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Zusammenfassung

Hintergrund: Der Verlust der Differenzierung ist ein Merkmal
fortgeschrittener Malignome. Einige Studien haben bereits gezeigt, dass eine
hochgradige LIN28A- und/oder LIN28B-Expression in einer Reihe von soliden und
hamatologischen Tumoren mit niedriger Differenzierung sowie schlechter Prognose
korrelieren. LIN28 ist ein RNA-bindendes Protein welches zwei Isoforme ausbildet,
namlich LIN28A und LIN28B. LIN28 wurde bereits in verschiedensten Spezies
untersucht und es zeigte sich, dass es als Promoter fur Pluripotenz dient. Fur das
Kolorektale Karzinom (KK) konnte in vorangegangenen Studien gezeigt werden,
dass eine hochgradige LIN28-Expression mit fortgeschrittenem Tumorstadium und
schlechter Prognose korreliert. (1, 2) Da das Auftreten von Fernmetastasen einen
der wichtigsten prognosebestimmenden Faktoren darstellt (3) haben wir in dieser
Studie untersucht ob das die LIN28-Expression beim KK mit der
Fernmetastasierung korreliert.

Methodik: 84 primare Kolonkarzinome wurden retrospektiv auf das Ausmalf}
der LIN28A und LIN28B Expression mittels Immunhistochemie untersucht. Als
Studiendesign wurde eine zweiarmige Fall-Kontroll-Studie ausgewahlt. Der eine
Arm  der Studie bestand aus Kolonkarzinomen mit  synchroner
Lebermetastasierung, wahrend der Kontrollarm der Studie Patientinnen mit
Kolonkarzinom ohne Fernmetastasierung reprasentierte. Beide Parameter wurden,
unter Verwendung von univariaten Analysen, mit Kklinisch-pathologischen
Tumorparametern, der SOX2 und Beta-Catenin Expression und insbesondere der
Fernmetastasierung korreliert.

Ergebnisse: In unserem Kollektiv zeigten 54% der Patientinnen eine starke
LIN28A und 51% eine starke LIN28B Expression. Fiur beide Marker konnte keine
Korrelation mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen nachgewiesen werden
(p=0,33). Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
LIN28A/B und SOX2 Expression (p=0,02).

Schlussfolgerung: Eine Vielzahl von Studien zeigt die Heterogenitat der
LIN28A und LIN28B Expression im Kolonkarzinom auf, welche durch unsere Studie
bestatigt werden kann. Aul3erdem wird postuliert, dass die LIN28A/B-Expression
mit einer schlechten Prognose korreliert. Das Vorhandensein von Fernmetastasen

beeinflusst wesentlich das Uberleben von Patientinnen mit Kolonkarzinom und ist
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somit einer der wichtigsten prognostischen Faktoren. In unserer Studie konnte
jedoch keine Korrelation zwischen der LIN28A/B-Expression mit der hamatogenen
Fernmetastasierung nachgewiesen werden. Daher ist zu vermuten, dass die
ungunstige Prognose bei LIN28A/B-Expression Uber andere Mechanismen und

nicht Uber die Fernmetastasierung zustande kommt.
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1. Einleitung

Das Kolorektale Karzinom (KRK) ist das dritthaufigste Karzinom bei Mannern und
das Zweithaufigste bei Frauen weltweit. (4) Im Jahr 2012 wurden 1,4 Millionen neue
Erkrankungsfalle weltweit diagnostiziert und ungefahr 700 000 Patientinnen
verstarben an diesem Malignom bzw. an dessen Folgen. (5) Die Inzidenzraten
weisen weltweit grol3e Unterschiede auf: Wahrend in Industrielandern wie Japan,
Europa, Ozeanien und Nordamerika hohe Karzinomraten gefunden werden, kbnnen
in Afrika, der Karibik, Sidamerika sowie in einigen asiatischen Landern niedrige
Raten an Erkrankungsfallen verzeichnet werden. (5)

Deutschland gehort im internationalen Vergleich zu den Landern mit hoher Inzidenz
fur das KRK. Im Jahr 2010 wurden in etwa 62 000 Neuerkrankungen und 26 000
Sterbefalle registriert. Nach der EinflUhrung von Fruherkennungsmafinahmen im
Jahr 2002 konnte ein Ruckgang der altersstandardisierten Inzidenz bei Mannern
von 13,8% (66,1 auf 57,0 pro 100 000) und bei Frauen von 14,3% (42,6 auf 36,5
pro 100 000) verzeichnet werden. (6) In Hinblick auf die Mortalitdt war in
Deutschland ein Ruckgang von 20,8% bei Mannern und von 26,5% bei Frauen

festzustellen. (6)

1.1 Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Das Wissen Uber die Entwicklung und das Verhalten bdsartiger Dickdarmtumoren
stellt eine Grundvoraussetzung in der Verbesserung der Behandlung und des
Therapieerfolgs Betroffener dar. Im Gegensatz zu anderen Malignomen, ist die
Pathogenese des KRK teilweise bekannt. Fearon und Vogelstein haben 1990
erstmalig die sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz beschrieben. Dabei handelt
es sich um eine langsam voranschreitende Umwandlung eines gutartigen
Kolonadenoms in ein bdsartiges Kolonkarzinom (KK) durch sukzessive genetische
Veranderung. (7) Im ersten Schritt erscheinen Mutationen im Adenomatous
Polyposis Coli (APC) Gen, gefolgt durch die Aktivierung des Kirsten rat sarcoma

viral oncogene homolog (KRAS) Onkogens und die Inaktivierung des Tumor-
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unterdrickenden p53 Gens. Der mehrstufige Prozess der Tumorentwicklung ist in
Abbildung 1 dargestellt. (7)

APC

Normales Frithes Fortgeschrittenes

Epithelium Adenom Adenom

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz. Modifiziert nach Fearon und Vogelstein.

(7)

Es ist besonders bemerkenswert, dass nicht alle KRK diesen Entwicklungsschritten
folgen, sondern auf eine andere Art und Weise entstehen. 20% der sporadischen
Karzinome folgen nicht der Adenom-Karzinom-Sequenz, sondern entstehen aus
serratierten Vorlauferlasion. Diese Malignom Entwicklung basiert auf anderen
molekularen Mechanismen, der sogenannten serratierten-Route, und entsteht
haufiger im rechten Kolon. (8)

80% der Malignome entwickeln sich sporadisch, wahrend 20% eine familiare
Haufung aufweisen. Bei 5% aller KRK liegt eine rein genetische Ursache in Form
einer hereditaren Erkrankung zugrunde. Beispiele daflur sind das Lynch-Syndrom,
familiare adenomatése Polypose, Li-Fraumeni-Syndrom, Preutz-Jeghers-Syndorm

oder das Cronkhite-Canada-Syndrome. (9)

1.2 Pathologie des kolorektalen Karzinoms

Makroskopisch treten die meisten KRK als ulzerierte, gut umschriebene Tumoren
mit erhabenem Randsaum in Erscheinung. Die Beteiligung der Darmzirkumferenz
kann eine Verengung oder Verschluss der Darmlichtung zur Folge haben. Weitere
Wuchsformen sind die polypoide, ringférmige oder stenosierende. (10)

Histologisch wird das KRK durch die Weltgesundheitsorganisation / World Health
Organisation (WHO) in verschiede Subtypen eingeteilt. Das (konventionelle)
Adenokarzinom NOS (not otherwise specified) ist das haufigste KRK und kommt zu
90% vor. Das Adenokarzinom wachst infiltrativ durch die muscularis mucosae in die

submucosa. (10, 11)
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Der nachst haufigste Subtyp des KRK ist das muzindése Adenokarzinom. Basierend
auf bevolkerungsbezogenen Studien kommt es weltweit mit einer Haufigkeit von
4% - 19% vor. (11-15) Die Tumorzellen des muzindsen Karzinoms produzieren
reichlich Muzin (Schleim), weshalb der Tumor definitionsgemaly zu mehr als 50%
aus Schleim bestehen muss. (10, 11)

Das Siegelzellringkarzinom macht ungefahr 1% aller KRK aus. (16-18) Die
Hauptkomponente (mehr als 50%) dieses Tumortypens setzt sich aus isolierten
Tumorzellen mit intrazytoplasmatischen Muzin und verdrangten Zellkern
zusammen, die einem Siegelring ahneln. (10, 11)

Medullare Karzinome, mikropapillare adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome,
adenosquamose und kleinzellige Karzinome stellen sehr seltene Entitaten des KRK
dar. (10, 11)

1.3.1 Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms

Die Stadieneinteilung eines Tumors hat das Ziel das Ausmaf des Tumorwachstums
im Korper des Patienten zu klassifizieren. Das American Joint Committee on Cancer
(AJCC) / Union for International Cancer Control (UICC) hat das Tumour Node
Metastasis (TNM) System standardisiert und eingefihrt, um eine weltweit
einheitliche Tumoreinteilung zu erzielen. (19) Die Tumoreinteilung basiert auf den
anatomischen Gegebenheiten des Primartumors, wie die Invasionstiefe und/oder
Grolke des Tumors (T), der Befall der lokalen Lymphknoten (N) und die Existenz
von Fernmetastasen (M). In den letzten Jahren sind auRerdem nicht-anatomische
Prognosefaktoren hinzugeflgt worden. (19)

Im KRK gibt es 5 Kategorien der T- Kategorie (T0-T4) welche die Invasionstiefe
naher beschreiben. TO bedeutet, dass es keinen Hinweis auf einen Primartumor im
Kolon oder Rektum gibt. T1 beschreibt die Invasion der Submucosa des Tumors,
wahrend bei T2 bereits die musculais propria mit betroffen ist. Bei T3 infiltriert der
Tumor bereits die subserosa oder das perikolische oder perirektale Gewebe. T4
bedeutet, dass der Tumor die Oberflache des viszeralen Peritoneums penetriert
(T4a) und/oder andere Strukturen durch den Tumor direkt infiltriert wurden (T4b).
(19) Die Kategorien NO, N1 und N2 stratifizieren den Tumor abhangig vom Ausmalf}
der infiltrierten  lokalen  Lymphknoten. NO bedeutet, dass keine
Lymphknotenmetastasen vorliegen, wahrend bei N1a 1 Lymphknoten, bei N1b 2
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oder 3 Lymphknoten, bei N2a 4 bis 6 Lymphknoten und bei N2b mehr als 7
Lymphknoten betroffen sind. Die M Kategorie beschreibt das Vorliegen von
Fernmetastasen. MO bedeutet, dass keine Fernmetastasen vorliegen. M1a
beschreibt das Vorliegen von Fernmetastasen in einem Organ (Leber, Lunge,
Eierstdocke, nicht-regionale Lymphknoten), wahrend M2 das Vorliegen von
Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum beschreibt. (10, 19)

Die Kombination aus verschiedenen T, N und M Kategorien des KRK ergibt die
Einteilung in die Tumorstadien | bis IV. Die Stadieneinteilung wird in Tabelle 1

verdeutlicht.

Stadium T N M
0 Tis NO MO
T1 NO MO

! T2 NO MO
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
lic T4b NO MO
A T1-T2 N1 MO
T1 N2a MO

T3-T4a N1 MO

B T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO

T4a N2a MO

lc T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA jedes T jedes N M1a
VB jedes T jedes N M1b

Tabelle 1: Verschiedene T, N und M Kategorien und ihr korrespondierendes
prognostisches Stadium (I-1V) fiir Karzinome im Kolon und Rektum. Modifiziert nach
AJCC/UICC (19)
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1.3 Etablierte Prognosefaktoren beim kolorektalen Karzinoms

Die klinisch-pathologische Stadieneinteilung nach dem AJCC/UICC TNM System
wird als starkster prognostischer Faktor fur Patientinnen mit frihen und
fortgeschrittenem KRK angesehen. Patientinnen mit intermediarem Tumorleiden ist
eine Aussage Uber den Krankheitsverlauf schwerer zu prognostizieren und kdnnen
in demselben Tumorstadium wesentlich verschiedene Kklinische Ergebnisse
erleiden. (19-21) Ins Besondere Patientinnen mit einem KRK im AJCC/UICC
Stadium Il konnen schlechtere klinische Ergebnisse als Patientinnen mit
AJCC/UICC Stadium Il erfahren. Far Patientinnen in AJCC/UICC Stadium Il wird
eine adjuvante Chemotherapie empfohlen, wahrend Patientinnen mit AJCC/UICC
Stadium I nur eine adjuvante Chemotherapie erhalten, wenn sie ein erhdhtes
Rezidiv Risiko aufweisen. (9, 20) Deshalb ist es von besonderer Wichtigkeit die
Hoch-Risiko Patientinnen zu identifizieren und die klinische Entscheidungsfindung
und TherapiemalRnahmen zu optimieren. AulRerdem ist festzustellen, dass die
Stadieneinteilung eines Tumors nur die anatomische Eindringtiefe wiederspiegelt,
nicht aber das biologisch aggressive Verhalten eines Tumors. (22, 23)

Prognosefaktoren, die unabhangig von der Stadieneinteilung sind, kdnnten
als zusatzliches Werkzeug helfen die Prognosefindung zu verbessern. Tabelle 2
gibt eine Ubersicht iber bereits bekannte Prognosefaktoren unabhangig vom TMN
System. (10)

Unglnstige

Glnstige Unglnstige Ungiinstige

Eigenschaften des .
GefaBinvasion

Faktoren Operationstechnik

Primartumors

» Intratumorale » Greater extent of | > Blutgefa3- » Kurzer Abstand

» Desmoplasie
» Reaktive
Lymphknoten

Differenzierung
» Infiltratives

Muster der

EntzGndungs- circumferential invasion zwischen
reaktion involvement » Lymphgefal- Absetzungsrand
» Peritumorale » Darmverschluss invasion und Tumor
Entzindungs- | » Darmperforation | > Perineurale » Inkomplette
reaktion » Schlechte Invasion Exzision (R1)
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Tumorfront
(Budding)

» Ungunstige
molekulare
Charakteristika

Tabelle 2: Prognostische Faktoren im kolorektalem Karzinom. Daten von Nagtegaal
etal. (10)

Wie bereits erwahnt haben die verschiedenen histologischen Subtypen nicht
nur unterschiedliches mikroskopisches erscheinen, sondern auch einen
unterschiedlichen prognostischen Wert. Das muzinése Adenokarzinom, das
Siegelzellringkarzinom sowie das mikropapillare Adenokarzinom zeigen ein
schlechteres Uberleben im Vergleich zum konventionellem Adenokarzinom,
wahrend das medullare Adenokarzinom eine gunstigere Prognose aufweist. (18,
24-28) Zusatzlich sollten weitere prognostische Marker, wie Gefalinvasion,
perineurale Invasion, Tumornekrose, Entzindungsreaktion sowie Tumor Budding in
die klinische Routine miteinbezogen werden. Die Lymph- und/oder
Blutgefalinvasion durch Tumorzellen ist ein essenzieller Prozess der
Metastasierung. Die Blutgefainvasion ist ein unabhangiger Prognosefaktor fur
einen ungunstigen Krankheitsverlauf sowie die Ausbildung von Lebermetastasen.

Die Signifikanz der LymphgefaRinvasion ist demgegenuber weniger bekannt. (29)

1.4 Metastasierungsmuster

Der Prozess, dass einzelne Tumorzellen ihren Primarius verlassen und neue
Absiedelungen in entferntem Gewebe produzieren wird bei der hamatogenen
Metastasierung als Invasions-Metastasen Kaskade bezeichnet (Abbildung 2). (30)
Diese Kaskade besteht aus funf Schritten. Der erste Schritt beschreibt die lokale
Invasion von Tumorzellen in die umgebende Matrix. Der zweite Schritt
charakterisiert die Intravasation der einzelnen Tumorzellen in den Blutkreislauf. Im
dritten Schritt werden die Tumorzellen systemisch transportiert. Der vierte Schritt
zeigt die Kolonisation der Tumorzellen, wahrend im finften Schritt bereits die Tumor

Absiedelung makroskopisch sichtbar ist. (31)
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Entferntes Gewebe
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Kreislauf
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Abbildung 2: Invasions-Metastasen Kaskade. Modifiziert nach Pretzsch et al. (31)

Es wird vermutet, dass der zugrundeliegende Prozess die Epitheliale-
Mesenchymale Transition (EMT) ist. Der Schlisselprozess dieser Umwandlung ist
der Verlust der Zell-zu-Zell Adharenz und somit die Moglichkeit, dass zuvor
unbewegliche epitheliale Zellen die Eigenschaften von mesenchymalen Zellen
erlangen, welche essenziell fur Invasion und Metastasierung verantwortlich sind.
Diese Eigenschaften beinhalten eine gesteigerte Mobilitat, Invasivitat, erhdhte
Resistenz gegenluber Apoptose sowie Abbau und Produktion von extrazellularer
Matrix. E-Cadherin, ein transmembrandses Protein, welches von epithelialen Zellen
exprimiert wird, spielt bei der Aufrechterhaltung des epithelialen Zustandes eine
zentrale Rolle. Die Herabregulierung der E-Cadherin Expression ist mit
Lymphknotenmetastasen, fortgeschrittenem Stadium, schlechter Differenzierung
und Gefallinvasion verbunden. (31)

Im Gegensatz zur hamatogenen Metastasierung, welche aufgrund von EMT
die Mobilitdt und Invasivitdt der Tumorzellen ermoglicht, wird fir die lokale
peritoneale Metastasierung des KRK ein anderer Weg der Metastasierung
diskutiert. (31, 32) Das Loslosen der Tumorzellen vom Primarius kdnnte einerseits
im Rahmen der EMT geschehen oder folgenden Mechanismen unterliegen (33):
Spontane Abschilferung von Tumorzellen im Rahmen des invasiven Wachstums
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des KRK durch die Serosa (T4), spontanes Tumorzellshredding in die Lymphbahn
aufgrund von erhdéhtem Druck durch Flussigkeitsspiegel im Darm um den
Primartumor, Operation-induzierte Tumorzellverbreitung bei Tumorerdffnung,
Tumorzellverbreitung beim Durchtrennen von Lymph- oder Blutgefal3en oder der
postoperativen Entziindung zum Beispiel bei Anastomoseninsuffizienz. (31, 32, 34,
35) Es istimmer noch unklar ob EMT gleichermalen zur lokalen Tumorausbreitung
beziehungsweise peritonealer Streuung oder zur Entstehung von Fernmetastasen
beispielsweise der hamatogenen Streuung beitragt.

Es wird diskutiert, dass die peritoneale Karzinomatose ein fortgeschrittenes
Stadium der lokalen Tumorausbreitung sein koénnte durch spontanes
Tumorzellshredding in das lymphatische System oder Abschilferungen des
Primartumors in die peritoneale Flussigkeit, wahrend Lebermetastasen das
Ergebnis von hamatogener Streuung sind. (31) Des Weiteren zeigen neuste
Studien, dass die Adhasionsmolekile, welche den Zellen im Anhaftungsprozess am
Zielorgan helfen, signifikante Unterschiede zwischen hamatogenen und
peritonealen Metastasen aufweisen. (31) Wachsende Evidenz deutet daraufhin,
dass peritoneale Karzinomatose im KRK das Endstadium eines Ilokal
fortgeschrittenen Tumorleidens beschreibt, wahrend hepatische Metastasen
Ausdruck fur ein hamatogen ausgebreitetes KRK ist, welches lokal noch
beherrschbar erscheint. (31)

Bei Erstdiagnose eines KK prasentieren sich ca. 20% der Patientinnen mit
Fernmetastasen. Anatomisch bedingt befinden sich die meisten Absiedlungen in
der Leber (ca. 18%), gefolgt von der Lunge (2%). (9, 36) Ca. 25% der Patientlnnen
im UICC-Stadium II und 50-60% der Patientinnen im UICC-Stadium Il erleiden
innerhalb  von 5 Jahren ein Rezidiv hauptsachlich aufgrund von
Fernmetastasierung. (36) Die adjuvante Chemotherapie soll Fernmetastasen
vorbeugen und das Uberleben verbessern. Die Vorteile davon werden bei
Patientinnen mit KK im UICC-Stadium IIl deutlich, bleiben jedoch im UICC-Stadium
Il umstritten. (36) Das Auftreten von Fernmetastasen ist bekanntermalen einer der
besten Prognosefaktoren fir den unginstigen Verlauf von Tumorerkrankungen. (3)
Daher ist es von besonderer Wichtigkeit das Risiko flr das Auftreten von
Fernmetastasen anhand von zusatzlichen prognostischen Markern zu bestimmen,

einerseits um das Dilemma der unzureichenden Risikoabschatzung der
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Tumorstadien I und Il zu Uberwinden und anderseits individualisierte

Therapiekonzepte zu implementieren.

1.5 LIN28 als Prognosefaktor

LIN28 ist ein RNA-bindendes Protein welches zwei Isoforme ausbildet,
namlich LIN28A und LIN28B. Ursprunglich wurde LIN28 in dem Fadenwurm
Caenorhabditis elegans als heterochronisches Gen, welches eine wichtige Rolle in
der Entwicklung, Geweberegeneration und Tumorgenese innehat, entdeckt. (37,
38) LIN28 wurde bereits in verschiedensten Spezies untersucht und es zeigte sich,
dass es als Promoter flr Pluripotenz dient. (39) AuRerdem wurde berichtet, dass
LIN28 in undifferenziertem Gewebe zu einem hohen Anteil exprimiert war, wahrend
die LIN28-Expression in bereits differenzierten Geweben herunter reguliert ist. (39)
Daraus wurde geschlussfolgert, dass LIN28 die Pluripotenz férdert und somit als
,rursteher” der Differenzierung fungiert. (39) In Saugetieren wird LIN28A und
LIN28B in embryonalen Stammzellen exprimiert. (40) Die embryonale Stammzelle
entwickelt sich aus der Blastozyste und kann sich einerseits selber unendlich oft
reproduzieren und andererseits sich in alle 3 Keimblatter differenzieren
(Pluripotenz). (41) Tumorstammzellen haben ahnliche Eigenschaften wie
embryonale Stammzellen, insbesondere die gemeinsame Fahigkeit der
Unsterblichkeit. Auerdem finden sich in Tumorstammzellen die Expression von
Proteinen, welche sich ansonsten nur in embryonalen Stammzellen finden, wie zum
Beispiel LIN28, SOX2, OCT4, MYC und KLF4. (42-44) Es wird vermutet, dass LIN28
die Stammzellfunktion erhalt, indem die Bildung von Vorlaufern der let-7 microRNA
Familie verhindert, welches in geringen Leveln der ausgereiften let-7 microRNA
resultiert. (40) Let-7 fordert die Zelldifferenzierung und erhalt die
Gewebeselbstregulation verschiedenster reifer Zelltypen. (40) Tatsachlich werden
reife let-7 microRNAs weitestgehend in endgultig differenziertem Gewebe
detektiert, wahrend LIN28A und LIN28B in diesem Gewebe nicht nachgewiesen
werden. (40)

Manche Tumore wie zum Beispiel der bosartige Keimzelltumor des Hodens
oder das Prostatakarzinom zeigen eine Uberexpression von LIN28A (40, 45),
wahrend andere bdsartige Neubildungen wie der Wilms-Tumor, das Neuroblastom

oder das hepatozellulare Karzinom ausschlie3lich LIN28B uber exprimieren (40, 46-
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48). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass manche Keimzelltumore,
Mammakarzinome und das KRK beide Paraloge, also LIN28A und LIN28B, Uber
exprimieren konnen (40, 49, 50). Diese Heterogenitat wirft die Frage auf, ob LIN28A
und LIN28B eine Uberflissige oder eine unabhangige Rolle im Prozess der
Tumorentwicklung spielen.

Die progrediente Entdifferenzierung von Tumorzellen ist bekanntermal3en
Merkmal fur fortgeschrittene Malignome im Menschen. Einige Studien haben bereits
gezeigt, dass hochgradige LIN28A- und/oder LIN28B-Expression in einer Reihe von
soliden und hamatologischen Tumoren, vor allem in Tumoren mit niedriger
Differenzierung sowie schlechter Prognose nachweisbar sind. (37, 40, 51). Die
Studiengruppe um Tu et al. analysierte im Jahr 2015 die bisher grof3te Kohorte von
Patientinnen mit KRK und stellte eine Korrelation zwischen der LIN28A und LIN28B
Expression mit sowohl invasiver Tumorpathologie als auch ungunstiger Prognose
fest. (40) Das Vorhandensein von Fernmetastasen beeinflusst wesentlich das
Uberleben von Patientinnen mit KK und ist somit ein wichtiger prognostischer
Faktor. Da heutzutage eine Vielzahl von therapeutischen Mdglichkeiten existieren,
die trotz Metastasierung einen kurativen Therapieansatz verfolgen, ist es von
grolRer klinischer Bedeutung prognostische Faktoren zu finden, die mit dem

Auftreten der Fernmetastasierung korrelieren. (52)

1.6 Ziele

Ziel der aktuellen Fall-Kontroll-Studie war es, die Beziehung zwischen der
LIN28A/B-Expression und der hamatogenen Fernmetastasierung in einer Kohorte
von KK-Patientinnen zu untersuchen. Die hamatogene Fernmetastasierung stellt
einen der wichtigsten prognostischen Faktoren da und bestimmt das Uberleben von
Patienten mit KK mafgeblich. Daher wollten wir die Frage beantworten, ob
Patientinnen mit KK die LIN28A und/oder LIN28B-Expression mit dem Auftreten von
Fernmetastasen korrelieren und somit die LIN28A/B-Expression als prognostischer

Marker fir das Auftreten von Fernmetastasen herangezogen werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Von 84 Patientinnen mit Kolonkarzinom (KK), welche einer kurativen
operativen Tumorresektion an der Ludwig-Maximilian-Universitat Munchen
unterliefen, wurden die Formalin fixierten, Paraffin eingebetteten Gewebeproben
aus den Archiven des Instituts der Pathologie zur Verfligung gestellt. Die
Gewebeproben stammten aus den Jahren 1994 bis 2005. Die dazugehdrigen
klinisch-pathologischen Daten wurden vom Tumorregister Muanchen (Munich
Cancer Registry, MCR) eingeholt. Aus statistischen Grinden wurde das
Studiendesign einer zweiarmigen Fall-Kontroll-Studie mit selektionierter Kohorte
ausgewahlt. Der eine Arm der Studie bestand aus KK mit synchroner
Lebermetastasierung, welche entweder durch Leberbiopsien oder Kklinische
Bildgebung diagnostiziert wurden. Der Kontrollarm der Studie reprasentierte
Patientinnen mit KK ohne Fernmetastasierung bei Diagnosestellung und einem
krankheitsfreien Uberleben von 5 Jahren nach der operativen Tumorresektion, um
eine Metastasierung auszuschlie3en. Die Patientlnnen beider Studienarme wurden
in Bezug auf Tumorgrad (gemal WHO 2010) (53), T Kategorie (gemall TMN
Klassifikation maligner Tumore 2017) (54) und Tumorlokalisation in 42 Paare
eingeteilt.

Das Patientinnen-Kollektiv aus 84 Individuen bestand aus 42 Mannern und
42 Frauen mit einem Altersdurchschnitt von 66 Jahren. Der jungste Patient war 38
Jahre alt, wahrend der alteste Patient 84 Jahre alt war. Alle KK waren im rechten
Kolon lokalisiert. Zum rechten Kolon gehdrten definitionsgemafl das Zokum, das
Kolon ascendenz, die rechte Flexur sowie das Kolon transversum. Im Zdkum
befanden sich 22 KK, wahrend im Kolon ascendenz 43, in der rechten Flexur 3 und
im Kolon transversum 16 KK aufzufinden waren.

Die Studie wurde gemafl den Empfehlungen der Ethikkommission der

medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen durchgefuhrt.
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2.2 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden mit 5 pm dicken
Gewebeschnitte der Formalin fixierten, Paraffin eingebetteten Gewebeproben
durchgefuhrt.

Fur die spezifische Farbung von LIN28A wurde eine Hitzevorbehandlung mit
Pro Tags Il Antigen-Enhancer (Fa.Quartett, 401602192) durchgefuhrt. Als Antikbper
wurde der rekombinante Anti-LIN28A Antikorper der Firma Abcam mit der Nummer
ab124765 verwendet.

Fur die spezifische immunhistochemische Farbung von LIN28B wurde die
Hitzevorbehandlung mit Epitope Retrieval Solution pH6 (Fa.Novocastra, RE7113)
durchgefuhrt. Als Antikorper wurde der Anti-LIN28B Antibody der Firma Atlas
Antibodies mit der Nummer HPA036630 angewendet.

Anschlielend folgte eine Inkubation aller Gewebeproben mit dem
Primarantikérper fir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit einer Verdinnung von
1:1000. Als Detektionssystem wurde fir alle Schnitte das Vectastain ABC-Kit Elite
Universal (Fa.Vector, PK6200) verwendet. Als Chromogen wurde DAB+ (Fa.Agilent
Technologies, K3468) verwendet. Die Gegenfarbung wurde mit Hematoxylin Gill's
Formula (Fa.Vector, H-3401) durchgeflihrt. Alle Farbungen wurden gemafR den
Herstelleranweisungen durchgefihrt.

Die immunhistochemischen Farbungen fur SOX2, B-catenin und CD133

standen aus vorangegangenen Studien bereits zur Verfigung. (3, 36)

2.3 Beurteilung der Inmunhistochemie

Alle immunhistochemischen Schnitte wurden von zwei unabhangigen, hinsichtlich
klinisch-pathologischer Daten verblindeten Beobachtern (Jens Neumann und
Nicole Max) auf ihre Immunreaktivitdt untersucht. Zur Beurteilung der
Immunreaktivitat wurde der H-Score verwendet. Dieser wurde folgendermalien
angewendet: Es wurde die Farbeintensitat als auch die Ausbreitung dokumentiert.
Die Farbeintensitat wurde in die Kategorie 0: keine Reaktivitat, 1+: schwach
gefarbte Tumorzellen, 2+: moderat gefarbte Tumorzellen, 3+: stark gefarbte
Tumorzellen eingeteilt. Dieser Farbeintensitat wurde der jeweilige Anteil der
Ausbreitung in Prozent zugewiesen. Somit ergab sich folgende Berechnungsformel:

3 x Prozentanteil der stark gefarbten Tumorzellen + 2 x Prozentanteil der moderat
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gefarbten Tumorzellen + 1 x Prozentanteil der schwach gefarbten Tumorzellen. Ein
H-Score zwischen 0 und 300 war somit mdglich.

FUr eine bessere statistische Auswertbarkeit fuhrten wir eine weitere
Stratifizierung fur LIN28A durch: Score 0 (Low): H-Score von 0 — 199, Score 1
(High): 200 — 300. Fur LIN28B wurde folgende Stratifizierung durchgefiihrt: Score
0 (Low): H-Score von 0 — 159, Score 1 (High): 160 — 300. Beide Cut-Off-Werte
wurden gemal} dem Median bestimmt, das heil3t Werte kleiner des Medians wurden
als ,Low‘ und Werte grof3er des Medians als ,High‘ bezeichnet. Um eine Aussage
Uber LIN28 zu treffen verwendeten wir folgenden Score: Score 0: LIN28A Low und
LIN28B Low, Score 1: LIN28A High und LIN28B Low oder LIN28A Low und LIN28B
High, Score 2: LIN28A High und LIN28B High.

2.4 Statistische Analyse

Assoziationen zwischen dem immunhistochemisch nachgewiesenen
Ausmaly der LIN28A und LIN28B Expression und der Metastasierung wurden
mittels Chi-Quadrat-Test analysiert. Des Weiteren wurde die Expression von
LIN28A und LIN28B mit anderen histopathologischen und molekularpathologischen
Parametern, wie Tumordifferenzierung, T-Kategorie, N-Kategorie, Angioinvasion,
Alter, Geschlecht, CD133, hMLH1, MSI-Analyse, B-Catenin, SOX2 und BRAF
verglichen.

Alle angegebenen p-Werte sind zweiseitig mit signifikanten Werten bei
p<0.05. Alle statistischen Analysen wurden unter Verwendung von SPSS v23.0
(SPSS Inc.) durchgeflnhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Histopathologie

Zwei (2%) Patientlnnen wiesen ein pT1-, 8 (10%) ein pT2-, 58 (69%) ein pT3-
und 16 (19%) ein pT4-Karzinom auf. Eine Lymphknotenbeteiligung konnte in 50
(59%) der Tumoren nachgewiesen werden. Diese gliedern sich in 23 (27%) KK mit
metastatischem Befall von 1-3 Lymphknoten (pN1) und 27 (32%) Tumoren mit
Metastasen in mehr als 4 Lymphknoten (pN2). Kein Tumor zeigte einen hohen (G1),
32 (38%) einen mittleren (G2) und 50 (60%) einen niedrigen Differenzierungsgrad
(G3). In den verbleibenden 2 (2%) Fallen wurden undifferenzierte Karzinome (G4)

nachgewiesen. Eine Ubersicht gibt Tabelle 3.

pT n(%)  pN n (%) pM n (%) G n (%)

pT1 2(2) | pNO | 34(41) | pMO | 42(50) | G1 0 (0)

pT2 | 8(10) | pN1 | 23(27) | pM1 | 42(50) | G2 | 32(38)

pT3 | 58(69) | pN2 | 27 (32) G3 | 50 (60)

pT4 | 16 (19) G4 2 (2)

Tabelle 3: Ubersichtstabelle des Patientinnenkollektivs

Gemal unserer Definition befanden sich alle KK im rechten Kolon und
zeigten dort folgende Lokalisationen: 22 (26%) KK befanden sich im Zokum,
wahrend im Kolon ascendenz 43 (51%), in der rechten Flexur 3 (4%) und im Kolon

transversum sich 16 (19%) KK aufzufinden waren. Ein Uberblick gibt Abbildung 3.
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m Zokum = Kolon ascendenz =rechte Flexur = Kolon transversum

Abbildung 3: Tumorlokalisation

3.2 Ergebnisse der LIN28A-Auswertung

Eine LIN28A-Expression wurde in allen der 84 Tumoren gefunden. In 20 (24%)
Fallen zeigte sich eine LIN28A-Expression von unter 30% der Tumorzellen. Eine
Immunpositivitat von 31 — 60% zeigte sich in 15 (18%) Fallen, eine Positivitat von
61 —90% in 27 (32%) und eine LIN28A-Expression von Uber 90% zeigte sich in 22
(26%) Fallen. Der H-Score zeige einen Median von 200. Daraus ergab sich in 39
(46%) Fallen der Score 0 (Low) und in 45 (54%) Fallen der Score 1 (High).
Abbildung 4 veranschaulicht die Ergebnisse. Bei den Patientinnen ohne
Metastasierung (n=42) zeigte sich in 17 (40%) Fallen der Score 0 und in 25 (60%)
Fallen der Score 1. Die Patientinnen mit Metastasen (n=42) zeigten in 22 (52%)
Fallen den Score 0 und in 20 (48%) der Falle den Score 1. Abbildung 5 zeigt
Beispiele fur keine, schwache, moderate und starke LIN28A-Expression.
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Abbildung 4: Ubersicht der positiven LIN28A-Expression
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Abbildung 5: Immunhistochemische Fé&rbung von LIN28A und LIN28B im
rechtsseitigen Kolonkarzinom bei 100facher Vergré3erung. Kolonkarzinome ohne
LIN28A oder LIN28B-Expression (-) bzw. mit schwacher (+), moderater (++) und
starker (+++) cytoplasmatischer Féarbung fiir LIN28A und LIN28B.
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3.3 Ergebnisse der LIN28B-Auswertung

Eine LIN28B-Expression wurde in 83 der 84 Tumoren gefunden. In 32 (38%)
Fallen zeigte sich eine LIN28B-Expression von unter 30% der Tumorzellen. Eine
Immunpositivitat von 31 — 60% zeigte sich in 17 (20%) Fallen, eine Positivitat von
61 —90% in 30 (36%) und eine LIN28B-Expression von Uber 90% zeigte sich in 5
(6%) Fallen. Der H-Score wies einen Median von 160 auf. Daraus ergab sich in 41
(49%) Fallen der Score 0 (Low) und in 43 (51%) Fallen der Score 1 (High).
Abbildung 6 veranschaulicht die Ergebnisse. Bei den Patientinnen ohne
Metastasierung (n=42) zeigte sich in 20 (48%) der Falle der Score 0 und in 22 (52%)
der Falle der Score 1. Die Patientinnen mit Metastasen (n=42) zeigten in 21 (50%)
Fallen den Score 0 und in 21 (50%) der Falle den Score 1. Abbildung 5 zeigt

Beispiele fur keine, schwache, moderate und starke LIN28B-Expression.

LIN28B-Expression
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Abbildung 6: Ubersicht der positiven LIN28B-Expression
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3.4 Korrelation der LIN28A- und LIN28B-Expression mit der

synchronen Lebermetastasierung

Wir fuhrten eine Korrelationsanalyse der Ergebnisse der LIN28A- und
LIN28B-Expression mit dem Metastasierungsstatus durch. Hierbei zeigte sich kein
signifikantes Ergebnis. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der LIN28A- bzw.
LIN28B-Expression und der Metastasierung in unserer Kohorte von 84 Individuen
detektiert werden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 4.

Eine LIN28A-Expression konnte in 54% der Falle beobachtet werden. Es
konnte jedoch keine signifikante Korrelation zwischen der positiven LIN28A-
Expression und der Anwesenheit (M1, 44,4% bei positiver LIN28A-Expression vs.
56,4% bei negativer LIN28A-Expression) bzw Abwesenheit (M0, 55,6% bei positiver
LIN28A-Expression vs. 43,6% bei negativer LIN28A-Expression) von
Lebermetastasen ermittelt werden (p= 0,27). Ebenso zeigte sich in 51% der Falle
eine LIN28B-Expression in unserer Kohorte. Eine signifikante Korrelation mit
positiver LIN28B-Expression sowie dem M1-Status (M1, 48,8% bei positiver
LIN28B-Expression vs. 51,2% bei negativer LIN28B-Expression) oder MO-Status
(MO, 51,2% bei positiver LIN28B-Expression vs. 48,7% bei negativer LIN28B-

Expression) konnte nicht detektiert werden (p= 0,83).

LIN28A-Expression

M-Kategorie Score 0 (Low) Score 1 (High) p-Wert
MO 17 (40%) 25 (60%)

0,27
M1 22 (52%) 20 (48%)

LIN28B-Expression

MO 20 (48%) 22 (52%)
0,83

M1 21 (50%) 21 (50%)

Tabelle 4: Korrelation zwischen LIN28A- und LIN28B-Expression mit der M-

Kategorie
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3.5 Korrelation der LIN28A- und LIN28B-Expression mit histo-

und molekularpathologischen Parametern

Die Ergebnisse der LIN28A- und LIN28B-Immunhistochemie wurden zudem
mit histo- und molekularpathologischen Parametern, wie Tumordifferenzierung, T-
Kategorie, N-Kategorie, Angioinvasion, Alter, Geschlecht, CD133, hMLH1, MSI-
Analyse, B-Catenin, SOX2 und BRAF korreliert. Einen Uberblick tiber die relevanten
Ergebnisse der Assoziation der LIN28A- und LIN28B Expression mit
histopathologischen Parametern geben Tabelle 5 und 6. Es zeigte sich eine
signifikante Korrelation (p=0,04) zwischen der hochgradigen LIN28A-Expression
und der Mirkosatellitenstabilitdit. Des Weiteren konnte ein signifikanter
Zusammenhang (p=0,02) zwischen der hochgradigen LIN28A-Expression mit der
SOX2 Expression festgestellt werden, wahrend bei den anderen
histopathologischen Parameter wie T- oder N-Status, Alter, Geschlecht,
Tumordifferenzierung, Lymph- oder Blutgefallinvasion keine signifikante
Wechselverbindung detektiert wurde.

Gegenuber der LIN28A-Expression zeigte sich bei der hochgradigen
LIN28B-Expression lediglich eine signifikante Korrelation (p=0,04) mit der SOX2
Expression. Dieser Zusammenhang mit SOX2 zeigte sich ebenso mit dem
kombinierten Score der LIN28A und B-Expression.

Bei der Analyse der Lymphgefa3invasion, der Blutgefallinvasion und
Mikrosatelliten-Analyse fehlten jeweils die entsprechenden Daten zu einem Fall,

weshalb dieser ausgeschlossen wurde (n=83).

LIN28A-Expression

N Score 0 Score 1 p-Wert
(Low) (High)
Alter <65 44 18 (21%) 26 (31%)
0,29
> 66 40 21 (25%) 19 (23%)
Geschlecht Mannlich 42 19 (23%) 23 (27%) 0,83
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Weiblich 42 20 (24%) 22 (26%)
T-Kategorie T 2 0 (0%) 2 (2%)
T2 8 4 (5%) 4 (5%)
0,60
T3 58 27 (32%) 31 (37%)
T4 16 8 (10%) 8 (10%)
N-Kategorie NO 34 14 (17%) 20 (24%)
N1 23 12 (14%) 11 (13%)
0,71
N2 21 11 (13%) 10 (12%)
N3 6 2 (2%) 4 (5%)
Tumordifferenzierung G1 0 0 (0%) 0 (0%)
G2 32 13 (15%) 19 (23%)
0,71
G3 50 25 (30%) 25 (30%)
G4 2 1 (1%) 1 (1%)
LymphgefaBinvasion Negativ 43 19 (23%) 24 (29%)
0,60
Positiv 40 20 (24%) 20 (24%)
BlutgefaBinvasion Negativ 76 34 (41%) 42 (51%)
0,18
Positiv 7 5 (6%) 2 (2%)
Mikrosatelliten - MSI 14 10 (12%) 4 (5%)
0,04
Analyse MSS 69 28 (34%) 41 (49%)
SOX2 Negativ 69 28 (33%) 41 (49%)
0,02
Positiv 15 11 (13%) 4 (5%)
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CD133

Niedriggradig

Hochgradig

61

20

29 (36%)

9 (11%)

32 (40%)

11 (13%)

0,84

Tabelle 5: LIN28A-Expression in Korrelation mit anderen histopathologischen

Parametern.
LIN28B-Expression
N Score 0 Score 1 p-Wert
(Low) (High)
Alter <65 44 | 22 (26%) | 22 (26%)
0,82
> 66 40 | 19(23%) | 21 (25%)
Geschlecht Mannlich 42 | 23 (27%) | 19 (23%)
0,28
Weiblich 42 | 18 (21%) | 24 (29%)
T-Kategorie T 2 0 (0%) 2 (2%)
T2 8 4 (5%) 4 (5%)
0,19
T3 58 | 26 (31%) | 32 (38%)
T4 16 | 11 (13%) 5 (6%)
N-Kategorie NO 34 | 18(21%) | 16 (19%)
N1 23 | 13(16%) | 10 (12%)
0,31
N2 21 9 (11%) 12 (14%)
N3 6 1 (1%) 5 (6%)
Tumordifferenzierung G1 0 0 (0%) 0 (0%)
0,32
G2 32 | 16 (19%) | 16 (19%)
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G3 50 | 23 (27%) | 27 (33%)
G4 2 2 (2%) 0 (0%)
LymphgefaBlinvasion Negativ 43 | 20 (24%) | 23 (28%)
0,59
Positiv 40 | 21 (25%) | 19 (23%)
BlutgefaBinvasion Negativ 76 | 36 (44%) | 40 (48%)
0,22
Positiv 7 5 (6%) 2 (2%)
Mikrosatelliten - MSI 14 6 (7%) 8 (10%)
0,66
Analyse MSS 69 | 34 (41%) | 35 (42%)
SOX2 Negativ 69 | 30(35%) | 39 (47%)
0,04
Positiv 15 | 11 (13%) 4 (5%)
CD133 niedriggradig | 61 31 (38%) | 30 (38%)
0,95
hochgradig 20 | 10 (12%) | 10 (12%)

Tabelle 6: LIN28B-Expression in Korrelation mit anderen histopathologischen

Parametern.
LIN28A und LIN28B-Expression
N Score 0 Score 1 p-

(Low) (High) Wert

Alter <65 44 | 13 (15%) | 31 (37%)
0,84

> 66 40 | 11 (13%) | 29 (35%)

Geschlecht Mannlich 42 | 13 (15%) | 29 (35%)
0,63

Weiblich 42 | 11 (13%) | 31 (37%)
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T-Kategorie T 2 0 (0%) 2 (2%)
T2 8 3 (4%) 5 (6%)
0,58
T3 58 | 15(18%) | 43 (51%)
T4 16 6 (7%) 10 (12%)
N-Kategorie NO 34 | 10 (12%) | 24 (29%)
N1 23 7 (8%) 16 (19%)
0,93
N2 21 6 (7%) 15 (18%)
N3 6 1 (1%) 5 (6%)
M-Kategorie MO 42 | 10 (12%) | 32 (38%)
0,33
M1 42 | 14 (17%) | 28 (33%)
Tumordifferenzierung G1 0 0 (0%) 0 (0%)
G2 32 8 (9%) 24 (29%)
0,71
G3 50 | 15(18%) | 35 (42%)
G4 2 1 (1%) 1(1%)
LymphgefaBinvasion Negativ 43 | 11 (13%) | 32 (39%)
0,49
Positiv 40 | 13 (15%) | 27 (33%)
BlutgefaBinvasion Negativ 76 | 20 (24%) | 56 (67%)
0,09
Positiv 7 4 (5%) 3 (4%)
Mikrosatelliten - MSI 14 6 (7%) 8 (10%)
0,17
Analyse MSS 69 | 17 (20%) | 52 (63%)
SOX2 Negativ 69 | 16 (19%) | 53 (63%) | 0,02
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Positiv 15 | 8(10%) | 7 (8%)

CD133 Niedriggradig | 61 | 19 (23%) | 42 (52%)

0,60
Hochgradig | 20 | 5(6%) | 15 (19%)

Tabelle 7: LIN28A- und B-Expression in Korrelation mit anderen
histopathologischen Parametern.
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4. Diskussion

Heutzutage stellt die histopathologische Beurteilung mit Ermittlung des
Tumorstadiums und -types und der Vollstandigkeit einer operativen Resektion
sowie die Festlegung des Lymphknotenstatus eine wichtige Bewertungsgrundlage
dar, um prognostische Aussagen fur Patientinnen mit KRK zu treffen. Zusatzliche
Informationen Uber die Tumorausbreitung bzw Fernmetastasierung gibt ein
ausgedehntes Staging mittels Abdomen Sonographie, Thorax-Rontgen, gegeben
falls CT oder MRT. (55) Diese Untersuchungen und Klassifizierungen sind die Basis
fur alle weiteren Therapieentscheidungen, obwohl sich seit der Einflhrung des
TNM-Systems vor Uber 70 Jahren wenig verandert hat. Beim KRK wird das AJCC /
UICC-TNM-System als der starkste prognostische Parameter fur Patientinnen mit
frihen und fortgeschrittenen Krankheitsstadien angesehen, wahrend es im Stadium
I und Il weniger in der Lage ist, den Krankheitsverlauf zu prognostizieren. (20, 21,
56) Es wurde erkannt, dass sich Tumoren im gleichen Stadium im Hinblick auf
Tumoraggressivitat bzw. Tumorbiologie und Patientinnen-Uberleben oft sehr
unterschiedlich verhalten. Insbesondere Patientinnen mit Stadium-II-KRK kénnen
einen schlechteren Krankheitsverlauf aufweisen als Patientinnen mit Stadium-IlI-
KRK. Aufgrund des hohen Rezidivrisikos wird fur alle Patientinnen im Stadium llI
eine adjuvante Chemotherapie empfohlen, wahrend Patientinnen im Stadium Il nur
dann eine adjuvante Therapie erhalten, wenn sie ein hohes Risiko haben ein
Rezidiv zu erleiden. (9, 20) Es gilt demzufolge Patientinnen im Stadium Il mit hohem
Rezidiv-Risiko, welche von einer adjuvanten Therapie profitieren, und Patientinnen
im Stadium Ill, welche ein geringes Risiko fur einen Krankheitsprogress und an den
Nebenwirkungen der adjuvanten Therapie leiden, zu erkennen und zu
selektionieren. Dieser Umstand macht darauf aufmerksam, dass zuséatzliche
Prognosefaktoren unabhangig vom Tumorstadium bendtigt werden, um eine
genauere Prognoseabschatzung und Individualisierung von
Behandlungskonzepten zu erreichen.

Die Assoziation mit unterschiedlichen Tumorbiomarkern und dem Verhalten
von KK wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv erforscht. In diesen Analysen
wurden eine Reihe von potenziell prognostisch bedeutsamen Parametern, darunter
Proteine verantwortlich fur Tumorentstehung und Tumorprogression, Zelltod,

Tumorinvasion und Metastasierung miteinbezogen.
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Gegenstand unserer Untersuchung war das RNA- bindende Protein LIN28
mit den Isoformen LIN28A und Lin28B. In unserer Studie konnte kein signifikanter
Zusammenhang mit der synchronen Lebermetastasierung sowohl bei der LIN28A-
Expression als auch bei LIN28B-Expression nachgewiesen werden. Des Weiteren
zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Lymphknotenmetastasierung sowie
Lymphgefalinvasion. In der Literatur finden sich in Bezug auf das KK zum Teil
widerspruchliche Ergebnisse. Die Studie von Wang et al. untersuchte das Verhalten
und die Funktion von LIN28A und LIN28B im KK. (57) Dort konnte gezeigt werden,
dass die LIN28B-Protein-Level bei Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen
signifikant erhéht waren. Diese Korrelation konnte jedoch nicht bei LIN28A-Protein-
Leveln und dem N-Status festgestellt werden. Dem gegeniber konnte gezeigt
werden, dass die LIN28A-mRNA-Level einen signifikanten Zusammenhang in
Bezug auf die Lymphknotenmetastasierung hatten, jedoch nicht die LIN28B-mRNA-
Level. Des Weiteren waren die LIN28A-mRNA Expression bei Patientinnen mit
Organmetastasen signifikant erhoht. Eine signifikante Korrelation zwischen der
Prognose oder dem Uberleben mit der LIN28A oder LIN28B Expression konnte
nicht festgestellt werden. (57) Diese Ergebnisse deuten das heterogene Verhalten
der LIN28 Homologe an und es wird vermutet, dass sie in unterschiedlicher Manier
im Prozess der Metastasierung involviert sind. Ein Vergleich von
histopathologischen Parameter mit dem immunhistochemischen Farbeverhalten
wurde in der Studie von Wang et al. nicht vorgenommen. Jedoch wurde die
Expressions-Frequenz des LIN28A und LIN28B Proteins der
immunhistochemischen Farbung bestimmt. Dort zeigte sich eine hohe Expression
von 100% bei LIN28B und von 88% bei LIN28A in KK. In unserer Studie zeigte sich
ebenfalls eine hohe LIN28A-Expression von 100% und 99% bei LIN28B.

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zur Bestimmung der LIN28-
Expression variieren in der Definition positiver Testergebnisse. Wang et al.
beispielsweise unterschied bei der immunhistologischen Beurteilung zwischen
negativer, niedriger, moderater und hoher Expression. Als Cut-off Werte wurde flr
die negative Expression 0%, flr niedrige <25%, fur moderate 25-50%, fur starke
>50% der Tumorzellenverfarbung angenommen. Als ,positiv“ wurde jedoch jegliche
LIN28-Expression gewertet. (57) Hamano et al. dem hingegen definierte die LIN28
Expression als hoch, wenn mehr als 50% der Tumorzellen gefarbt waren. Eine
niedrige Expression lag vor, wenn 50% oder weniger der Karzinomzellen eine
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Farbung aufzeigten. (68) Cao et al. definierte die LIN28-Expression ebenso wie wir,
namlich wie folgt: Die Farbeintensitat wurde in die Kategorie 0: keine Reaktivitat,
1+: schwach gefarbte Tumorzellen (£30%), 2+: moderat gefarbte Tumorzellen (31-
60%), 3+: stark gefarbte Tumorzellen (61-90%) und 4+ sehr stark gefarbte
Tumorzellen (>90%) eingeteilt. (59) Des Weiteren entschieden sich verschiedene
Forschungsgruppen fir verschiedene Methoden der LIN28 Detektion. Als Verfahren
kamen zum Beispiel die Immunhistochemie, Western blot, PCR oder Microarray
Analysen zum Einsatz. Innerhalb der Immunhistochemie wurden zusatzlich
verschiedene Antikorper verwendet. Diese methodischen Unterschiede machen
eine vergleichende Interpretation der Ergebnisse schwierig. Daher ist es
unumganglich ein evidenzbasiertes Beurteilungssystem in der LIN28-Expression zu
etablieren, um reproduzierbare und somit vergleichbare Ergebnisse bei der
Erforschung von LIN28 zu erzielen.

Im Jahr 2011 postulierte King et al. die Theorie, dass eine Uberexpression
von LIN28B beim KK mit Tumorprogression und ungunstiger Prognose korreliert.
(1) AuBRerdem zeigte King et al. im selben Jahr, dass LIN28B die Transformation
von epithelialen Zellen des Dickdarms begunstigt und somit die Fahigkeit der
Metastasenbildung durch den let-7-Pathway im KK bewirkt. (2) Sukzessiv zeigten
mehrere Studien die Beteiligung von LIN28B bei der Tumorentstehung und
Progression beim KK. (60, 61) Im Jahr 2015 analysierte Tu et al. die bis dato groite
Kohorte (n=595) von Patientinnen mit KRK und stellten anhand von
immunhistochemischen Farbungen eine Korrelation zwischen der LIN28A und
LIN28B Expression mit sowohl invasiver Tumorpathologie als auch ungunstiger
Prognose fest. (40) Aullerdem wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der LIN28A-Expression mit ungunstiger Prognose bei Patientinnen mit KRK im
UICC Stadium | —Ill, jedoch nicht im Stadium IV festgestellt. Fir die LIN28B-
Expression konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden. (40) In unserer
Studie befanden sich aufgrund des Studiendesigns, einer zweiarmigen Fall-
Kontroll-Studie, 50% der Patientinnen mit synchroner Lebermetastasierung im
Stadium IV. Auch wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
LIN28A- und/oder LIN28B-Expression mit der Fernmetastasierung und der damit
einhergehenden unglnstigen Prognose feststellen.

Die Forschergruppe von Tu et al., welche neben der grof3ten Kohorte von
Patientinnen mit KRK und zusatzlich in vivo das Verhalten der LIN28-Expression im
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Mausmodell untersuchte, zeigte, dass beide LIN28 Isoforme die intestinale und
kolorektale Tumorgenese, Wachstum wund Invasivitdt férdern. AuRerdem
demonstrierten sie, dass die Aktivierung von LIN28 in Mausen vom Apc™* Stamm
eine wesentlich schnellere Tumorformation sowie invasiviere Histologie bewirkte.
Dem gegenuber konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung der
transgenetischen LIN28-Expression eine deutliche Tumordifferenzierung, geringere
Invasivitat und Tumorlast erzielte. Dies lasst vermuten, dass die Aktivierung von
LIN28 die Tumorprogression und Invasivitat vorantreibt. (40) Als zugrunde liegender
Mechanismus wird hierfir die LIN28/Let-7 Achse diskutiert. In mehreren Studien
konnte in vivo gezeigt werden, dass beim KK die LIN28 Expression hochgeregelt,
wahrend die Biogenese von Let-7 niedrige Level aufzeigten. (2, 60, 62) Madison et
al. konnte im Mausmodell demonstrieren, dass LIN28B ein klares onkogenetisches
Potenzial innehat und eine wichtige Rolle in der Regulation der Let-7 miRNAs und
dessen Kontrolle Uber das Wachstum von intestinalem Gewebe sowie Paneth Zell
Differenzierung hat. Die individuelle Beteiligung der verschiedenen Let-7 miRNA
sowie der Let-7 Gene konnte weniger genau dargelegt werden. (60) Die
Forschergruppe um Zhang konnte in Zellkulturen von KRK zeigen, dass die
erzwungene Expression von Let-7c¢ die Apoptose induzierte und die Unterdrickung
von LIN28 diese ebenso forderte. (62) Da das normale erwachsene intestinale
Epithelium weder LIN28A noch LIN28B ausbildet ist die LIN28/Let-7 Achse ein
gutes therapeutisches Ziel in der Behandlung des KRK, da nur minimale Effekte auf
die intestinale Homdostase zu erwarten sind. Auf3erdem wiirde die Antagonisierung
von LIN28 die Tumorzelldifferenzierung induzieren und konnte dadurch einen
gunstigen Effekt in Kombination mit der Chemotherapie aufweisen.

Die Ergebnisse der Mausmodelle sind jedoch nicht eins zu eins auf den
Menschen Ubertragbar. Die aktuellen Mausmodelle fir die Erforschung des KRK,
inklusive des APCMin* Modells, verfehlen die Manifestation eines invasiven
Karzinoms und somit auch die Wiederspiegelung der Tumorpathologie eines KRKs
im Spatstadium. Aul3erdem manifestieren sich die Tumoren meistim Dlinndarm und
nicht, wie beim Menschen, im Dickdarm. Es wird vermutet, dass die Inzidenz der
Tumorformation mit der Anzahl von Stammzellen korreliert, welche sich bei der
Maus vermehrt im Dunndarm befinden. (40) Daraus ist zu schliel3en, dass vor allem
im Blick auf KK im Spatstadium keine ausreichenden Ergebnisse der LIN28-
Expression und dessen Auswirkungen auf die Tumorpathologie vorliegen. Es gibt
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lediglich Hinweise, dass vor allem LIN28B im Mausmodell sowohl die
Tumorentstehung als auch die Tumorprogression beeinflussen. (1, 2, 40, 60)
Takahashi und Parks haben einige Gene identifiziert, welche normalerweise
in menschlichen embryonalen Stammzellen exprimiert und nun dazu benutzt
werden kinstlich Stammzellen zu erschaffen. Diese werden als sogenannte
,induzierte pluripotente Stammzellen’ (iPS) bezeichnet. (63-65) iPS entstehen durch
die Einschleppung spezifischer Gene, die durch Induktion zur Aufrechterhaltung
eines undifferenzierten Zustandes beitragen. Das Vorhandensein von Alterationen
oder Deletionen von iPS-verwandten Genen in humanen Tumorgewebe kdnnte
madglicherweise dazu fuhren, dass sich Stammzellen differenzieren und vermehren.
Eine solche Stérung der Stammzellenfunktion konnte dadurch zur Karzinogenese
und / oder Tumorprogression beitragen. (63-66) LIN28, SOX2, c-MYC, OCT3/4,
KLF4 und NANOG wurden als iPS-verwandte Gene identifiziert. (66, 67) In der
Studie von Saiki et al. wurde mit Hilfe von Laser-Mikrodissektion und Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) die genetischen Effekte der
iPS-Gene auf klinisch-pathologische Faktoren in 79 Fallen von KRK untersucht. (66)
Die Daten der Studie legen nahe, dass die LIN28-Expression stark mit dem Grad
der Lymphknotenmetastasierung bei Patientinnen mit KRK korreliert. Die LIN28
Expression war in Dukes Stadium C / UICC-Stadium Ill signifikant hoher als in
jeglichen anderen Stadien. Des Weiteren korrelierten erhdohte SOX2-
Expressionsniveaus mit zunehmenden Graden an Lymphknotenmetastasen. (66)
Zusatzlich wurde festgestellt, dass SOX2 in Fallen mit Fernmetastasierung (Dukes
D bzw. UICC-Stadium 1V) in signifikant hdheren Konzentrationen als in nicht-
metastasierten Fallen von KRK exprimiert wurde. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass eine erhdhte SOX2-Expression eng mit einer hamatogenen und/oder
lymphogenen Metastasierung im KRK verbunden ist. (66) Die Studie von Neumann
et al., welche an demselben Kollektiv von Patientinnen mit KK durchgefihrt wurde,
konnte ebenso zeigen, dass die SOX2 Expression signifikant mit der lymphogenen
als auch hamatogenen Metastasierung korrelierte. (3) Lymphknoten- und
Fernmetastasen sind beide unabhangige Prognosefaktoren, die mit einem
schlechten Uberleben bei KK korrelieren. (3) So steht dies im Einklang mit der
Literatur, welche die SOX2-Expression in Zusammenhang mit einer schlechteren
Prognose und einem verringerten Gesamtuberleben bei Dickdarmkarzinomen
stellen. (68, 69) Auch in unserer Studie zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
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der LIN28-Expression und der SOX2-Expression, jedoch kein Zusammenhang in
Bezug auf Lymphknoten- oder Lebermetastasierung (siehe Tabelle 5-7). Es ist
anzumerken, dass die LIN28A und/oder LIN28B-Expression mit der SOX2-
Expression und die SOX2-Expression mit der Fernmetastasierung korreliert, jedoch
die LIN28A/B-Expression in derselben Kohorte nicht mit der Fernmetastasierung in
einem signifikanten Zusammenhang steht. Um dieses Problem weiter zu
untersuchen, korrelierten wir die SOX2-Expression mit zuvor veroffentlichten Daten
zu CD133, einem etablierten Marker fur Tumorstammzellen, der eine schlechte
Prognose und Fernausbreitung bei KK vorhersagt. (3, 70-72) Unerwarteterweise
konnte in unserer Kohorte von KK-Patientinnen keine signifikante Korrelation
zwischen der SOX2- und CD133-Expression und der LIN28A/B und CD133-
Expression nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5-7). (3) Neben der gemeinsamen
Eigenschaft von LIN28 und SOX2 somatische Zellen zu reprogrammieren und
Pluripotenz zu induzieren weisen beide Proteine auch einen Einfluss auf den WNT-
Signalweg auf. (3, 44) SOX2 unterdrickt die Aktivitaten von B-catenin, weshalb es
zu einer Storung des WNT/B-catenin Signalweges kommt. Die genauen
Auswirkungen dieser Fehlregulation sind derzeit nicht bekannt. Eine erhdhte B-
catenin Expression ist ebenfalls mit Tumorprogression und einer ungunstigen
Prognose assoziiert. (3) Die Studie von Tu et al. konnte zeigen, dass im Mausmodell
die Uberexpression von LIN28A oder LIN28B ebenfalls mit dem WNT Signalweg
zusammenwirkt und dadurch die Invasivitat des intestinalen Adenokarzinoms
gefordert wird. (40) In unserer Studie konnte dieser Zusammenhang nicht bestatigt
werden. Es ist daher zu vermuten, dass neben dem WNT-Signalweg noch andere
Mechanismen die Tumorentstehung und -progression beeinflussen, welche jedoch
nicht aus unseren Daten ablesbar sind. Hierflr werden weitere Studien bendtigt.
Beim KK ist der Nachweis eines Mismatchreparaturdefekt (MMRD) bzw.
einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) neben dem Tumorstadium der wichtigste
unabhangige prognostische Marker. Dickdarmkarzinome mit MMRD bzw. MSI im
UICC-Stadium Il und Ill weisen signifikant besseres Uberleben auf. (73-75) Dabei
zeigen Dickdarmkarzinome mit MSI weniger lymphogene oder hamatogene
Metastasierung und somit niedrigere Tumorstadien als Mikrosatellitenstabile - KK.
Insbesondere die Fernmetastasierungsrate betragt bei MSS-KRK 27% im Vergleich
zu nur 7,9% bei KRK mit MSI. In der Folge findet man MSI auch nur in maximal
2,7% der Lebermetastasen von KRK. (74, 76) In unserer Studie spiegelt sich diese
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Raten wider. So liegt bei 83% der KK Patientinnen eine MSS vor, wahrend,
studienbedingt, bei 50% der Patientinnen eine hamatogene Fernmetastasierung
vorliegt. Nur bei einer von vierzehn Patientlnnen zeigte sich eine MSI bei
gleichzeitiger synchroner Lebermetastasierung, dies entspricht einer Rate von
7,1%. In unserer Kohorte zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
LIN28A-Expression und der MSS. Es wird vermutet, dass der ungunstige
Krankheitsverlauf bei MSS-KK mit einer zunehmenden Fehlregulation des WNT-
Signalwegs korreliert. (36) Dieser zugrunde liegende Mechanismus wird auch von
LIN28 beeinflusst. Bisher finden sich in der Literatur nach besten Gewissen keine
Studien, die den Zusammenhang zwischen LIN28 und der MSI bzw. MSS
untersucht haben. Um die Frage der Tumorprogression beim Menschen im
Zusammenhang der LIN28 Expression zu klaren, sind weitere Studien, die neue
Einblicke in die molekularen Veranderungen von KK ermdglichen, notig.

Viele Studien legten nahe, dass LIN28A und LIN28B hohe Expression bei
Malignomen zeigt und, indem sie die Transformation und das Fortschreiten des
Tumors fordern, als Onkogene fungieren. (1, 37, 40, 49, 57, 77) Ebenso konnten in
unserer Studie die Ergebnisse einer hohen LIN28A und LIN28B Expression im KK
klar bestatigt werden. Hieraus koénnten sich neue Therapieziele flr die
individualisierte, zielgerichtete Krebstherapie mit einer Verringerung der

Nebenwirkungen ergeben.
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