichtigung der Anzahl gefarbter Tumorzellen, Intensitdt und Lokalisation der
Farbung jeweils separat fiir die Expression von CD29 bzw. CD24 ein BewertungsmaRstab

(Score) erarbeitet und dieser fiir jeden Patientenfall bestimmt.

3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe der Programme SPSS®
Statistics, Version 22, MedCalc Statistical Software, Version 15.8. und Microsoft Excel®.

Als Signifikanzniveau wurden 5% (p < 0.05) festgelegt.

Zunichst erfolgte eine deskriptive Analyse, um einen Uberblick iber das generelle

Farbeverhalten von CD29 und CD24 zu erlangen.

Um potentielle Zusammenhange zwischen klinischen Variablen aufzudecken, wurden
die Daten anhand von Kreuztabellen untersucht. Die Prifung auf Unabhangigkeit
erfolgte bei Variablen mit mehr als zwei Auspragungen mittels des x2-Tests nach

Pearson und bei Variablen mit zwei Auspragungen mittels Fishers Exakten Tests.

AnschlieBend erfolgte eine univariate Uberlebensanalyse gemaR der Methode nach
Kaplan-Meier, um einen moglichen Zusammenhang zwischen Marker-Expression und
tumorspezifischem Uberleben bzw. Progression festzustellen. Die Gruppen wurden mit

Hilfe des log-rank-Tests verglichen.
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IV. Ergebnisse

4.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Untersucht wurde ein Kollektiv von 156 Patientenfallen (Tab. 7), wovon 74 mannlichen-
und 82 weiblichen Geschlechts waren. Das Alter der Patienten bei Tumordiagnose lag

zwischen 47 und 92 Jahren, wobei der Median bei 70 Jahren lag.

Die Mehrzahl der Primartumoren war mit 88,5% im Kolon (C18), 0,6% am
rektosigmoidalen Ubergang (C19) und 10,9% im Rektum (C20) lokalisiert.

Hinsichtlich des Gradings wurden ausschlieRlich maRig differenzierte Adenokarzinome
der Kategorien G2 und G3 einbezogen. Alle Fille waren T3NOMO, hatten also zum
Zeitpunkt der Priméardiagnose weder Metastasen in den regiondaren Lymphknoten (N)

noch Fernmetastasen (M), was einem UICC lla Stageing entspricht.

Bei 39 Patienten kam es innerhalb des Beobachtungszeitraumes zur Progression,
hiervon in 24 Fallen zur Metastasierung, in 4 Fallen zum Rezidiv und in 9 Féllen lag keine
Information zur Art der Progression vor. Die mittlere Zeit bis zum Auftreten einer
Progression betrug 1,97 Jahre. 29 Patienten verstarben innerhalb des
Beobachtungszeitraumes tumorbedingt. Die mittlere Beobachtungzeit aller Patienten
betrug 6,15 Jahre.

Diese Kennwerte entsprechen den Werten groBer UICC lla Kollektive [9]. Deshalb kann
das hier eingesetzte Kollektiv als reprasentativ fiir die normale Population angesehen
werden, sodass die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen einen Rickschluss auf

die Gesamtpopulation rechtfertigten.
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Patienten Prozent(%)
Gesamt 156 100
Geschlecht
mannlich 74 47,4
weiblich 82 52,6
Alter bei Diagnose (Median) 70
Lokalisation
Kolon (C18) 138 88,5
rektosigmoidaler Ubergang (C19) 1 0,6
Rektum (C20) 17 10,9
Grading
G2 138 88,5
G3 18 11,5
T-Status
T3 156 100
N-Status
NO 156 100
M-Status
MO 156 100
Progression 39 25
Metastasierung 24 15,4
Rezidiv 4 2,6
Metastasierung + Rezidiv 2 1,3
keine Angabe 9 5,8
Zeit bis Progression (in Jahren, Median) 1,97
Tod (tumorbedingt) 29 18,6
Zeit bis Tod (in Jahren, Median) 3,86
Beobachtungszeit (in Jahren, Median) 6,15

Tab. 7: Zusammensetzung des Patientenkollektivs

4.2. Ergebnisse der Antikorper-Tests

4.2.1. Spezifischer Nachweis von CD29 durch Epitomics anti-CD29 clone EPR1040Y
und von CD24 durch Santa Cruz anti-CD24 clone 3H1143

Bevor ein Antikorper in der Immunhistochemie eingesetzt wird, ist es von Vorteil,
zunachst seine Spezifitat zu bestimmen, da in einer immunhistochemischen Farbung
lediglich Bindung (Farbung) bzw. Nicht-Bindung (keine Farbung) dargestellt werden
konnen und daher keine Aussage Uber die Spezifitat der Bindung getroffen werden kann.
Deshalb wurden die verwendeten Antikorper zunachst auf spezifische Bindung hin
untersucht. Hierzu wurden Proteinlysate von Zelllinien eingesetzt, die CD29 bzw. CD24

exprimierten bzw. nicht exprimierten.

Fir CD29 wurden Proteinlysate der CD29-exprimierenden humanen Kolon
Adenokarzinom Zelllinien HT29, SW620 [46] und der Cervixkarzinom Zelllinien Hela
Whole Cell Lysate als Positivkontrolle untersucht. Die CD29-negative humane B-
Lymphozyten-Zelllinie  RPMI8866 [47] diente als Negativkontrolle.  Das
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Molekulargewicht von CD29 betragt 140-150 kDa (kilo-Dalton). Erwartungsgemal zeigte
sich bei dem eingesetzten CD29 spezifischen Antikdrper (Epitomics anti-CD29 clone
EPR1040Y) auf der entsprechenden Laufhéhe nur in Kombination mit den CD29-
positiven Proteinlysaten aber nicht mit dem CD29-negativen Lysat eine Bande. Zur
Uberpriifung des Proteingehalts aller Lysate wurde der jeweilige B-Actin-Gehalt
bestimmt. Das Ergebnis zeigte einen gleichmaRigen Proteingehalt aller vier Lysate.
Somit wurde nachgewiesen, dass der eingesetzte CD29 Antikdrper sein Antigen
spezifisch binden konnte (Abb. 6).

Fiir CD24 wurden Proteinlysate der CD24 exprimierenden kolorektalen Zelllinien HT29,
SW620, LS174T [46] und der Cervixkarzinom Zelllinie Hela (whole Cell Lysate) als
Positivkontrolle eingesetzt. Lysate der Zell-Linie 293T dienten als Negativkontrolle [48].
Der untersuchte Antikérper (Santa Cruz anti-CD24 clone 3H1143) band bei den CD24-
positiven Zelllinien auf der entsprechenden Hohe, nicht jedoch im CD24-negativen
Lysat, wobei dies nicht auf unterschiedlichen Mengen an aufgetragenem Protein
basierte, denn eine Uberpriifung des Proteingehalts mittels B-Actin zeigte, dass bei allen
untersuchten Lysaten vergleichbare Mengen an Protein aufgetragen worden waren.
Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass dieser Antikorper sein Antigen ebenfalls
spezifisch binden konnte (Abb. 6).

RPMI8866
1S174T

Hela
HT29
SW620
293T
Hela
HT29
SW620

Abb. 6: anti-CD29 und anti-
| CD24 Antikorper erkennen ihre
OENE ... 10000 Antigene spezifisch.

I A Sowohl der anti-CD29

: y . -—] (C;Z:S o spezifische Antikérper

(Epitomics, clone EPR1040Y)

o — also auch B anti-CD24 (Santa

Cruz, clone 3H1143) erkennen

ihr jeweiliges Antigen

spezifisch. Ein Ausfall der

w . : Bindung liegt nicht am Mangel

9 =1 an Protein, wie ein Nachweis

, . eI i esion L ee—— i e3k0n mit anti-B-Actin spezifischem

JU— — Antikorper (Sigma-Aldrich,

i — clone AC-15) zeigt. M=Marker
= 1 (DualColor, BioRad)

1NR
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Ergebnisse

4.2.2. Spezifische immunhistochemische Expression der Antikorper in den
tiberpriften Zelllinien

Da die Farbung der humanen Gewebe an FFPE-Geweben erfolgen sollte, wurde in einem
weiteren Schritt untersucht, ob die Antikérper auch unter FFPE-Bedingungen ihre
Spezifitat beibehielten. Nachdem aus den Western-Blot Untersuchungen die
Expressionsmuster von CD24 und CD29 bekannt waren, wurden verschiedene Zelllinien
Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet (Tab. 8).

Zelllinie CD29 IHC-Farbung CD24 IHC-Farbung
2937 negativ negativ
Hela positiv positiv positiv positiv
HT29 positiv positiv positiv positiv
LS174T positiv positiv
RPMI8866 negativ negativ

SW620 positiv positiv

Tab. 8: Eingesetzte FFPE-Zelllinien und deren Ergebnisse in der immunhistochemischen Farbung

Es zeigte sich, dass sich die Ergebnisse der Western Blots in den immunhistochemischen
Farbungen fiir CD29 (Abb. 7) und CD24 (Abb. 8) widerspiegelten (Tab. 8).

Abb. 7: Ergebnis der immunhistochemischen Farbung der Zelllinien RPMI8866 (A), Hela (B),
HT29 (C) und SW620 (D) mit anti-CD29. VergréBerung 63-fach.
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Ergebnisse

Abb. 8: Ergebnis der immunhistochemischen Farbung der Zelllinien 293T (A), Hela (B), HT29 (C)
und SW620 (D) mit anti-CD24. VergroBerung 63-fach.

Insgesamt konnten die beiden gewadhlten Antikérper-Klone nun fiir einen spezifischen

immunhistochemischen Nachweis eingesetzt werden.

4.2.3. Expressionsmuster von CD29 und CD24 in Gewebeproben

In einem letzten Vorbereitungsschritt wurde nun das Verteilungsmuster der
immunhistochemischen Farbungen fiir CD24 und CD29 untersucht, da nur bei
homogenen Farbungen aufgrund der geringen Gewebereprasentanz TMAs (tissue
microarrays) eingesetzt werden kdnnen. Fiir CD29 wurde eine homogene Verteilung des
Farbemusters festgestellt, wohingegen sich die CD24-Farbung heterogen zeigte. Somit
wurde flr die Farbung des zu untersuchenden Kollektivs fir CD29 auf TMA
zuriickgegriffen. Die Farbung mit CD24 erfolgte hingegen auf kompletten

Gewebeschnitten.
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4.3. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung

4.3.1. Scoring

Fir die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Tumorschnitte des
Patientenkollektivs wurde jeder Patientenfall anhand eines semiquantitativen Scores
klassifiziert. Dieser wurde in einem ersten Schritt entwickelt. Seine Basis bildete die
mikroskopische Auswertung der Schnitte in Bezug auf Farbeintensitat, Verteilung der
Farbung in der Ubersicht und Lokalisation der Antikérper-Expression. Die Unterteilung

erfolgte nachfolgendem Schema (Tab. 9).

CD29 CD24
Score gefarbte Fléche in Prozent Definition Intensitét | gefarbte Fléche in Prozent Definition Intensitét
0 0% keine Farbung der Tumorzellen 0 0% keine Farbung der Tumorzellen 0
1 <50% weniger als 50% der Tumorzellen gefarbt 1 einzelne Zellen Farbung vereinzelter Zellen 1 CD24 low
2 >50% mebhr als 50% der Tumorzellen geférbt 1 20-50% weniger als 50% der Tumorzellen gefarbt 1
3 >90% annéhernd alle Tumorzellen geféarbt 2 >50% mehr als 50% der Tumorzellen geférbt 2 CD24 high

Tab. 9: Aufschliisselung der Scores, die zur Klassifizierung der Marker-Expression beim
Patientenkollektiv zur Anwendung kamen.

Die Intensitat der Farbung wurde in drei Stufen bewertet, wobei zwischen @ keine
Farbung (0), ® maRiger Intensitat (1) und © hoher Intensitat (2) unterschieden wurde
(Abb. 9 und Abb. 10). Die gefarbte Flache in Prozent wurde bei kleiner VergroRerung
vorgenommen, um die Ubersicht zu gewihrleisten. Weiterhin wurde zwischen
® membrandser, ® zytoplasmatischer und © nukledrer Immunreaktivitat differenziert
(Abb. 12 und Abb. 14).

Tumordrisen wurden als CD29 bzw. CD24 positiv gewertet, wenn eine Farbung
entweder apikal an den Drisenzellen und/oder an der Debris im Drisenlumen
festgestellt werden konnte. Als negativ wurden nur diejenigen Tumordriisen gewertet,
die generell ein immunhistochemisches Signal aufwiesen, das heildt, Fille des Scores 0
wurden nicht gezahlt (Abb. 11 und Abb. 13).

Das Farbeverhalten stellte sich flir CD29 insgesamt intensiver dar, wohingegen die CD24
Expression generell schwacher ausfiel. Deshalb wurde fiir CD24 die Unterteilung in CD24

low (Score 0, 1 und 2) und CD24 high (Score 3) vorgenommen.
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Ergebnisse

Abb. 9: Scoring zur Auswertung der CD29-Farbung: Tumoren, die keine Farbung der Tumorzellen
aufwiesen, wurden dem Score 0 zugeordnet (A). Tumoren, die weniger als 50% gefarbte
Tumorzellen aufwiesen, wurden dem Score 1 zugeordnet (B). Bei einer Farbung von mehr als
50% der Tumorzellen wurde der Fall als Score 2 gewertet (C). Lag eine Farbung von mehr als 90%
aller Tumorzellen vor, wurde der Fall als Score 3 gewertet (D).
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Ergebnisse

Abb. 10: Scoring zur Auswertung der CD24 Farbung: bei keiner Farbung der Tumorzellen wurde
der Falls als Score 0 gewertet (E). Bei Farbung vereinzelter Tumorzellen wurde der Fall als Score
1 gewertet (F). Zeigten zwischen 20 und 50% der Tumorzellen eine Farbung, erfolgte die
Klassifizierung als Score 2 (G). Bei Farbung von deutlich mehr als 50% der Tumorzellen erfolgte
die Klassifizierung als Score 3 (H). Zur weiteren Klassifikation erfolgte die Unterteilung in CD24
low (Score 0, 1 und 2) und CD24 high (Score 3).
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Ergebnisse

4.3.2. Statistische Auswertung

4.3.2.1. Deskriptive Statistik

Generell zeigte sich in 132 von insgesamt 156 Fallen eine positive CD29-Farbung. 24 Falle
wurden dem Score 0, 40 dem Score 1, 73 dem Score2 und 19 dem Score 3 zugeordnet.
Eine Farbung der Tumordriisen war in 82 von 132 CD29-positiven Fallen feststellbar
(Tab. 10).

Fallzahl (n) Prozent(%)
. positiv 132 84,6
CD29 Expresssion negativ 2 15.4
0 24 15,4
1 40 25,6
D2 !
CD29 Score ) 73 46,8
3 19 12,2
Membran 77 49,4
CD29 Lokalisation an Zellstrukturen Membran + Plasma 51 32,7
Membran + Plasma + Kern 4 2,6
" . positiv 82 52,6
CD29 Farb T d
drbung an Tumordriisen negativ 50 321

Tab. 10: Verteilung der immunhistochemischen Expression von CD29 im Kollektiv

Abb. 11: Beispiel einer CD29 positiven
Tumordriise. CD29 Expression tritt
sowohl an der luminalen Zellseite als
auch in der intraluminaren Debris auf.
VergroRerung 63x

Abb. 12: Bei der Beurteilung der Expression von CD29 wurde A zwischen nukledrer (schwarze
Pfeile) und zytoplasmatischer (weiBer Pfeil) und B membrandser Farbung unterschieden.
VergroRerung 20x (A) bzw. 40x (B)
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Eine positive CD24-Farbung trat in 124 Fallen auf. Von den 156 Patientenfallen wurden
32 dem Score 0, 47 dem Score 1, 50 dem Score 2 und 27 dem Score 3 zugeordnet. Dies
entspricht 129 CD24 low-Fallen und 27 CD24 high-Fallen. Eine Farbung der Tumordriisen
konnte in 117 von 124 CD24-positiven Fallen festgestellt werden (Tab. 11).

Fallzahl (n) Prozent(%)
CD24 Expresssion positiv 124 79,5
negativ 32 20,5
0 32 20,5
1 47 30,1
CD24 S ,
core ) o o
3 27 17,3
CD24 high/low CD24 high 27 17,3
CD24 low 129 82,7
Kern 3 1,9
Membran 42 26,9
CD24 Lokalisation an Zellstrukturen Membran + Kemn 44 28,2
Membran + Kern + Plasma 21 13,5
Membran + Plasma 9 3,2
Plasma 5 3,2
CD24 Farbung an Tumordriisen positiv 117 75
negativ 7 4,5

Tab. 11: Verteilung der immunhistochemischen Expression von CD24 im Kollektiv

Abb. 13: Beispiel fiir als CD24 positiv
gewertete Tumordriisen. CD24 wird

N0 sowohl an der Iuminalen Zellfliche
exprimiert (Pfeile) als auch in der Debris.
VergroRerung 10x
’ a0
i 9 “'\“\.:"‘s
X
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Abb. 14: Bei der Beurteilung der Expression von CD24 wurde zwischen A nukledrer Farbung, B
membranodser Farbung und C zytoplasmatischer Farbung unterschieden. Die membrandse
Expression von CD24 trat hierbei hauptsachlich an der luminalen Zellseite auf. VergréBerung 40x
(A, C) bzw. 20x (B)
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105 Patientenfalle zeigten sowohl positive CD29 als auch CD24-Farbung. 26 CD29-
positive Falle wiesen gleichzeitig eine CD24 high Farbung auf. 5 Falle stellten sich als
sowohl CD29- als auch CD24-negativ dar.

4.3.2.2. Das Expressionsmuster von CD29 und CD24 korreliert teilweise mit dem
Differenzierungsgrad

Die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung wurden unter Verwendung von
Patienten-Identifikationsnummern fiir die jeweiligen Falle ohne Kenntnis des klinischen
Outcomes, also verblindet erhoben. AnschlieBend wurde die Expression der Marker mit
den bekannten klinischen Variablen korreliert. Hierzu wurden die Daten mittels
Kreuztabellen und dem %2 Test nach Pearson untersucht. In den Fallen, in welchen die
erwartete Haufigkeit weniger als 5 betrug, kam Fischers Exakter Test zur Anwendung.
Da der Median des Alters bei Tumordiagnose im Kollektiv bei 70 Jahren lag, wurden die
Patienten in zwei Gruppen @ “unter 70 Jahre” und ®“70 Jahre oder alter” eingeteilt. Es
zeigte sich, dass signifikant mehr Tumoren ohne CD29 Farbung eine schlechtere
Differenzierung aufwiesen (p = 0.037). Ebenso zeigte sich fir niedrige CD24 Scores (CD24
low) ein signifikanter Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad: schlecht

differenzierte Tumoren zeigten weniger CD24 Expression (p = 0.026, Tab. 12).

Anzahl Patienten CD29+ CD29- p CD24+ CD24- p CD24high CD24low p
Alter in Jahren
270 80 (51.3) 70 (44.9) 10 (6.4) 62(39.7) 18(11.5) 11(7.1) 69 (44.2)
<70 76 (48.7) 62 (39.7) 14 (9.0) 0.306 62 (39.7) 14(9.0) 0.528 16(10.3) 60(38.5) 0.228
Geschlecht
m 74 (47.4) 61(39.1) 13(8.3) 55(35.3) 19(12.2) 11(7.1) 63 (40.4)
w 82 (52.6) 71 (45.5) 11(7.1) 0473 69 (44.2) 13(8.3) 0.129 16(10.3) 66 (42.3) 0.444
Grading
2 138 (88.5) 120(76.9)  18(11.5) 108 (69.2) 30(19.2) 27(17.3) 111(71.2)
3 18 (11.5) 12(7.7) 6(3.8) 0.037 16 (10.3) 2(1.3) 0370 0(0.0) 18(11.5) 0.026
CD24
CD24+ 124 (79.5) 105 (67.3)  19(12.2)
CD24- 32(20.5) 19 (12.2) 5(3.2) 1.000
CD24high 27(17.3) 26 (16.7) 1(0.6)
CD24low 129 (82.7) 106 (67.9) 23 (14.7) 0.079

Tab. 12: Weder die Expression von CD29 noch von CD24 korrelierte mit Alter bzw. Geschlecht.
Jedoch zeigte sich teilweise ein Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad der
Tumoren und der Expression der beiden Marker.
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4.3.2.3. Das Expressionsmuster von CD29 und CD24 korreliert teilweise signifikant
mit dem tumorspezifischen Uberleben

Weiterhin wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier Statistik das Uberleben der Patienten
univariat untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression von CD29 und
CD24 hinsichtlich des Tumor-spezifischen Uberlebens besteht. Verstarb ein Patient
innerhalb des Beobachtungszeitraumes Tumor-bedingt, wurde dies als Ereignis
gewertet. Patienten, die bis zum Ende des Nachuntersuchungs-Zeitraumes (Follow-up)
Uberlebten bzw. durch eine nicht Tumor-bedingte Ursache verstarben wurden zensiert.
Bei der Auswertung wurde sowohl das generelle Auftreten bzw. Nicht-Auftreten eines
immunhistochemischen Signals als auch der jeweilige Score des Markers sowie dessen

zelluldre Lokalisation beachtet.

So zeigte sich bei der Analyse des Expressionsmusters von CD29 bezogen auf das

Gesamtiiberleben folgende Ergebnisse:

@ Patienten, bei denen keine Expression von CD29 festgestellt werden konnte,
Uberlebten kirzer als Patienten mit CD29 Expression (p = 0.224).

® beiBetrachtung des CD29 Scores zeigte sich ein signifikant besseres Uberleben von
Patienten mit Score 1 (p = 0.49), wohingegen Patienten mit Score 0 und 2 ein kiirzeres
Uberleben aufwiesen als Patienten mit Score 3 (Abb. 15).

©® Die Lokalisation der CD29 Expression an Zellstrukturen zeigte sich sehr heterogen.
Es konnte keine Korrelation mit dem tumorspezifischen Uberleben festgestellt werden
(p=0.201). Bei keinem der Falle, die sowohl an Membran als auch Kern und Plasma eine
CD29 Farbung aufwiesen, trat ein Ereignis auf. Falle mit rein membrandser Farbung
zeigen ein besseres Uberleben als Fille mit membrandser- sowie zytoplasmatischer
Farbung. Falle, die keinerlei CD29 Farbung aufweisen, zeigen eine kirzere
Uberlebenszeit.

® Die CD29 Farbung von Tumordrisen weist keinen Zusammenhang mit dem
tumorspezifischen Uberleben auf (p = 0.225). Patienten, deren Tumoren generell keine
CD29 Expression zeigten, iberlebten am wenigsten lange. Bei Expression von CD29 an
den Tumordriisen kann initial ein schlechteres Uberleben festgestellt werden als bei

CD29 negativen Tumordrisen.
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Survival Functions

1.0 CD29 Score
Score 0
—IScore 1
—I"1Score 2
0.8 Score 3
’ Score 0 -censored
| —f—Score 1 -censored
—+—Score 2 -censored
w Score 3 -censored
2 0.6
S
T
>
(7]
g
3 o4
0.2
0.0
.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Followup-Zeit in Jahren
Case Processing Summary
Censored
CD29 Score Total N N of Events N Percent
Score 0 24 7 17 70.8%
Score 1 40 1 39 97.5%
Score 2 73 18 55 75.3%
Score 3 19 3 16 84.2%
Overall 156 29 127 81.4%
Means and Medians for Survival Time
Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
CD29 Score  Estimate  Std. Error Lower Bound  Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound  Upper Bound
Score 0 10.195 1.030 8.175 12.214
Score 1 11.949 274 11.412 12.486
Score 2 10.702 .594 9.538 11.865
Score 3 12.178 1.171 9.883 14.472
Overall 11.937 421 11.111 12.762
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 7.862 3 .049

Test of equality of survival distributions for the different
levels of CD29 Score.

Abb. 15: signifikant besseres Uberleben der Patienten mit CD29 Score 1
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Die Auswertung des Expressionsmusters von CD24 bezogen auf das Gesamtiiberleben

zeigte:

@® Patienten, bei denen keine CD24 Expression auftrat, Uberlebten kiirzer als
Patienten mit CD24 Expression (p = 0.279).

® Bei der Analyse des CD24 Scores zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange
(p = 0.281). Generell (iberlebten Patienten des Scores 0 am wenigsten lange. Patienten
mit Score 3 zeigten ein besseres Uberleben als Patienten mit Score 1 und 2.

© Beider weiteren Unterteilung des CD24 Scores in CD24high (Score 3) und CD24low
(Score 0, 1 und 2) zeigte sich folglich ebenso ein besseres Uberleben von Patienten mit
hoher CD24 Expression, wohingegen Patienten mit geringer CD24 Expression eine
kiirzere Uberlebenszeit aufwiesen. Die Differenz war jedoch nicht signifikant (p = 0.087).
® Dieintrazelluldre Verteilung von CD24 zeigte sich heterogener als bei CD29 und trat
in samtlichen moéglichen Kombinationen auf. Bei keinem der Falle, die ausschlieRlich
nukledre Farbung aufwiesen, trat ein Ereignis auf. Ebenso wurden alle Falle zensiert, die
eine Farbung sowohl an der Membran als auch im Zytoplasma zeigten. Eine Korrelation
einer bestimmten Lokalisation mit dem tumorspezifischen Uberleben konnte nicht
festgestellt werden (p = 0.318).

©® Die CD24 Farbung von Tumordriisen korrelierte nicht mit dem tumorspezifischen
Uberleben (p = 0.511). Tumore, die CD24 Firbung aufwiesen, allerdings nicht an den
Tumordriisen gefiarbt waren, fiihrten zu einem besseren Uberleben als Tumore, bei
denen die Tumordriisen ein CD24 Signal aufwiesen. Das Uberleben von Patienten ohne

jegliche CD24 Farbung stellte sich am schlechtesten dar.

Die Analyse der kombinierten Expression von CD29 und CD24 in Bezug auf das

Gesamtiiberleben zeigt folgende Ergebnisse:

® Fille, die Expression von sowohl CD29 als auch CD24 aufwiesen, zeigten ein leicht
besseres Uberleben als Fille, die diese Kombination nicht aufwiesen (p = 0.665).

® Bei vier von insgesamt funf Fallen, die weder CD29 noch CD24 Expression
aufwiesen, also sowohl CD29 Score 0 als auch CD24 Score 0 darstellten, trat
tumorbedingt der Tod ein. Dies geschah signifikant friiher als bei tumorbedingt

verstorbenen Patienten, die diese Kombination nicht aufwiesen (p = 0.000, Abb. 16).
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Survival Functions
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/CD24-
keine Kombination CD29-
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S
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0.0
.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Followup-Zeit in Jahren
Case Processing Summary
Kombination CD29- Censored
/CD24- Total N N of Events N Percent
keine Kombination 151 25 126 83.4%
CD29-/CD24-
Fall sowohl CD29- als 5 4 1 20.0%
auch CD24-
Overall 156 29 127 81.4%
Means and Medians for Survival Time
Mean® Median
Kombination CD29- 95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
/CD24- Estimate  Std. Error Lower Bound Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound Upper Bound
keine Kombination 12.211 412 11.404 13.018
CD29-/CD24-
Fall sowohl CD29- als 4.223 1.220 1.832 6.615 4.134 1.396 1.398 6.871
auch CD24-
Overall 11.937 421 11.111 12.762

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.

Overall Comparisons

Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 24.358 1 .000

Test of equality of survival distributions for the different
levels of Kombination CD29-/CD24-.

Abb. 16: CD29- als auch CD24- Fille zeigten ein signifikant kiirzeres tumorspezifisches
Uberleben.
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4.3.2.4, Das Expressionsmuster von CD29 und CD24 korreliert teilweise signifikant
mit der Progression kolorektaler Tumoren

AnschlieBend wurde das Expressionsmuster der beiden Marker in Hinblick auf
Progression untersucht. Dies geschah ebenfalls mit Hilfe der Kaplan-Meier Statistik. Trat
innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine Progression in Form eines Tumorrezidivs
oder Metastase auf, wurde dies als Ereignis gewertet. Analog zur Uberlebensanalyse
wurde das Auftreten von Progressionen sowohl in Abhangigkeit eines generellen
Auftretens bzw. Nicht-Auftretens eines immunhistochemischen Signals sowie des
jeweiligen Scores des Markers als auch unter Berlicksichtigung der zelluldaren

Lokalisation der Farbung analysiert.

Die Analyse des Expressionsmusters von CD29 bezogen auf Progressionen ergab

folgende Ergebnisse:

@ Bei Fillen, die keine Expression von CD29 aufwiesen, kam es signifikant friiher zu
einer Progression als bei Fallen, die CD29 exprimierten (p = 0.042, Abb. 17).

® Fille mit CD29 Score 0 wiesen deutlich frilher Progressionen auf als Falle mit Score
2 und 3, wohingegen Falle mit Score 1 eine glinstigere Progressionsrate zeigten (p =
0.094).

©® Bei keinem der Fille, die an Membran, Kern und Plasma gefarbt waren, trat eine
Progression auf, weswegen alle Falle zensiert wurden. Falle, die keinerlei Farbung
aufwiesen zeigten eine schnellere Progression als Falle, die an Membran und Plasma
gefarbt warten. Fille, die lediglich an der Membran CD29 exprimierten wiesen die
glinstigste Progressionsrate auf. Es konnte keine Korrelation zwischen Lokalisation der
Farbung und Progression nachgewiesen werden (p = 0.109).

® Ebenso wenig zeigte sich eine Korrelation zwischen der Expression von CD29 an
Tumordrisen und der Progression (p = 0.076). Falle, deren Tumordriisen CD29 positiv
waren, fluhrten schneller zu Progressionen als Falle ohne CD29 Expression an den
Tumordrisen. Am schnellsten kam es bei denjenigen Fallen zu Progressionen, die sich

ganzlich CD29 negativ darstellten.
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Survival Functions
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00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Zeit bis zur Progression bzw. bis letztes Datum in Jahren
Case Processing Summary
Censored
CD29 Farbung Total N N of Events N Percent
keine Farbung 24 10 14 58.3%
gefarbt 132 29 103 78.0%
Overall 156 39 117 75.0%
Means and Medians for Survival Time
Mean?® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
CD29 Fdrbung  Estimate  Std. Error Lower Bound Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound Upper Bound
keine Farbung 7.936 1.051 5.875 9.996
gefdrbt 11.513 .485 10.562 12.464
Overall 11.127 463 10.219 12.035
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 4,117 1 .042

Test of equality of survival distributions for the different
levels of CD29 Farbung.

Abb. 17: signifikant friiherer Eintritt einer Progression bei Fallen, die keine Expression von CD29
aufwiesen
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Bei der Untersuchung des Expressionsmusters von CD24 bezogen auf Progressionen

konnten folgende Resultate festgestellt werden:

@ Fille, die keine CD24 Expression zeigten, wiesen friiher eintretende Progressionen
auf als Falle mit CD24 Expression (p = 0.313).

® Fille, die mit CD24 Score 0 bewertet wurden, wiesen initial friher eintretende
Progressionen auf. Fille des Scores 1 und 2 zeigten eine dhnliche Progressionsrate,
wobei Fille des Scores 3 am seltensten Progression zeigten (p = 0.164).

©® Die weitere Unterteilung in CD24high bzw. CD24low lieR ein signifikant friiheres
Auftreten von Progressionen bei CD24low-Féllen deutlich werden (p = 0.029, Abb. 18).
® Das heterogene Expressionsmuster von CD24 an den Zellstrukturen lieR keinen
Zusammenhang zwischen Lokalisation der Farbung und Progressionen erkennen (p =
0.302). Bei keinem der Félle, die ausschlielRlich nukledre Expression zeigten, trat eine
Progression auf, weswegen alle Fille zensiert wurden. Am frihesten traten
Progressionen bei Fallen auf, die keinerlei CD24 Expression zeigten, gefolgt von Fillen,
die CD24 an nukledr und membrands exprimierten.

® Fille, deren Tumordrisen CD24 negativ bewertet wurden, wiesen am seltensten
Progressionen auf, wohingegen Falle mit CD24 Farbung der Tumordrisen friihe
Progressionen zeigten. Am friihesten traten Progressionen bei Fallen auf, die keinerlei

CD24 Expression zeigten (p = 0.476).
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Zeit bis zur Progression bzw. bis letztes Datum in Jahren

Case Processing Summary

Censored

CD24 high/low Total N N of Events N Percent

CD24 low 129 37 92 71.3%

CD24 high 27 2 25 92.6%

Overall 156 39 117 75.0%

Means and Medians for Survival Time
Mean® Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval

CD24 high/low  Estimate  Std. Error Lower Bound Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound  Upper Bound
CD24low 10.094 .490 9.133 11.056
CD24high 13.480 697 12.114 14.845
Overall 11.127 .463 10.219 12.035

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.

Overall Comparisons

Chi-Square df

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 4,783 1

.029

Test of equality of survival distributions for the different
levels of CD24 high/low.

Abb. 18: signifikant friiheres Auftreten von Progressionen bei CD24low-Féllen
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AnschlieBend wurde untersucht, ob eine kombinierte Expression von CD29 und CD24
einen Zusammenhang mit dem Auftreten von Progressionen erkennen lasst. Hierbei

konnte folgendes festgestellt werden:

® Fille, die sowohl CD29 als auch CD24 Expression aufwiesen, zeigten spatere
Progressionen als Falle, die diese Kombination nicht aufwiesen (p = 0.234).

® Wie bereits bei der Uberlebensanalyse beobachtet, konnte auch bei Beurteilung
der Progression eine signifikant friiher eintretende Progression bei Fallen, die sowohl
CD29 als auch CD24 negativ waren, festgestellt werden (p = 0.000, Abb. 19). Bei vier von
insgesamt flinf Fallen, die diese Marker-Kombination aufwiesen, kam es zur Progression.
Bei Patienten, die diese Marker-Kombination nicht aufwiesen, traten Progressionen erst

zu einem deutlich spateren Zeitpunkt auf.
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/CD24- Total N N of Events N Percent

keine Kombination 151 35 116 76.8%

CD29-/CD24-

Fall sowohl CD29- als 5 4 1 20.0%

auch CD24-

Overall 156 39 117 75.0%

Means and Medians for Survival Time
Mean® Median
Kombination CD29— 95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
/CD24- Estimate  Std. Error Lower Bound Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound Upper Bound
keine Kombination 11.383 458 10.486 12.281
CD29-/CD24-
Fall sowohl CD29- als 3.507 1.606 .358 6.656 1.134 219 .705 1.564
auch CD24-
Overall 11.127 463 10.219 12.0385
a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 19.526 1 .000

Test of equality of survival distributions for the different
levels of Kombination CD29-/CD24-.

Abb. 19: Fille, die weder CD29 noch CD24 Farbung aufwiesen, zeigten eine signifikant friihere

Tumor-Progression.
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tumorspezifisches mittlere mittlere Zeit
Uberleben Uberlebenszeit p Progression bis Progression p
+ -
CD29 Farbung positiv 22 17 12.133 29 103 11.513
negativ 7 110 10.195 0.224 10 14 7.936 0.042
CD29 Score 0 7 17 10.195 10 14 7.936
1 1 39 11.949 5 35 10.800
2 18 55 10.702 20 53 10.332
3 3 16 12.178 0.049 4 15 11.408 0.094
CD29 Lokalisation an Zellstrukturen |Membran 11 66 16 61
Membran + Kern + Plasma 0 4 0 4
Membran + Plasma 1 40 13 38
keine Farbung da Score 0 7 17 0.201 10 14 0.109
CD29 Farbung an Tumordrisen positiv 16 66 11.787 20 62 11.139
negativ 6 44 11.422 9 41 10.763
keine Farbung da Score 0 7 17 10.195 0.225 10 14 7.936 0.076
CD24 Farbung positiv 22 102 12.119 30 94 11.335
negativ 7 25 9.923 0.279 9 23 9.322 0.313
CD24 Score 0 7 25 9.923 9 23 9.322
1 8 39 11.519 13 34 10.306
2 12 38 10.553 15 35 9.833
3 2 25 13.512 0.281 2 25 13.480 0.164
CD24 high/low high 2 25 13.512 2 25 13.480
low 27 102 11.000 0.087 37 92 10.094 0.029
CD24 Lokalisation an Zellstrukturen |Kern 0 3 0 3
Membran 4 38 7 35
Membran + Kern 12 32 16 28
Membran + Kern + Plasma 5 16 5 16
Membran + Plasma 9 1 8
Plasma 1 4 1 4
keine Farbung da Score 0 7 25 0.318 9 23 0.302
CD24 Farbung an Tumordriisen positiv 21 96 12.057 29 88 11.240
negativ 1 6 12.311 1 6 12.311 0.476
keine Farbung da Score 0 7 25 9.923 0.511 9 23 9.322
CD29+/CD24+ Kombination Fall sowohl CD29+ als auch CD24+ 19 86 11.994 24 81 11.481
keine Kombination CD29+/CD24+ 10 41 10.975 0.665 15 36 9.271 0.234
CD29-/CD24- Kombination Fall sowohl CD29- als auch CD24- 4 1 4.223 4 1 3.507
keine Kombination CD29-/CD24- 25 126 12.211 0.000 35 116 11.383 0.000

Tab. 13: Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse des
untersuchten Kollektivs. Angabe der mittleren Uberlebenszeit sowie der mittleren Zeit bis zum
Auftreten einer Progression in Jahren.
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V. Diskussion

Dickdarmkrebs stellt eine der am besten erforschten Tumorerkrankungen des
Menschen dar. Trotzdem betrdagt die Stadien-unabhdngige absolute 5-Jahres-
Uberlebensrate bei deutschen Mannern und Frauen nur 52% und die absolute 10-
Jahres-Uberlebensrate lediglich 38 bzw. 40% [3]. Eines der wichtigsten Ziele in der
Krebsforschung ist die Vervollstandigung des Verstandnisses von Tumorbildung und
Tumorprogression. Das Cancer Stem Cell Modell bietet einen umfassenden und
plausiblen Ansatz, Tumorigenese und deren Eigenschaften zu verstehen. So werden
Tumoren und deren Metastasen von einigen wenigen Zellen, den Tumorstammzellen
(cancer stem cells, CSC) initiiert und aufrechterhalten. CSC sind resistent gegeniber
Radio- und Chemotherapie [49, 50]. Es erscheint folglich logisch, dass diese schlechten
langfristigen Uberlebensprognosen maligner Tumoren nur dann verbessert werden
konnen, wenn diese krebsverursachenden CSC mit geeigneten TherapiemaRnahmen
angegriffen werden koénnen. Dazu miissen diese CSC jedoch besser und genauer
charakterisiert werden, was aufgrund der hohen Plastizitdt der Tumorzellen keine
einfache Aufgabe ist. Weiterhin wiirde es die Identifikation kolorektaler CSC
ermoglichen, Rickschlisse auf die zu erwartende Prognose der Patienten zu ziehen und
somit Uber die Notwendigkeit adjuvanter TherapiemalRnahmen zu entscheiden.

Da in bisherigen Untersuchungen keine eindeutige Zuordnung eines Markers fiir die
Identifikation von CSC erreicht werden konnte, war es das Ziel dieser Arbeit, zu
Uberprifen, ob die als potentielle Tumorstammzell-Marker beschriebenen Molekiile
CD29 wund CD24 in kolorektalen Karzinomen immunhistochemisch ein
Expressionsmuster zeigten, das auf deren Fahigkeit zur Markierung von
Tumorstammzellen in situ schlie8en I3sst.

Hierzu wurde eine retrospektive Auswahl von 156 Patientenfdllen mit der Diagnose
kolorektales Karzinom untersucht, die sich zwischen 1994 und 2005 an der Ludwig-
Maximilians-Universitdit Minchen einer vollstiandigen kurativen Tumorresektion
unterzogen hatten. Von jedem Fall lagen Formalin-fixierte in Paraffin eingebettete
(FFPE) Gewebeproben des Primadrtumors vor, wovon 2um dicke Schnitte angefertigt
wurden, die immunhistochemisch mit anti-CD29 und anti-CD24 spezifischen
Antikorpern gefarbt wurden und anschliefend mikroskopisch verblindet, d.h. ohne
Kenntnis der klinischen Daten, ausgewertet wurden. Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass eine vermehrte Expression von CD29 und CD24 im Primartumor zu
einer kiirzeren Tumor-spezifischen Uberlebenszeit beziehungsweise zu einer
schnelleren Progression im Sinne von Tumorrezidiven oder Metastasen flihrten sollte,

wenn einer oder beide Marker CSC identifiziert.
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Ahnliche in situ Untersuchungen wurden bereits fir den Tumorstammzell-Marker
CD133 durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD133 an
Tumordrisen kolorektaler Karzinome mit einer signifikant schlechteren 5- und 10-
Jahres-Uberlebensrate einhergeht als bei Fillen, die keine CD133 Expression aufwiesen
[39, 51]. Jedoch wurde ebenfalls festgestellt, dass die CD133 Expression nicht nur auf
einige wenige Zellen beschrankt ist, sondern dass CD133 in einer Vielzahl von
Tumorzellen, unabhangig von deren tumorbildenden Eigenschaften, nachweisbar ist
[52]. Diese letzte Eigenschaft kollidierte mit der Erkenntnis, dass CSC in KRK eher in
niedrigen Prozentbereich zu finden sind [33]. Die ebenfalls als potentielle CSC-Marker
geltenden Oberflichenmarker CD166 und CD44 wiesen in bisher erfolgten
immunhistochemischen Studien lediglich eine Tendenz zur Korrelation mit einem
kiirzeren Krebs-spezifischen Uberleben bei Expression von CD166 auf [53, 54]
beziehungsweise lieferten widerspriichliche Ergebnisse von einer signifikant kiirzeren
Uberlebenszeit bei CD44 Expression [55] bis hin zu keiner Korrelation der Expression von
CD44 mit dem Krebs-spezifischen Uberleben [53].

Das Oberflachenprotein CD29 wurde im normalen Kolonepithel als Oberflachenmarker
der proliferativen Zone von Kolonkrypten des Menschen identifiziert und scheint somit
Stammzellen bzw. Progenitorzellen des Kolons zu markieren [56]. CD29 ist an der
Regulation der Adhasion von Zellen an der extrazelluldaren Matrix (ECM) beteiligt und
kann die Progression kolorektaler Karzinome durch Invasion und Metastasierung
vorantreiben [57]. Tatsachlich konnte nachgewiesen werden, dass humane Kolon-
Stammzellen CD29 und CD24 stark exprimieren, weswegen beide Molekiile als mogliche
Kolon-CSC Marker in Frage kommen [44]. Bei der immunhistochemischen Untersuchung
von Mammakarzinomen auf Expression von CD29 wurde eine signifikant schlechtere 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit starker CD29 Expression festgestellt als bei
Patienten, die keine bzw. eine moderate CD29 Expression aufwiesen [58].

Eine Uberexpression von CD24, die mit dem Tumorstadium bzw. einer schlechteren
Prognose der Patienten korrelierte, konnte bereits in Adenokarzinomen der Pankreas,
Prostatakarzinomen und Mammakarzinomen festgestellt werden [59-61]. Das
Glykoprotein CD24 wurde erstmals als Oberflaichenmarker von B-Lymphozyten
identifiziert und ist ein Oberflaichenmolekdl, das sowohl in Zelladhdsionsvorgange als
auch in Prozesse bei der Metastasierung von Tumoren involviert ist [62]. Bisherige
Untersuchungen zur immunhistochemischen Expression von CD24 in kolorektalen
Karzinomen lieferten kontrare Ergebnisse hinsichtlich einer Korrelation von Expression
und Uberleben [63, 64]. Somit stellten die beiden Marker CD29 und CD24 eine

gerechtfertigte und Aufschluss versprechende Basis fiir die vorliegende Arbeit dar.
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Die Prifung auf einen Zusammenhang zwischen der Expression von CD29 und klinischen
Variablen ergab eine signifikante Korrelation zwischen fehlender Expression von CD29
und dem Differenzierungsgrad. Hier wiesen signifikant mehr schlecht differenzierte G3-
im Vergleich zu maRig differenzierten G2-Tumoren eine signifikant (p = 0,037) geringere
bis keine CD29 Firbung auf). Dies steht in Ubereinstimmung mit der Erkenntnis, dass
CD29 Zell-zu-Zell und Zell-zu-Kollagen Interaktionen zu vermitteln scheint, die fiir den
Beginn und Erhalt der glanduldren Differenzierung kolorektaler Tumorzellen benétigt
werden [65] und dass CD29 in schlecht differenzierten kolorektalen sowie anderen
malignen epithelialen Tumoren herunterreguliert ist [66, 67]. Ebenso konnte Su bei der
immunhistochemischen Analyse verschiedener Karzinomarten, unter anderem auch
kolorektaler Karzinome, im Vergleich zu deren gesundem Gewebe nachweisen, dass die
Expression von CD29 innerhalb des tumordsen Gewebes geringer war als in nicht-
tumorodsen Gewebe, jedoch in gut differenzierten Karzinomen hdéher war als in schlecht
differenzierten Karzinomen [68].

Gleichermalien war ein Zusammenhang zwischen der Expression von CD24 und dem
Differenzierungsgrad der untersuchten Karzinome zu erkennen. So wiesen signifikant
mehr schlecht differenziert G3-Tumoren eine niedrige CD24 Expression (CD24low) auf,
als maRig differenzierte G2-Tumoren (p = 0.026). Hierzu tauchen in der Literatur
unterschiedliche Studienergebnisse auf. Choi konnte einen dhnlichen Zusammenhang
zwischen  negativer CD24  Expression und  fortgeschrittenem  Tumor-
Differenzierungsgrad bei kolorektalen Adenokarzinomen feststellen [69]. Dem entgegen
wies Weichert einen signifikanten Zusammenhang zwischen positiver zytoplasmatischer

CD24 Immunreaktivitat und einem hdéheren Tumorstadium nach [64].

Die hier durchgefiihrte Analyse der Uberlebensdaten konnte keinen Zusammenhang
zwischen einer erhohten Expression von CD29 oder CD24 sowie deren kombinierter
Expression mit dem Tumor-spezifischen Uberleben bzw. der Zeit bis zu einer Progression
aufzeigen. Zwar wiesen Patienten, deren Tumoren fiir CD29 mit Score 1 bewertet
wurden, d.h. die an weniger als 50% der Tumorzellen CD29 Expression zeigten, ein
knapp signifikant (p = 0.049) besseres Tumor-spezifisches Uberleben auf als Patienten,
deren Tumoren mit dem CD29 Score 2 und 3 bewertet wurden, die also eine héhere
CD29 Exprimierung zeigten. Uberraschenderweise zeigten jedoch Patienten, die mit
dem Score 0 bewertet wurden, bei denen also keinerlei CD29 Expression feststellbar
war, die kiirzeste Tumor-spezifische Uberlebensrate im Kollektiv. Diese Beobachtung
setzte sich auch bei der generellen Expression von CD29 fort: Karzinome, deren Zellen
keine CD29 Exprimierung aufwiesen, fiihrten schneller zum Tod als Karzinome, deren
Zellen CD29 exprimierten. Bei Beurteilung der Farbung von CD29 an Tumordrisen fiel
auf, dass die Falle mit Score O die kiirzeste mittlere Uberlebenszeit aufwiesen, wobei

Falle, die CD29 an den Tumordriisen exprimierten, wiederum eine kiirzere mittlere

48



Uberlebenszeit zeigten als Fille ohne CD29 Exprimierung an den Tumordriisen.
Hinsichtlich der Progressionsrate zeigte sich ebenso, dass Tumoren, die keine CD29
Farbung aufwiesen, signifikant (p = 0.042) schneller zu einer Progression in Form eines
Rezidivs oder von Metastasen flhrten. Dazu passend wurde in einer kleineren Studie
zur immunhistochemischen Untersuchung der Expression potentieller Kolon-CSC-
Marker in Tumorgewebe von 30 Patienten festgestellt werden, dass eine verminderte
CD29 Expression verbunden mit reduzierter EpCam und erhéhter ALDH1A1 Expression
zu einer verminderten Uberlebensrate filhrte [70]. Die schlechtere Prognose bei
negativer CD29 Expression kénnte damit erklart werden, dass durch den Verlust der
CD29 Expression und dessen Funktion als Zelladhdsionsmolekiil den Tumorzellen der
Weg zur Dedifferenzierung bereitet wird und diese ihre Kohasionskraft verlieren, was
wiederum Invasion und Metastasierung erleichtert [65]. Jedoch scheidet CD29 als
Marker von CSC zumindest in dem untersuchten Kollektiv aus.

Die Analyse der CD24 Expression ergab in der vorliegenden Arbeit ein dhnliches
Farbemuster und damit Ergebnis wie die CD29-Farbung. Generell zeigten Tumoren, die
wenig oder kein CD24 exprimierten, eine schlechtere Tumor-spezifische Uberlebensrate
als Tumoren, mit immunhistochemisch nachweisbarer CD24 Expression. Es konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen geringer CD24 Farbung (CD24low) und
vermehrtem Auftreten von Progressionen in Form von Rezidiven oder Metastasen
nachgewiesen werden (p = 0.29). Demgegeniiber stehen Forschungsergebnisse, die ein
hohes zytoplasmatisches Expressionslevel von CD24 in kolorektalen Karzinomen ohne
Fernmetastasen mit einer signifikant reduzierten Uberlebenszeit nachwiesen [64]. Choi
schloss nach der Untersuchung von 307 Gewebeproben kolorektaler Karzinome, dass
eine erhdhte zytoplasmatische und membrantse Expression von CD24 im
Tumorgewebe im Verlauf der Tumor-Progression von einer pramalignen Tumorphase
hin zur Entwicklung eines Karzinoms ansteigt. Daher wurde CD24 als Marker der Tumor-
Progression postuliert [71]. Andere Studien wiederum stehen stark im Einklang mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. So stellte Ahmed bei der immunhistochemischen
Analyse von 345 kolorektalen Karzinomen nicht nur membranése und zytoplasmatische
Lokalisierung der Farbung fest, sondern auch nukledre Expression von CD24. Weiterhin
zeigte die statistische Analyse des Expressionsmusters keinerlei Korrelation zwischen
CD24 Expression und schlechter Prognose, sondern lielR gegenteilig darauf schlieRen,
dass der Verlust von CD24 Expression vermehrt mit einem schlechten klinischen
Outcome einhergeht [63]. Eine dhnliche Aussage konnte auch in Bezug auf Tumorzellen
des Mammakarzinoms getroffen werden. Die Abwesenheit von CD24 Expression war in

invasiven Zelllinien signifikant haufiger festzustellen als in nicht-invasiven Zelllinien [72].

Die kombinierte Expression der potentiellen CSC Marker CD29 und CD24 war bisher in

kolorektalem Tumorgewebe noch nicht immunhistochemisch untersucht worden. Wie
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die getrennte Analyse von CD29 und CD24 hinsichtlich des Uberlebens und der
Progression bereits angedeutet hatte, wiesen Fille, die weder CD29 noch CD24
exprimierten eine hdéchst signifikant kiirzere krebsspezifische Uberlebensrate sowie
eine ebenso hochst signifikant schnellere Progressionsrate auf (p = 0.000). Von
insgesamt fuinf CD29-/CD24- bewerteten Fillen innerhalb des untersuchten Kollektivs
trat in vier Fallen eine Progression auf und 4 von 5 Patienten verstarben aufgrund der
Tumorerkrankung. Da dieses Ergebnis lediglich auf fiunf Fallen basiert, sollte die
Untersuchung mit einem gréReren Kollektiv validiert werden, um eine gesichertere
Aussage zu hierzu zu erhalten. Trotzdem kann das bei dieser Arbeit verwendete Kollektiv
als reprasentativ betrachtet werden, da, wie eingangs beschrieben, die minimale GréRe
des Patientenkollektivs fiir die geplante Untersuchung mit Hilfe der Software G*Power
auf N=120 bestimmt wurde und die minimal bendtigte Anzahl an Fallen mit insgesamt
156 Patientenfallen sogar liberschritten wurde. Somit lohnt es sich, die hier regenerierte
Hypothese in einem zweiten unabhangigen Kollektiv zu validieren. In der Literatur
bestehen zur Expression von CD24 und CD29 kontrare Ergebnisse [63, 70] [64, 71].

Die Verteilung des immunhistochemischen Signals von sowohl CD29 als auch CD24
stellte sich auf zellularer Ebene heterogen dar. So wurde fiir CD29 eine Farbung sowohl
ausschlieBlich membrandse als auch membrands-zytoplasmatische sowie ebenso
membranose, zytoplasmatische und nukledre Farbungen beobachtet. Eine Korrelation
der Lokalisation der Farbung mit klinischen Variablen oder dem Outcome der Patienten
konnte nicht gezeigt werden. Fiir CD24 stellte sich die zelluldre Lokalisation der
Immunreaktivitdt sogar noch heterogener dar und war in samtlichen moglichen
Kombinationen feststellbar. Es wurde wie bei CD29 keinerlei Korrelation der Lokalisation
des immunhistochemischen Signals mit klinischen Variablen oder dem Outcome der
Patienten gefunden. Eine sehr heterogene Verteilung der Farbung kann auf einen
fehlerhaften Farbevorgang deuten. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da im restlichen
an den Tumor grenzenden Gewebe kein vergleichbares Farbemuster feststellbar war,
sodass eine Spezifitat des Farbeergebnisses angenommen werden kann. Eine weitere
Ursache fir heterogenes Farbeverhalten kénnen unspezifische Antikérperbindungen
darstellen. Jedoch kann diese Fehlerquelle hier praktisch als ausgeschlossen
angenommen werden, da die spezifische Bindung der Antikérper zuvor durch Western
Blot und Farbung von FFPE-Zellen Uberprift und bestatigt wurde. Auch wurde in
anderen bisher durchgefiihrten Studien dhnliche Farbeverhalten festgestellt, wobei die
nukledre Expression von CD24 auf eine friihe Hochregulation von CD24 wahrend der
Tumorgenese zurlickzufihren ist [63, 70]. Eine interessante Erganzung wiirde hier die
Verwendung von Serienschnitten oder Doppelfarbung des Tumorgewebes bieten, um
den genauen Vergleich der zelluldren Lokalisation von CD29 und CD24 innerhalb des

gleichen Tumorareals ermoglichen.
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Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass bis dato noch kein Konsens
Uber universell anwendbare Methoden zur Identifizierung von Krebs-Stammzellen
herrscht. Die meisten CSC Marker werden deshalb als Marker verwendet, weil sie
entweder in normalen Stammzellen exprimiert sind oder weil sie bereits in malignen
Tumoren anderer Gewebe als CSC Marker identifiziert werden konnten. So konnte CD29
als Marker intestinaler Stammzellen identifiziert werden [56] und CD24 unter anderem
bereits in Pankreas-, Prostata- und Mammakarzinomen als prognostischer CSC Marker
ausgewiesen werden [59, 60, 73]. Weiterhin wird vermutet, dass CD24high/CD29%high
die tumorinitiierende Zellfraktion in Kolonkarzinomen der Maus darstellen [44, 74].
Unter der Annahme, dass CD24 und CD29 Krebs-Stammzellen markieren, die die
treibende Kraft bei der Tumorgenese, Progression und schlieBlich Metastasierung
darstellen, missten Patienten, deren Tumore eine vermehrte Expression von CD29 und
CD24 aufweisen, eine kiirzere krebsspezifische Uberlebensrate bzw. eine kiirzere Zeit
bis zu einer Progression aufweisen als Patienten, deren Tumore diese Marker nicht
exprimieren. Diese Annahme konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.
Im Gegenteil: Tumoren, die keinerlei CD29 und CD24 Expression zeigten, fihrten
signifikant friher zum Tod bzw. zu einer Progression.

Ein moglicher Erklarungsansatz fir die schnellere Progression von CD29 Tumoren
konnte sein, dass neoplastische Zellen zu einem Verlust von Integrinen tendieren, die
ihre Adhdsion an der Basalmembran sichern, und im Gegenzug Integrine
Uberexprimieren, die zu Zelliberleben, Proliferation und Migration wahrend der
Tumorinvasion flihren. CD29 scheint hierbei in einigen Fallen die Tumorprogression zu
unterdriicken [75].

Die Funktion von CD24 wahrend der kolorektalen Tumorgenese ist noch nicht
vollstandig verstanden. Jedoch stellt Vermeulen bei der in vitro Analyse von
tumorbildenden Kolon Sphéroid Kulturen fest, dass CD133*/CD24" Zellpopulationen CSC
spezifisches klonogenisches Potential besitzen, aber dass nur 20% dieser CD133*/CD24*
Zellen innerhalb der Spharoide tumorbildende Eigenschaften besalien. Dies lasst darauf
schlielen, dass die restlichen Zellen die Fahigkeit zur Tumorbildung aufgrund von
Differenzierung verloren haben, was die Gruppe durch eine auffallende Korrelation von
klonogenischem Potential der untersuchten Subpopulationen und dem Zeitpunkt des
differenzierungsbedingten Verlustes von die Subpopulationen definierenden Markern
belegen konnte. So wird zum Beispiel sowohl CD133 als auch CD24 frihzeitig
herabreguliert, wohingegen deren Koexpression am eindeutigsten klonogenisches
Potential zeigte [44]. Dies kdonnte auf einen Zusammenhang mit der beobachteten
schnelleren Progressionsrate von CD24low Tumoren in der vorliegenden Arbeit deuten.
Trotzdem verdeutlichen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse im Kontext mit bisher
durchgefiihrten Untersuchungen zur immunhistochemischen Expression von

potentiellen CSC Markern, dass die Funktion der Marker noch nicht ausreichend
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verstanden ist und der funktionale Effekt der Expression bis dato unbekannt ist. Fast
immer werden CSC Marker aufgrund ihrer Fahigkeit zur Tumorbildung und ihres
Expressionslevels in Xenograft-Modellen ausgewahlt. Die meisten bisher identifizierten
CSC Marker scheinen eine Rolle bei der Initiierung und/oder Aufrechterhaltung von Zell-
Zell- oder Zell-Matrix-Kontakten innezuhaben. Hierbei muss kritisch festgehalten
werden, dass eben diese Rolle bei der Zelladhasion erklaren konnte, warum die diese
Marker exprimierenden Zellen besser im Stande sind, neue Zellformationen zu bilden
[74]. Auch die beiden untersuchten Marker CD29 und CD24 spielen beide unter
anderem bei der Zelladhdsion eine wichtige Rolle. Somit sollte der Schwerpunkt
weiterer Untersuchungen vermehrt auf die Funktion von CSC Markern gelegt werden,
um diejenigen Marker zu identifizieren, die eine definierte Funktion in der
hierarchischen Tumorgenese ibernehmen. Ebenfalls ist zu Gberlegen, ob Studien zum
Finden von CSC Surrogatmarkern (ber eine intensive Multifarbung durchgefiihrt
werden sollten, um so tber eine ROC (receiver operator curve)-Statistik das Optimum
an Markern oder Markerkombinationen finden zu kénnen, die dann in einem zweiten
Kollektiv validiert werden missten.

Zuverlassig identifizierbare CSC Marker sollten zu einem besseren Verstandnis von
Signalwegen und Regulationsmechanismen von Krebs-Stammzellen flihren. Somit kann
der Weg fiir Therapien bereitet werden, die die CSC direkt angreifen und dauerhaft
eliminieren kénnen. Auch kann bei Kenntnis der Funktion des CSC Markers beurteilt
werden, ob die Zellen durch den Marker lediglich identifiziert werden oder ob die
markierten Zellen auch eine Aussage zum Krankheitsverlauf geben. Dies ist von groRem
klinischem Interesse, da eine zuverladssige Aussage Uber die Prognose zu gezielteren
Therapieentscheidungen flihren wird. So kdnnten zum Beispiel Patienten mit
kolorektalen Tumoren des Stadiums UICC Il, bei denen durch einen zuverlassigen CSC
Marker ein hohes Progressionsrisiko nachgewiesen werden kann, standardmaRig eine
adjuvante Chemotherapie erhalten, die sie nach momentanen Therapieleitlinien nicht

erhalten wiirde
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