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1. Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom

1.1.1 Allgemeines und Grundlagen

In Anlehnung an die von der World Health Organisation veroffentlichten Zahlen wurde
Krebs mit erwarteten 9,6 Millionen Todesféllen fur das Jahr 2018 als eine der fiihren-
den Todesursachen weltweit eingeordnet. Kolorektale Karzinome (CRC) stellen dabei
mit voraussichtlich 1,8 Millionen Erkrankungsfallen und geschatzten 860.000 Todes-
fallen die dritthaufigste Krebsart und die zweithaufigste Todesursache bei Krebser-
krankungen dar (Demeyer et al., 2007; Jemal et al., 2009; Torre et al., 2015; World
Health Organisation, 2020). 70 Prozent aller Krebstodesféalle kommen in Landern mit
geringem oder mittlerem Einkommen vor. Als Hauptgrund werden haufig die mangeln-
den Diagnose- und Therapiemdglichkeiten in diesen Landern genannt. Im Gegensatz
zu einer Rate von 90 Prozent in Landern mit hohem Einkommen, werden in weniger
als 30 Prozent der Lander mit geringem Einkommen Behandlungsdienstleistungen als
grundsatzlich verfligbar beschrieben (World Health Organisation, 2020).

Patienten mit kolorektalem Karzinom zeigen neben den allgemeinen Befunden der B-
Symptomatik, haufig auch gastrointestinale Auffalligkeiten. Die Patienten stellen sich
unter anderem mit Blut im Stuhl (sichtbar oder okkult), Anderungen der Stuhlgewohn-
heiten, Obstipationen, Andmien oder auch Diarrhden klinisch vor. Besonders bei élte-
ren Menschen sollten Anderungen der Stuhlgewohnheit tiber einen Zeitraum von tber
drei Wochen und peranale Blutungen stets als karzinomverdachtig eingeordnet wer-
den (Strul und Arber, 2002; Berry et al., 2019). Die auftretende Symptomatik beim CRC
hangt dabei besonders von der Lokalisation des Tumors ab. In Abbildung 1 wird die
Haufigkeitsverteilung des CRCs schematisch dargestellt (Kasper et al., 2005). Im All-
gemeinen kann eine Unterteilung der Symptomatik in einen rechts- und linksseitigen
Hemikolonbefall vorgenommen werden. Bei einem rechtsseitigen Befall werden haufig
okkultes Blut, Teerstiuhle, eine mikrozytare Anamie und ein Leistungsknick beobachtet.
Ein linksseitiger Befall aul3ert sich dagegen durch Blutauflagerungen im Stuhl, Stuhlun-
regelmanigkeiten, paradoxe Diarrh6en und Obstipationen (Kasper et al., 2005).


http://www.who.int/cancer/en/)

Abbildung 1: Ubersicht der Haufigkeitsverteilung kolorektaler Karzinome. Schematische Darstel-
lung der prozentualen Haufigkeitsverteilung kolorektaler Karzinome. Der hdchste Verteilungswert zeigt

sich hierbei im distalen Abschnitt des kolorektalen Bereichs. (Modifiziert nach Kasper et al., 2005)

Die Tumorausbreitung erfolgt priméar polypoid in Richtung des Darmlumens, wobei
auch eine infiltrative Beteiligung Giber die Muscularis propria hinaus in die Serosa mog-
lich ist. Zudem kann beim CRC eine lymphogene und eine hamatogene Ausbreitung
verzeichnet werden (Kasper et al., 2005). Die lymphogene Ausbreitung wird aufgrund
des Tumorsitzes in drei Ebenen eingeteilt, die zwischen einer und drei sogenannten
MetastasestralR3en beinhalten. Als Referenzpunkt wird dabei der Abstand des Tumors
zur Anokutanlinie betrachtet. Sitzt der Tumor mehr als 8 cm oberhalb der Anokutanli-
nie, dann metastasiert das CRC in die paraaortalen Lymphknoten (1. Metastasierungs-
stralRe). Befindet sich der Tumor in der mittleren Etage, die 4 bis 8 cm proximal der
Anokutanlinie liegt, dann wird zusatzlich die Beckenwand infiltriert (2. Metastasie-
rungsstralRe). Tritt das CRC in tiefer Lage von 0 bis 4 cm oberhalb der Anokutanlinie
auf, kommen auferdem noch zusétzlich die inguinalen Lymphknoten als Metastasie-
rungsort dazu (3. Metastasierungsstral3e). Himatogen metastasiert das CRC generell
zunachst in die Leber und erst anschlief3end in die Lunge, Skelett und Hirn. Eine Aus-
nahme bilden dabei die tiefsitzenden Rektumkarzinome, die tber die V. cava auch
direkt in die Lunge metastasieren konnen (Kasper et al., 2005; Javarsiani et al., 2019).
Dickdarmkarzinome entstehen zu 95 Prozent auf der Basis von Adenomen (Ade-
nom/Dysplasie/Karzinom-Sequenz), weshalb Adenokarzinome den gré3ten histologi-
schen Subtyp darstellen. Weitere, jedoch deutlich seltenere Subtypen, sind das muzi-

nose Karzinom, das Siegelringkarzinom, das adenosquamdse, das medullére und das
2



undifferenzierte Karzinom. Circa 5 Prozent aller Kolonkarzinome werden in diesem
Zusammenhang auf genetische Faktoren zurtickgefiihrt (Corley et al., 2015; Ballester
et al., 2016; Kanth et al., 2017).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie von Dickdarmkrebs ist noch nicht vollkommen geklart, jedoch kann sicher
gesagt werden, dass neben genetischen Faktoren wie die Polyposis- und die Non-
Polyposis-Syndrome auch Umwelteinflussfaktoren fir die Tumorentstehung verant-
wortlich sind (Song et al., 2015; Kanth et al., 2017).

In diesem Zusammenhang mussen vor allem die Erndhrungsfaktoren genauer be-
trachtet werden. Als potenziell kanzerogen werden der Konsum von fettreicher Nah-
rung, rotem Fleisch und ballaststoffarmer Kost beschrieben. Dagegen wird faser- und
ballaststoffreicher Ernahrung ein mildernder Effekt auf das Karzinomrisiko zugespro-
chen (Giovannucci, 2002; Yang et al., 2016; Balhareth et al., 2019). Zudem mussen
der Konsum von Alkohol und Nikotin, sportliche Inaktivitat, Ubergewicht, die chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn und Colitis ulcerosa) und ein hohes
Alter als weitere Risikofaktoren flir das CRC aufgelistet werden (Kasper et al., 2005).
Wie bereits beschrieben entstehen 95 Prozent der CRCs auf dem Boden von Adeno-
men. Adenome sind neoplastische Kolonpolypen, die ein malignes Entartungsrisiko
mit sich tragen und so in ein Kolonkarzinom Ubergehen kénnen (Adenom-Karzinom-
Sequenz). Auf histologischer Ebene werden die Kolonpolypen in neoplastische (95
Prozent) und nicht-neoplastische Polypen (5 Prozent) unterschieden, wobei etwa 90
Prozent aller Kolonpolypen zur Gruppe der Adenome gehéren. Es kann davon ausge-
gangen werden, dass circa 5 Prozent aller Adenome entarten (Binefa et al., 2014; Cor-
ley et al., 2015). In Abbildung 2 werden die Entwicklungsschritte vom normalen Epithel
des Dickdarms, uber die Zwischenschritte des hyperproliferativen Epithels und des A-
denoms hin zum Karzinom schematisch dargestellt. Die Adenom-Karzinom-Sequenz

beschreibt, dass sich ein Adenom Uber Dysplasie zum Karzinom entwickelt.
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Abbildung 2: Stufenschema der Kolonkarzinogenese. Darstellung der einzelnen Progressionssta-
dien der Kolonkarzinogenese (Links) unter Beriicksichtigung der beteiligten Gene und mdglicher Pré-
ventionszeitpunkte (Mitte). Zudem Betrachtung der jeweiligen molekularen Mechanismen der einzelnen

Progressionsstadien (Rechts). Abbildung tibernommen von Hurrelmann et al., 2014.

Nach dem Stufenmodell von Vogelstein werden drei Schritte beschrieben. Im ersten
Schritt fuhrt eine Mutation im APC (adenomatous polyposis coli) Gen zur Bildung von
adenomattsen Polypen. Daraufhin finden im zweiten Schritt nun onkogene K-RAS-
Mutationen statt, welche schlief3lich mit der p53-Genmutation und den Deletionen auf
dem Chromosom 18q im dritten Schritt zur malignen Entartung der Adenome fuhren
(Lech et al., 2016). Besonders die Mutationen im APC-Gen, aber auch im 3-Catenin-
Gen fuhren zu einer Aktivierung des WNT-Signalwegs, auf welchen im weiteren Ver-
lauf dieser Arbeit noch starker eingegangen wird.

Dickdarmkrebs entsteht durch mehrstufige Prozesse, die durch genetische und epige-
netische Verédnderungen bestimmt werden. Dabei spielen vor allem Genmutationen,
die zu einer Aktivierung von onkogenetischen Signalwegen und zu einer Inaktivierung

von Tumorsuppressorgenen fihren, eine wichtige Rolle (Fearon und Vogelstein,
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1990). Diese Mutationen fuhren dazu, dass normales Gewebe neue spezifische Ei-
genschaften erlangt, welche dazu fuihren, dass der Tumor unkontrolliert wachsen kann
(Hanahan und Weinberg, 2000 und 2011). Die neu gewonnenen Eigenschaften wer-
den als Hallmarks of Cancer bezeichnet. Einen Uberblick tiber die wichtigsten neu ge-

wonnenen, spezifischen Eigenschaften liefert Abbildung 3.

Erhalten von
proliferativen Signalen

Widerstand gegen Umgehen von
den Zelltod Wachstumssuppressoren
‘ Hél(marks of Cadc}er ‘
Induzieren von Aktivierung von
Angiogenese Invasion und Metastasierung

Befahigung zur
replikativen Unsterblichkeit

Abbildung 3: Darstellung der Hallmarks of Cancer. Schematische Ubersicht der wichtigsten neu
gewonnen, spezifischen Eigenschaften von Tumorgewebe. Geflhrt werden die neu gewonnen Eigen-
schaften unter dem Begriff Hallmarks of Cancer. Abbildung tibernommen von Hanahan und Weinberg,
2011.

Insgesamt werden unter den Hallmarks of Cancer bis zum heutigen Tag 10 Kennzei-
chen beschrieben. Dazu gehoren die ,Selbstgentigsamkeit bei Wachstumssignalen®,
die ,Unempfindlichkeit gegenuber Anti-Wachstums-Signalen®, die ,Gewebsinvasion
und Metastasierung“, das ,unbegrenzte Potential fur die Zellteilung®, die ,nachhaltige
Bildung neuer Blutgefalke®, das ,Umgehen des Apoptose-Zelltods®, der ,deregulierte
Metabolismus®, die ,genomische Instabilitat®, die ,durch den Tumor ausgeldsten ent-
zundlichen Prozesse® und das ,Vermeiden von Zerstorung durch das Immunsystem®
(Hanahan und Weinberg, 2011; Gerdes et al., 2014). Jedoch werden nicht immer alle

Eigenschaften zugleich vom selben Tumor ausgebildet, sondern die Anzahl der erwor-



benen Fahigkeiten variiert von Individuum zu Individuum und zeigt auch grof3e Unter-
schiede in Bezug auf das jeweilige Organsystem und das Tumorstadium (Gerdes et
al., 2014).

1.1.3 Screening, Diagnose und Klassifikation

Da die Prognose des CRCs sehr stark vom Fortschreiten der Tumorerkrankung ab-
héangig ist, ist es sinnvoll die Diagnose des CRCs in einem mdglichst frihen Stadium
der Erkrankung zu stellen (Hall et al., 2015). Hierbei soll ahnlich wie beim strukturierten
Mammographie-Friiherkennungsprogramm bei Brustkrebs ein organisiertes Darm-
krebs-Screeningprogramm unterstutzen. Der Gemeinsame Bundesausschuss stellte
bereits am 19. Juli 2018 die neuen Screeningrichtlinien fur Darmkrebs vor. Nach dem
Entschluss des Bewertungsausschusses tber die Hohe der Vergltung im einheitlichen
Bewertungsmalstab (EBM) kénnen die neuen Leistungen seit dem 19. April 2019 in
Anspruch genommen werden. Die neuen Richtlinien sehen neben einer regelmafigen
Einladung zur Darmkrebsvorsorge auch die Vermittlung von Informationen tber die
Krankheit, die Untersuchungen und die Datennutzung vor. Als basisdiagnostische
MalRnahmen werden weiterhin, wie bisher auch, die Kontrolle auf Blut im Stuhl Uber
einen immunologischen Test (iIFOBT) und die Koloskopie empfohlen. In diesem Zu-
sammenhang wird fur Frauen die Darmspiegelung ab dem 55. und fur M&nner, auf
Grund des hdheren Risikos, bereits ab dem 50. Lebensjahr angeboten, die bei unauf-
falligem Befund nach 10 Jahren einmalig wiederholt werden sollte. Mit Hilfe der ermit-
telten Daten soll das Programm stetig evaluiert und weiterentwickelt werden. Ziel des
Screeningprogramms ist es, die Erkrankung in einem mdglichst friihen Stadium zu er-
kennen und damit einen schwerwiegenderen Krankheitsverlauf zu vermeiden und eine
bessere Therapieprognose zu erwirken (Hall et al., 2015; Lung et al., 2015; Ma et al.,
2018).

Zu Beginn der Diagnoseerhebung wird zunachst eine sorgfaltige Anamnese durchge-
fuhrt. Dabei werden neben den klinischen Symptomen von neu aufgetretenen Stuhlun-
regelmafigkeiten, Blut im Stuhl, Leibesschmerzen und Zeichen der B-Symptomatik,
auch ein besonderes Augenmerk auf die Risikofaktoren und die Familienanamnese

gelegt. Im Anschluss daran sollte eine strukturierte kdrperliche Untersuchung durch-



gefuhrt werden. Diese beinhaltet die Inspektion, die Perkussion und Palpation des Ab-
domens, erganzt durch die Inspektion der Analregion und eine digital-rektale Untersu-
chung (DRU), da in 20 bis 30 Prozent aller Darmkrebsfalle das Karzinom aufgrund
seiner Lage mit dem Finger tastbar ist (Sohal et al., 2002; Binefa et al., 2014). Als
sinnvolle Screeningmethode kann im Anschluss an die korperliche Untersuchung der
immunologische Stuhltest (iIFOBT) zum Nachweis von Blut im Stuhl angewendet wer-
den. Bei weiterfihrendem Verdacht wird eine komplette Koloskopie mit Biopsie als
diagnostische Standardmethode der Wahl hinzugezogen. Mit Hilfe der Biopsie kann
histologisch der Differenzierungs- bzw. Entartungsgrad des Gewebes bestimmt wer-
den (Grading). Zur Durchfihrung des Tumor-Stagings werden anschliel3end weitere
apparative Diagnostikmethoden wie der Einsatz des CTs, der Sonographie, des Ront-
gens und gegebenenfalls des MRTs zur Hilfe genommen. Da zum Zeitpunkt der Diag-
nosestellung bei circa 15 bis 20 Prozent der Patienten bereits Lebermetastasen vor-
handen sind, wird vor allem der Lebersonographie eine besondere Rolle zugespro-
chen. Bei Rektumkarzinomen gehort wegen der Moglichkeit der direkten Lungenme-
tastasierung das Rontgenthorax zu den Standardmethoden (Gandon, 2014; Javarsiani
et al., 2019; Mainenti et al., 2019). Die Tumormarker CEA und CA 19-9 spielen beim
CRC-Screening auf Grund mangelnder Spezifitat eine untergeordnete Rolle und wer-
den nicht fur diagnostische Zwecke eingesetzt, sondern lediglich zur postoperativen
Verlaufskontrolle verwendet (Primrose et al., 2014; Lalosevic et al., 2017; S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom, 2021).

Differenzialdiagnostisch missen unter anderem die Mdglichkeiten gutartiger Polypen,
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) und proktologischer Krankheitsbil-
der wie Hamorrhoiden, Analfissuren und Proktitis in Betracht gezogen werden. Einge-
teilt werden die CRCs Uber die TNM- und die UICC-Klassifikation. Die Einteilung erfolgt
hierbei jeweils nach Tumorinfiltration, Lymphknotenbefall und Metastasierungsaus-
mal3. Beide Systeme haben heute im klinischen Alltag Relevanz (S3-Leitlinie Kolorek-
tales Karzinom, 2021). In Abbildung 4 und 5 werden das TNM- und das UICC-Klassi-
fikationssystem dargestellt.



T Tumor = Priméartumor
TO Kein Anhalt fir einen Prim&rtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert die Submukosa
T2 Tumor infiltriert die Muskularis propria
T3 Tumor infiltriert die Subserosa bzw. das nicht-peritonealisierte
parakololische bzw. pararektale Gewebe
T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert direkt andere Organe

N Nodus =regionale Lymphknoten

NX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 parakolischen/pararektalen Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als 4 parakolischen/pararektalen Lymphknoten

M Metastasen
MO Keine Fernmetastasen nachweisbar
M1 Nachweis von Fernmetastasen an einem oder mehreren Orten

Abbildung 4: TNM-Klassifikation bei kolorektalen Karzinomen. Darstellung der einzelnen Katego-
rien der TNM-Klassifikation zur Einteilung maligner Tumore. Aufgeteilt in die Tumorausbreitung (T), den
Lymphknotenbefall (N) und die Ausbildung von Fernmetastasen (M). Abbildung ibernommen von De-
ckers, 1991.

Stadiumla  Beschrankung der Tumorinfiltration auf die Mukosa und Submukosa
Stadium Ib Beschrankung der Tumorinfiltration bis in die Muskularis propria
Stadium Il T3 und T4 ohne Lymphknotenmetastasierung

Stadium il Lymphknotenmetastasierung

Stadium IV Fernmetastasen

Abbildung 5: UICC-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms. Darstellung der Stadieneinteilung
der UICC-Klassifikation, welche die Grundlage fur die Entscheidung der weiteren Behandlung bei Tu-
morerkrankungen bildet. Abbildung bernommen von Deckers, 1991.



1.1.4 Therapie, Prognose und Nachsorge

Die Therapie des CRCs richtet sich neben der Gradeinteilung der TNM- bzw. der
UICC-Klassifikation auch nach dem Therapieziel. Zu unterscheiden ist hierbei, ob eine
kurative, adjuvante oder palliative Intention verfolgt wird (Li et al., 2015; S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom, 2021).

Bei der Therapie des CRCs werden neben chirurgischen auch strahlentherapeutische
und medikamentdse MalRnahmen angewendet. Dabei werden Chemotherapeutika,
wie die Kombination aus 5-Fluoruracil mit Folinsaure und Oxaliplatin eingesetzt (Schir-
ripa und Lenz, 2016; Skarkova et al., 2019; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2021).
Der Einsatz von monoklonalen Antikérper wie Cetuximab, Panitumumab und Bevaci-
zumab konnte dagegen keinen positiven Effekt im Rahmen der Therapie des CRCs
aufweisen und wird daher nicht in der adjuvanten Therapie des Kolonkarzinoms emp-
fohlen (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2021). Bei einem Kurativ resezierten Ko-
lonkarzinom im Stadium 2 kann eine adjuvante Chemotherapie bei vorhandenem Ri-
sikoprofil (T4, Tumorperforation- und einriss, Notfalloperation oder geringe Anzahl der
untersuchten Lymphknoten) durchgefiihrt werden. Liegt eine Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI-H) vor, ist eine adjuvante Chemotherapie nicht indiziert. Postoperativ wird ab
dem UICC-Stadium 3 die Anwendung von 5-Fluoruracil (5-FU) mit Folsdure und eine
Oxaliplatin-haltige Therapie Uber einen Zeitraum von 3 bis 6 Monaten je nach Risi-
koprofil angewendet, was nachweislich zu einer Reduktion der Rezidivrate und zu ei-
nem langeren Uberleben fiihrt (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2021). Beim Rek-
tumkarzinom wird im UICC-Stadium 1 eine praoperative Therapie nicht empfohlen. In
den fortgeschrittenen UICC-Stadien wird dagegen beim Rektumkarzinom des unteren
und mittleren Drittels préoperativ zusatzlich zum Einsatz von 5-Fluoruracil auch strah-
lentherapeutisch interveniert. In Ausnahmefallen kann eine primare Resektion erfol-
gen. Bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen des oberen Drittels ohne Risikoprofil soll
primar operativ und dazu analog zu den Kolonkarzinomen adjuvant behandelt werden.
Bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen des oberen Drittels mit Risikoprofil (ausge-
dehnter Lymphknotenbefall oder T4-Konstellation) kann eine praoperative Radio- oder
Radiochemotherapie erfolgen. Bei primérer RO-Resektion wird in den UICC-Stadien 2
und 3 eine adjuvante Radiochemotherapie oder eine adjuvante Chemotherapie fur
Rektumkarzinome empfohlen. Im UICC-Stadium 4 soll bei kolorektalen Karzinomen

eine zusatzliche molekularbiologische Diagnostik vor Therapiebeginn durchgefihrt
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werden. Vor Beginn einer Erstlinientherapie soll eine Bestimmung der (ALL) RAS- und
BRAF-Mutationen erfolgen. Neben der chirurgischen Therapie mit oder ohne Chemo-
therapieeinsatz wird bei primarer Irresektabilitdt zunéchst eine systemische Therapie
empfohlen. Besonders wichtig fiir die Therapieempfehlung sind hierbei vor allem die
Prognose und der Allgemeinzustand des Patienten (S3-Leitlinie Kolorektales Karzi-
nom, 2021).

Die Prognose kolorektaler Karzinome wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst.
Zu den Faktoren zahlen das Stadium der Erkrankung, der Differenzierungsgrad bzw.
der histologische Typ des Karzinoms und die Hohenlokalisation des Tumors beim Rek-
tumkarzinom. Bei radikaler RO-Resektion konnte in den letzten Jahren die 5-Jahres-
Uberlebensrate auf 70 Prozent gesteigert werden, wobei auf das T1-Stadium eine
Rate von 80 bis 98 Prozent, auf das T2-Stadium eine Rate von 60 bis 85 Prozent und
auf das T3-Stadium eine Rate von 40 bis 70 Prozent entfallen. Die grol3te Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit besteht innerhalb der ersten 18 Monate und wird hauptséchlich
durch Lebermetastasen gebildet. Bilden familidre Pradispositionen wie beispielsweise
das FAP-Syndrom die Grundlage der Tumorentstehung erhdht sich dementsprechend
auch das Rezidiv-Risiko (Lee et al., 2009; Binefa et al., 2014; Lung et al., 2015; S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2021).

CRCs verlangen trotz erfolgreicher Therapie eine regelmafiige Nachkontrolle. Obwohl
die aktuellen Richtlinien im UICC-Stadium 1 keine allgemeine Tumornachsorge vorse-
hen, sollte in jedem Stadium nach spatestens 3 Jahren zumindest eine koloskopische
Nachkontrolle erfolgen. Fur die fortgeschrittenen UICC-Stadien empfehlen die Leitli-
nien der Deutschen Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten dage-
gen eine feste regelmafiige Nachsorge. Die regelmaRige Nachsorge soll dabei unter
anderem Koloskopien, digital-rektale Untersuchungen, Abdomensonographien, Labor-
kontrollen (CEA-Wert alle 6 Monate fur mindestens 2 Jahre) und rontgenologische Un-
tersuchungen beinhalten, wodurch Lokalrezidive, Zweitkarzinome und Metastasen in
einem maglichst friihen Stadium erfasst werden sollen (Hall et al., 2015; Wolf et al.,
2018; Kaalby et al., 2019; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2021).
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1.2 Heterogenitat und Plastizitat von Tumorzellen

Seit vielen Jahren hat sich die wissenschaftliche Meinung etabliert, dass intratumorale
Heterogenitat einen grofRen Einfluss auf den Krankheitsverlauf, die therapeutische Ef-
fizienz und das Patiententberleben besitzt (Hanahan and Weinberg, 2011). Diese He-
terogenitat von Tumorzellen innerhalb des gleichen Tumors &uf3ert sich unter anderem
in dem Erlangen von unterschiedlichen Merkmalen in der Gro3e, der Morphologie und
der Antigenexpression, aber auch in Verhaltensanderungen, wie beispielsweise beim
Zell-Turnover, der Zell-Zell-Interaktion, der Invasions- und Metastasierungsfahigkeit
und der Sensitivitatsreaktion auf Medikamente (Michor und Polyak, 2010). Dabei wird
die Tumorzellheterogenitat fortlaufend durch extrazellulare Einflisse verandert und
kann dadurch die Tumorentwicklung und die Tumorprogression modulieren. Zu diesen
extrazellularen Einflussfaktoren werden hauptsachlich inflammatorische Reize, Sig-
nale aus der direkten Zellumgebung und Immunzellinteraktionen zusammengefasst
(Cabrera et al., 2015).

Verantwortlich fir die Heterogenitat werden genetische Diversitaten und epigenetische
Modifikationen gemacht (Kreso und Dick, 2014; Plaks et al., 2015). Um die Tumorpro-
gression und die Heterogenitéat der einzelnen Tumorzellen genauer zu verstehen, wur-
den zwei Modelle, ndmlich die klonale Evolutionstheorie (Stochastisches Modell) und
das Krebsstammzell-Modell (Hierarchisches Modell) verwendet (Plaks et al., 2015).
Die klonale Evolutionstheorie besagt, dass sich Krebs durch eine Art Selektionspro-
zess von genetischen Drifts in Anlehnung an die Darwin’sche Lehre entwickelt. Inner-
halb einzelner Zellen fuhrt die genetische Instabilitat zu einer Akkumulation von zu-
satzlichen Mutationen, welche zu genetisch unterschiedlichen Subpopulationen fuhrt.
Die klonale Subpopulation mit der gréf3ten Aggressivitat sorgt fir die Tumorprogres-
sion. Der Evolutionsprozess liefert durch den Einfluss von intrinsischen und extrinsi-
schen Faktoren unterschiedliche Arten von Zellen, von denen nur eine bestimmte Zel-
lart Tumorprogression initileren kann. Auf der anderen Seite besagt die Krebsstamm-
zell-Hypothese, dass nur eine einzelne Gruppe von Krebszellen, welche die sogenann-
ten Krebsstammzellen beinhaltet, an der ,klonalen Evolution® teilnimmt, wahrend die
anderen Zellen aussortiert werden und den Zelltod erleiden. Die entstehende hierar-
chische Organisation beinhaltet anschlieBend Stammzellen, intermediate Nachkom-
men und terminal differenzierte Nachkommen. Nur die Krebsstammzellen haben auf-
grund ihrer intrinsischen Eigenschaften die Moglichkeit Tumorwachstum zu initiieren
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und kdnnen von Tumorzellpopulationen, die nicht die Tumorprogression initiieren kon-
nen, unterschieden werden (Dick et al., 2009; Meacham und Morrison, 2013; Gerdes
et al., 2014). Abbildung 6 stellt die beiden Modelle der Tumorheterogenitat schema-
tisch dar.

Tumor cells are biologically equivalent Behavior cannot be predicted by intrinsic
but behave variably due to stochastic characteristics; therefore, tumor-initiating
influences (intrinsic and extrinsic) activity cannot be enriched

,
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Tumors are composed of biologically Tumor-initiating activity can Tumor-initiating
distinct cell classes with differing be enriched by sorting cells cells undergo
functional abilities and behavior based on intrinsic characteristics self-renewal
© = tumor-initiating cell Q0" cells without tumor-initiating activity

Abbildung 6: Modell der Tumorheterogenitat. Schematische Gegenuberstellung des stochastischen
und hierarchischen Modells zum besseren Verstandnis der Tumorheterogenitéat. Das stochastische Mo-
dell zeigt, dass durch den Einfluss von intrinsischen und extrinsischen Faktoren genetisch unterschied-
liche Subpopulationen gebildet werden, von denen nur eine bestimmte Zelllinie Tumorprogression initi-
iert. Das hierarchische Modell besagt, dass nur eine einzelne Art von Krebszellen, sogenannte Krebs-
stammzellen, an der ,klonalen Evolution® teilnehmen, wéhrend alle anderen Zellarten aussortiert werden
und den Zelltod erleiden. Wichtig fur das Tumorwachstum sind dabei die intrinsischen Eigenschaften.
Abbildung Glbernommen von Dick, 2008.
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In den letzten Jahren wurde aufgrund weiterer wissenschaftlicher Erkenntnisse ein
neues Modell, das Elemente der Evolutions- und Stammzelltheorie verbindet, entwi-
ckelt. Es wird unter der Bezeichnung Plastizitatsmodell gefuihrt und beinhaltet zusatz-
lich die Hypothese der bidirektionalen Konversion zwischen Stammzellen und Nicht-
Stammzellen. Eine ausgewahlte Gruppe von Zellen scheint die Mdglichkeit zu besit-
zen, zwischen dem Tumorzellstatus und dem Nicht-Tumorzellstatus als Antwort auf
geeignete Reize wechseln zu kdnnen (Cabrera et al., 2015).

Nach diesem Modell haben alle oder zumindest die meisten Tumorzellen stammzell-
artige Eigenschaften, welche von den Einflissen der Mikroumwelt und von der intrin-
sischen Zell-Stochastizitat abhangen (Michor und Polyak, 2010). Die Plastizitat be-
riicksichtigt die morphologische und funktionelle Heterogenitat, welche durch komple-
mentare Mechanismen, wie die genomische Instabilitat, die Epigenetik, die Signaltber-
tragung und die funktionelle Anpassung an sich verandernde Umwelteinfliisse, gesteu-
ert wird. AuRerdem steht die Plastizitat in besonderer Verbindung mit Tumorinvasion
und der Metastasierung, welche beide gleichsam als Ursache und Folge der Plastizitat
gewertet werden (Friedl und Alexander, 2011). Die Vielfalt der einzelnen Modelle ver-
deutlicht, dass das Verstandnis tber die Zusammenhénge der zellularen Tumorhe-
terogenitat noch nicht abschlieend geklart ist und in Zukunft weiterer Forschung be-
darf. Auch bei kolorektalen Karzinomen konnte aufgezeigt werden, dass molekulare
Subtypen, die sich klinisch unterscheiden, vorhanden sind. Die genaue Anzahl an Sub-
typen ist zwar aktuell noch unklar, jedoch konnten bisher sechs klinisch relevante Sub-
typen bestimmt werden, die eine groRe Ahnlichkeit zu normalen Kolonschleimhaut-
Kryptenzellen aufweisen, sich aber in ihrer Stammzellfahigkeit und ihnrer WNT-Aktivitat
unterschieden (Gerdes et al., 2014). In ihrer Funktion werden Stammzellen entschei-
dend durch Signalwege wie WNT, Tgf-B/Bmp, Hedgehog, Notch und Rezeptor-Tyro-
sinkinasen beeinflusst (Dreesen und Brivanlou, 2007). Die besondere Rolle der WNT-
Signalkaskade, vor allem auch im Zusammenhang mit Darmkrebs, ist bereits seit vie-
len Jahren zentraler Bestandteil der Forschung. Im folgenden Kapitel werden nun der

WNT-Signalweg und sein Zusammenhang zu kolorektalen Karzinomen vorgestellt.
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1.3 WNT-Signalweg
1.3.1 Grundlagen des WNT-Signalwegs

Dem WNT-Signalweg wird eine wichtige Rolle in der Bildung und in der Regeneration
von Organanlagen, sowie in der Embryonalentwicklung zugeordnet. Uber eine Signal-
kaskade von sekretorischen Glykoproteinen werden unter anderem die Zellprolifera-
tion, die Zellpolaritat und die Bestimmung Uber das Zellschicksal wahrend der embry-
onalen Entwicklung und wahrend der Gewebshomeostase direkt beeinflusst (Logan
und Nusse, 2004). Die Grundlage der WNT-Signaltransduktionsforschung wurde be-
reits in den spaten 1980ern bzw. den frihen 1990ern gelegt, als bestimmte Genpro-
dukte, die zu einer grof3en evolutionaren Familie extrazellularer Signalmolekile ge-
zahlt werden, bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und Mausen entdeckt wur-
den (Rijsewijk et al., 1987; van Amerongen und Nusse, 2009). Die Bezeichnung WNT
entstand aus der Zusammensetzung der Gene ,wg“ und ,Int1“. Das ,wg“ Gen steht flr
,wingless® (fligellos) und war der erste Wachstumsfaktor, der von der WNT-Familie
entdeckt wurde. Bei Mutation dieses Gens konnte eine fligellose Variante der Fliegen-
art Drosophila melanogaster beobachtet werden. Grundsatzlich kontrolliert das Gen
die Segment-Polaritat wahrend der Larvenentwicklung (Clevers und Nusse, 2012).
Das ,Int1“ Gen wurde dagegen kurze Zeit spater in Mausen detektiert. Es sorgt dafur,
dass bei Aktivierung die Entwicklung von malignen Krankheiten, wie beispielsweise
bei der Brustkrebsentstehung, getriggert wird. Das ,Int1“ Gen wird haufig auch unter
der Bezeichnung ,Wnt1“ geflihrt, stellt ein Protoonkogen dar und wurde im Jahr 1982
entdeckt (Nusse und Varmus, 1982; van Amerongen und Nusse, 2009; Niehrs, 2012).
Wenig spater konnte der homologe Zusammenhang zwischen dem ,wg“ Gen und dem
,INnt1“ Gen gezeigt werden (Rijsewijk et al.,1987).

Die WNT-Signalkaskade kann als biochemisches Netzwerk der Zelle angesehen wer-
den, das auf gewisse Signale und Reize reagieren kann. Die WNT-Proteine, die an
der Signaldetektion, -verarbeitung und -weiterleitung beteiligt sind, werden von insge-
samt 19 bekannten Genen kodiert und weisen eine besonders Cystein-reiche Beschaf-
fenheit auf (Niehrs, 2012). Die Proteine binden an verschiedene Rezeptoren und akti-
vieren dadurch unterschiedliche Signalwege. Generell konnen die Signalwege in zwei

Hauptgruppen eingeteilt werden.
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Es werden B-Catenin-abhangige (kanonische Kaskade) Signalwege von (-Catenin-
unabhangigen (nicht-kanonische Kaskade) Signalwegen unterschieden, wobei auch
weitere Subklassen bestehen. In Abbildung 7 werden zur besseren Ubersicht die

Haupt-WNT-Signalwege schematisch dargestellt.
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Abbildung 7: Abbildung der Haupt-WNT-Signalwege. Vereinfachte schematische Darstellung der
Hauptwege der WNT-Signalkaskade. Im ersten Signalweg wird nach Bindung des WNT-Signalproteins
am Frizzled-Rezeptor eine Signalkaskade ausgeltst, welche hauptsachlich mit der Zellpolaritat und der
Zellmigration in Verbindung gebracht wird (Links). Zudem wird der 3-Catenin-abhéngige Signalweg ab-
gebildet (Mitte). In Anwesenheit von WNT kann sich p-Catenin vom Destruktionskomplex (GSK3, Axin,
APC und CKla) Iésen, akkumulieren und in den Zellkern wandern. Dort aktiviert §-Catenin unter Kon-
trolle vom T cell factor (TCF) die Transkription der Zielgene. Der dritte abgebildete Signalweg zeigt die
WNT-Calcium-Signalkaskade (Rechts). Dieser Signalweg fuhrt zur Transkriptionsregulation von Genen,
die fur das Zellschicksal und die Zellmigration verantwortlich sind. Der hemmende Einfluss der (3-
Catenin-unabhéngigen WNT-Signalwege auf den p-Catenin-abhangigen Signalweg wird zudem ver-
deutlicht. Abbildung Gibernommen von Niehrs, 2012.

Insgesamt werden mehr als 15 verschiedene Rezeptoren und Co-Rezeptoren der
WNT-Signalwege beschrieben, was die grolRe Vielfalt dieses Signalwegs verdeutlicht.
Die einzelnen Rezeptoren und die Kombination aus den einzelnen Rezeptoren bestim-
men in diesem Zusammenhang die Art der Signalkaskade. Dabei weisen einzelne Re-

zeptorkomplexe eine Selektivitat zur Aktivierung entweder von 3-Catenin-abhangigen,
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oder von -Catenin-unabhéngigen Signalwegen auf. AulRerdem kann die Aussage ge-
troffen werden, dass Frizzled-Proteine als gemeinsame Rezeptoren flr B-Catenin-ab-
hangige und auch B-Catenin-unabhangige Signalwege fungieren kénnen. Auch der
Einsatz der Co-Rezeptoren LRP5/6 und ROR1/2 kann sowohl -Catenin-abhéngige,
als auch B-Catenin-unabhéngige Signalkaskaden definieren. Die Vielfalt der Kombina-
tionsmoglichkeiten untermauert nochmals, dass der WNT-Signalweg eine hohe Kom-
plexitat aufweist und von mehreren Faktoren abhangig ist (Miller, 2002; Niehrs, 2012).
Der B-Catenin-unabhéngige Signalweg reguliert dabei die Zellmigration und die Zell-
polaritat und hat somit Einfluss auf die Zellmorphologie (van Amerongen, 2012).

Dem B-Catenin-abhéangigen Signalweg wird die Regulation von Zellproliferation, Zell-
schicksal und Stammzell-Erneuerung zugeordnet. Gleichzeitig ist er der am besten
beschriebene WNT-Signalweg. Seine Triggerung findet tlber das Zusammenspiel von
WNT mit den Frizzled-Rezeptorproteinen und den LPR5/6 Co-Rezeptorproteinen (low
density lipoprotein receptor related protein) statt (Angers und Moon, 2009; Niehrs,
2012). Das Adhasionsprotein B-Catenin stellt dabei das Schlisselziel des kanonischen
WNT-Signalwegs dar und besitzt die Mdglichkeit, die Genexpression von WNT-Ziel-
genen auszul6sen und zu verstarken. In Abwesenheit von WNT liegt 3-Catenin fest
gebunden im sogenannten Destruktionskomplex vor. Dieser Destruktionskomplex wird
aus dem Protein Axin, der Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3), dem Tumorsuppres-
sor-Protein Adenomatous Polyposis Coli (APC) und der Casein Kinasel alpha (CK1
alpha) gebildet. Die Kinasen GSK3 und CK1 alpha phosphorylieren das gebundene 3-
Catenin, welches anschlieRend durch das 8 Transducin Repeat Containing Protein (-
Trcp), eine Ubiquitin Ligasen Untereinheit, ubiquitiniert wird und daraufhin im 26S Pro-
teasom abgebaut werden kann. Dies fiuhrt dazu, dass B-Catenin nicht mehr in den
Zellkern wandert, was schlie3lich eine Unterdriickung der WNT-Zielgene bewirkt, da
keine Interaktion von B-Catenin mit den DNA-gebundenen T Cell Factor (TCF) und
Lymphoid Enhancer-binding Factor (LEF) Proteinfamilien stattfindet (Aberle et al.,
1997; He et al., 2004; Angers und Moon, 2009; MacDonald et al., 2009; Clevers und
Nusse, 2012; Niehrs, 2012). Der WNT/B-Catenin-Signalweg ist aktiviert, wenn ein
WNT-Ligand an den Frizzled-Rezeptor und seine Co-Rezeptoren LRP5 und LRP6 bin-
det. Der Komplex aus WNT, Frizzled und LRP6 lockt das Gerustprotein Dishevelled
(Dvl) an, was dazu fuhrt, dass LRP phosphoryliert und aktiviert wird. Im folgenden

Schritt wandert der Axin-Komplex zu den Rezeptoren, was wiederum zur Folge hat,
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dass die Axin-induzierte B-Catenin-Phosphorylierung gehemmt wird. Das Effektormo-
lekidl B-Catenin ist somit im Zytoplasma stabilisiert, kann sich nun anreichern und I6st
sich daraufhin vom Destruktionskomplex ab. Anschliel3end wandert nun 3-Catenin in
den Zellkern, um mit den Transkriptionsfaktoren TCF und LEF einen Komplex zu bil-
den. Dieser Komplex sorgt im nachsten Schritt dafir, dass es zu einer Aktivierung der
Expression der WNT-Zielgene kommt (Staal und Clevers, 2005; Angers und Moon,
2009; MacDonald et al., 2009). Abbildung 8 liefert zur besseren Ubersicht der Ablaufe

eine Gegenuberstellung des inaktivierten und aktivierten WNT/B-Catenin-abhangigen

Signalwegs.
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Abbildung 8: Gegentberstellung des inaktivierten und aktivierten WNT/B-Catenin-abhangigen
Signalwegs. Schematische Gegenuberstellung des inaktivierten B-Catenin-Signalwegs bei Abwesen-
heit des WNT-Signalproteins (Links) und des aktivierten B-Catenin-Signalwegs bei Anwesenheit des
WNT-Signalproteins (Rechts). Bei Abwesenheit des WNT-Liganden verbleibt 3-Catenin im Destrukti-
onskomplex und wird abgebaut. Bei Anwesenheit des WNT-Liganden kann sich B-Catenin vom De-
struktionskomplex l6sen und im Zellkern die Transkription der Zielgene bewirken. Ubernommen von
Cellsignal, 2020.
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1.3.2 Unterschiedliche WNT-Aktivitat in kolorektalen Karzinomen

Eine Aktivierung des WNT/B-Catenin-Signalwegs kann in nahezu allen kolorektalen
Karzinomen beobachtet werden (Buchert et al., 2015). Bei CRCs sind unterschiedliche
Mutationen, die in unmittelbarer Verbindung mit dem WNT-Signalweg stehen und eine
Aktivierung dieser Kaskade auslésen, bekannt. In diesem Zusammenhang muss zum
einen die APC-Mutation im Rahmen des erblichen FAP-Syndroms erwahnt werden,
welche zu einer Inaktivierung des Destruktionskomplexes innerhalb des Signalwegs
fuhrt. APC ist ein grof3es Protein, das innerhalb dieses Komplexes mit 3-Catenin und
AXxin interagiert. Bei Mutation des APC-Gens geht seine tumorsuppressive Eigenschaft
verloren und B-Catenin wird, wie schon bereits in dieser Arbeit beschrieben, nicht mehr
kontrolliert abgebaut, kann im Zellkern akkumulieren und nach Bindung mit TCF/LEF
zu einer Steigerung der Genexpression der WNT-Zielgene fuhren (Clevers und Nusse,
2012; Buchert et al., 2015). Neben Mutationen, die zu einer Inaktivierung des [-
Catenin-abbauenden Komplexes flihren, missen aber auch Mutationen beachtet wer-
den, die eine Aktivierung von 3-Catenin bewirken. Eine Mutationsvariante liegt hierbei
im CTNNB1-Gen vor und fuhrt zu einer verstarkten Wirkung von B-Catenin auf die
Genexpression der WNT-Zielgene (Geyer et al., 2011).

Doch nicht nur Mutationen direkter Bestandteile des WNT-Signalwegs, sondern auch
Mutationen in anderen Signalwegen wird ein Einfluss auf das WNT-Aktivitatslevel zu-
geschrieben. Von besonderer Bedeutung erscheint hier die K-RAS-Mutation zu sein,
die in circa 40 Prozent der CRCs vorliegt. Die K-RAS-Mutation steht in direkter Verbin-
dung mit der Aktivierung des MAPK-Signalwegs. Studien haben gezeigt, dass ein kon-
stitutiv hohes Level an K-RAS zu einer verstarkten Aktivierung vom MAPK-Signalweg
fuhrt, was wiederum eine nukledre Akkumulation von B-Catenin und eine Steigerung
der WNT-AKktivitat in kolorektalen Karzinomen bewirkt (Horst et al., 2012).

Die meisten CRCs zeigen eine Heterogenitat in der B-Catenin-Verteilung innerhalb des
Tumors auf, was darauf schliel3en lasst, dass nicht nur Veranderungen des WNT-Sig-
nalwegs, sondern eine weitere komplexe Regulation der WNT-Signalkaskade durch
auRRere Faktoren Einfluss auf den Signalweg nimmt (Vermeulen et al., 2010). Die He-
terogenitat in der B-Catenin-Verteilung, die auch als B-Catenin-Paradoxon bekannt ist,
ist Folge unterschiedlicher Zellpopulationen mit hoher und niedriger WNT-AKktivitat.
Zellen mit hoher WNT-Aktivitat werden dabei besonders mit Tumorstammzelleigen-

schaften und einem hohen Invasionspotential in Verbindung gebracht (Brabletz et al.,
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2005; Vermeulen et al., 2010). Trotzdem ist die WNT/B-Catenin-Aktivitat nicht direkt
mit der Tumorstammzelleigenschaft gleichzusetzen, da sowohl Zellen mit hoher, als
auch mit niedriger WNT/B-Catenin-Aktivitat neue Tumore ausbilden kdnnen. Dies deu-
tet darauf hin, dass auch die Aktivitdt des WNT-Signalwegs bei kolorektalen Karzino-
men plastisch zu sein scheint (Horst, 2013). Zellen mit hoher WNT-AKktivitat sind vor
allem im Tumorrandbereich zu finden, was sich auch mit den Ergebnissen der ver-
mehrten Expression des WNT-Effektorproteins $-Catenin im Tumorrandbereich deckt.
Es wird angenommen, dass eine hohe WNT-Aktivitat mit einem hohen Progressions-
und Invasionspotential bei Darmkrebs korreliert (Kahn, 2014). Dagegen bilden Zellen
mit niedriger WNT-Aktivitat hauptsachlich die Basis des Tumorzentrums. Allgemein
wird eine Steigerung der WNT-Aktivitéat vom Zellinneren zum Zellrandbereich beobach-
tet (Cernat et al., 2014). Neben den beschriebenen Einflissen anderer Signalwege auf
die WNT-Kaskade, muss auch der Einfluss der direkten zellularen Umgebung des Tu-
mors beachtet werden. Zu den aufReren Einflissen werden beispielsweise einzelne
Faktoren von Myofibroblasten gezahlt, die ebenfalls Einfluss auf die WNT-Aktivitat in
Stammzellen zeigen. Versuche haben ergeben, dass differenzierte Tumorzellen, die
ihre Fahigkeit, Tumorgewebe zu bilden verloren hatten, durch die Stimulation mit My-
ofibroblast-Faktoren ihre Fahigkeit wiedergewinnen konnten (Vermeulen et al., 2010).
Dies zeigt auf, dass nicht nur direkte Veranderungen des WNT-Signalwegs, sondern
auch Einflisse anderer Signalwege und der Mikroumwelt eine besondere Bedeutung
fur die WNT-Aktivitdt haben und zur Plastizitat der WNT-Signalwege in kolorektalen
Karzinomen beitragen kénnen. Die beschriebene Heterogenitat der WNT-Aktivitat
koénnte sich nicht nur als potentielles Ziel weiterer Therapieforschung eignen, sondern
auch im Zusammenhang mit Prognoseanalysen genutzt werden. Im folgenden Kapitel
wird das Glykoprotein A33 (GPA33) naher vorgestellt. Dabei soll vor allem der Zusam-
menhang von GPA33 zur WNT-Aktivitat geprift und die Eignung von GPAS33 als Prog-

nosemarker bei kolorektalen Karzinomen untersucht werden.
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1.4 Glykoprotein A33

Das Glykoprotein A33, das vom GPA33 Gen kodiert wird, ist ein spezifisches Zellober-
flachenprotein des Gastrointestinaltrakts und kann in 95 Prozent aller kolorektalen Kar-
zinome nachgewiesen werden. Es gehort zur Gruppe der CTX-Transmembranproteine
vom Typ 1 und wird aus 298 Aminoséauren aufgebaut. Von seinem strukturellen Aufbau
ist das Protein hydrophil und besitzt eine extrazellulare Domane mit zwei extrazellula-
ren, Immunglobulin-ahnlichen Strukturen, eine hydrophobe, transmembrane Doméne
und einen stark sauren, intrazellularen Schwanz mit vier Cystein-Bausteinen (Heath et
al., 1997; Johnstone et al., 2000; Frey et al., 2008; Williams et al., 2015;). Es wird an
der basolateralen Oberflache von physiologisch normalen, aber auch entarteten Zellen
des Gastrointestinaltraktes exprimiert. Dabei weist es eine hohe Spezifitat und Sensi-
tivitat fur Zellen des Magen-Darm-Traktes auf (Abud et al., 2000). Nachdem bereits
nachgewiesen werden konnte, dass GPA33 ein wichtiger, sensitiver und spezifischer
Marker fur die Barrett-Metaplasie ist, konnte auch sein potenzieller Nutzen als Immu-
nomarker fur kolorektale Karzinome bestatigt werden. Da GPA33 eine ahnliche Sen-
sitivitdt und sogar eine gréf3ere Spezifitat fr CRCs als der Marker CDX2, einem der
am haufigsten genutzten Immunomarker bei Karzinomen unbekannten Ursprungs
(CUPs), zeigen konnte, konnte GPA33 in Zukunft eine potentielle Alternative fir CDX2
in der CRC-Diagnostik darstellen (Wong et al., 2006 und 2017). Studien konnten zei-
gen, dass der GPA33-spezifische Antikorper nach Bindung an das GPA33-Oberfla-
chenantigen zunéchst internalisiert wird. Anschlie3end wird er in zytoplasmatischen
Vesikeln in den Zellkern transportiert und zirkuliert daraufhin wieder molekular unver-
andert zur Zelloberflache (Daghighian et al., 1996).

Die besondere Bedeutung von GPA33 wurde bereits Ende der 1990er bzw. Anfang
der 2000er Jahre erkannt, als seine Zielstruktureignung fir die Radioimmuntherapie
untersucht wurde. Die Versuche konnten eine Reduktion des Tumorwachstums durch
die Radioimmuntherapie zeigen. Weitere Testreihen in diesem Bereich zeigten in den
folgenden Jahren eine relative, therapeutische Effizienz beispielsweise mit 125I und
131l auf (Barendswaard et al., 2001). Neben der Kopplungsfahigkeit des Antikorpers,
wurde unter anderem auch die Wirkung in der T-Zell-immunotherapie getestet. Als
Beispiel fur die Eignung als mdgliche, effektive Zielstruktur kann MGDO007 erwahnt
werden. Dabei handelt es sich um ein bispezifisches Protein, das eine Affinitat zu
GPA33 und CD3 zeigt und im Bereich der Immuntherapie bei CRCs eingesetzt werden
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soll. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass MGDOO7 in der Lage zu sein scheint, einen
Anti-Tumor-Effekt bei CRCs auszulésen und als potentielle neue Therapieoption fur
CRCs in Frage kommen konnte (Infante et al., 2013; Moore et al., 2018). Seit der Ent-
deckung von GPA33 wurde in mehreren Studien versucht, GPA33 als Zielstruktur fur
Antikorpertherapien beim CRC zu verwenden. Hierbei konnten jedoch jeweils keine
guten Effekte erzielt werden, weshalb GPA33 in der aktuellen klinischen Therapie des
CRCs nicht verwendet wird (Baptistella et al., 2016; Wu et al., 2018).

In den letzten Jahren wurde zudem mit Hilfe des GPA33-Proteins versucht, ein besse-
res Verstandnis Uber die Barrierefunktion des Darms zu erlangen. Dabei konnte unter
anderem gezeigt werden, dass trotz des Ausschaltens des GPA33-Gens keine erhdhte
Neigung zur Entwicklung von akuter und chronischer Colitis besteht. Dennoch kann
weiterhin von einer Beteiligung von GPA33 an der Barrierefunktion des Darmtrakts
ausgegangen werden (Williams et al., 2015).

In Bezug auf seine Genexpression weist GPA33 ein fur den Gl-Trakt spezifisches Profil
auf. Dennoch sind auch in seiner Genexpression nicht alle Vorgange abschlieend
geklart und verstanden (Johnstone et al., 2002). GPA33 scheint unter anderem ein
direktes Zielgen von CDX1 und KLF4 zu sein, da beide Faktoren nach Bindung an die
Promotorregion eine verstarkte Expression von GPA33 ausldsen. Zudem konnte ge-
zeigt werden, dass PPARYy, welches einen nachgewiesenen Anti-Tumor-Effekt in ko-
lorektalen Karzinomen aufweist, indirekt die GPA33-Bildung tber die Kopplung mit
KLF4 in CRCs steigern kann (Rageul et al., 2009).

Obwohl GPA33 seit vielen Jahren Bestandteil der Forschung ist, konnte seine kom-
plette Funktion bis heute noch nicht abschlieBend geklart werden. Vermutet wird eine
Aufgabe als Adhasionsmolekil und beim Zell-Zell-Kontakt, aber auch eine Wirkungs-
weise im Bereich der Antigen-Prasentation erscheint moglich (Van Niel et al., 2001).
Es wurde bereits beschrieben, dass die WNT-Aktivitat, aber auch die B-Catenin-Ver-
teilung bei CRC-Patienten einer heterogenen Verteilung unterliegt. Auch die GPA33-
Proteinexpression bei CRC-Patienten zeigt je nach Differenzierungsgrad des Tumors
eine heterogene Verteilung, was auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der
WNT-AKktivitat, der B-Catenin-Verteilung und der GPA33-Genexpression deuten las-
sen konnte. Baptistella zeigte auf, dass gut differenzierte CRCs im Vergleich zu
schlecht differenzierten CRCs eine deutlich hohere GPA33-Expression nachweisen
(Baptistella et al., 2016). Da der Grad der Differenzierung bei Tumoren ein wichtiges

Merkmal fir die Malignitat des Tumors darstellt, konnte die GPA33-Expression aus
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diesem Grund mit einer guten Prognose fiir das Outcome bei CRCs in Zusammenhang
stehen. Die aktuelle Forschung setzt einen groRen Schwerpunkt auf die Beurteilung
von Biomarkern, die mit einer schlechten Prognose flir das Outcome bei kolorektalen
Karzinomen in Verbindung gesetzt werden. Aus diesem Grund erscheint es interes-
sant, GPA33 als Marker, der mit einer guten Prognose in Zusammenhang stehen
kénnte, weiter zu untersuchen, den Zusammenhang zur WNT-Aktivitat und zur -
Catenin-Verteilung innerhalb des Tumors darzustellen und damit gegebenenfalls wei-
tere Aufschliisse Uber mogliche, inadaquate Therapieansprechraten im Rahmen der
GPA33-Antigennutzung bei CRCs zu liefern (Frey et al., 2008; Priolli et al., 2010; Bap-
tistella et al., 2016). Fur die GPA33-Proteinexpressionsmessung soll hierbei im weite-
ren Verlauf dieser Arbeit neben der am haufigsten verwendeten semiquantitativen mik-
roskopischen Bewertungsmethode von Antikérperfarbungen bei histologischen Préapa-
raten eine neue, objektivierte und softwareunterstitzte Quantifizierungsmethode fir

den Proteinexpressionsnachweis entwickelt, angewendet und validiert werden.
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2. Ziele der Arbeit

Mit dieser Arbeit soll die Eignung von GPA33 als mdglicher prognostischer Marker, der
mit einer guten Uberlebensprognose bei kolorektalen Karzinomen potentiell in Verbin-
dung stehen kénnte, durch den Einsatz einer neu entwickelten, objektivierten Protein-
expressions-Messmethode untersucht werden. Dabei soll nach Validierung der Mess-
methode der Einfluss der Expression von GPA33 auf das tumorspezifische und pro-
gressionsfreie Uberleben am Beispiel eines UICCII-Patientenkollektivs hervorgehoben

werden. Die Arbeit verfolgt in diesem Zusammenhang folgende Kernziele:

1. Darstellung der Expression von GPA33 in kolorektalen Karzinomen.

2. Beurteilung des Zusammenhangs von GPA33 mit der WNT-Aktivitat.

3. Entwicklung, Anwendung und Validierung einer objektivierten Quantifizierungs-
methode fir die GPA33-Expression im Haupttumor und an der Tumorinvasions-
front.

4. Bewertung der Eignung von GPA33 als Prognose-Biomarker.
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3. Materialien, Datensatze und Software

3.1 Tissue Microarrays

In dieser Arbeit wird ein bisher noch nicht angefarbtes TMA-Kollektiv aus dem Archiv
des Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, das Gewe-
beproben von Patienten mit kolorektalen Karzinomen enthalt, verwendet. Das Kollektiv
enthalt die Proben von 209 CRC-Patienten, die zwischen 1995 und 2007 am Klinikum
der LMU Munchen operiert wurden (UICCII-Kollektiv, ungefarbt).

Des Weiteren wird ein zusatzliches TMA-Kollektiv, welches aus dem gleichen TMA-
Block gewonnen wurde und zu dem gerade erwahnten UICCII-Kollektiv korrespondie-
rend ist, genutzt. Dieses Kollektiv wurde bereits mit einem B-Catenin-Antikorper ange-
farbt, enthalt wie das erste TMA-Kollektiv die Proben von 209 CRC-Patienten und wird
ebenfalls aus dem Archiv des Pathologischen Instituts der LMU Munchen bezogen
(UICCII-Kollektiv, B-Catenin-Farbung).

Neben den beiden UICCII-TMA-Kollektiven werden fiir Vergleichsarbeiten zudem auch
einzelne TMA-Objekttrager mit Proben von Patienten mit Kolon-Normalschleimhaut,
ebenfalls aus dem Archiv des Pathologischen Instituts der LMU Muinchen bereitge-

stellt, verwendet (TMA-Objekttrager mit Kolon-Normalschleimhaut).

3.2 GPA33-Antikdrper

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der monoklonale GPA33-Antikorper A33 clon e-8 der
Firma St. Cruz Biotechnology (Produktnummer: SC-398702) eingesetzt.

3.3 VENTANA BenchMark XT Farbesystem

Durch ein immer héheres Probenaufkommen und durch Steigerung der Komplexitat in
der Diagnostik des pathologischen Laboralltags ist es notwendig, die Ablaufe in der
Analytik effizient zu gestalten. Fir die Immunhistochemie wurde in dieser Arbeit das
VENTANA BenchMark XT Geréat des Unternehmens Ventana Medical Systems, Inc.
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verwendet (Abbildung 9). Das Gerat wurde vom Pathologischen Institut der LMU Min-
chen bereitgestellt und bietet die Mdglichkeit, alle Schritte der Immunhistochemie fle-
xibel automatisiert durchfiihren zu kénnen. Zur Durchfiihrung der Arbeitsschritte wurde
zudem das ultraView Universal DAB Detektionskit, ebenfalls von der Firma Ventana
Medical Systems, Inc., benutzt. Mit Hilfe von Detektionskits konnen unter anderem

Molekulzielstrukturen in Gewebsschnitten identifiziert werden (Roche, 2020).

Abbildung 9: VENTANA BenchMark XT Farbesystem. Darstellung eines VENTANA BenchMark XT
Farbesystemgerats des Unternehmens Ventana Medical Systems, Inc., das zur Immunhistochemie ver-
wendet wurde. Ubernommen von Roche, 2020.

3.4 Gewebescanner Nanozommer SQ

In Zeiten der Digitalisierung nimmt der Einsatz von neuer Technik und Software eine
immer bedeutendere Rolle ein. Seit vielen Jahren wird auch im Rahmen der histologi-
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schen Analyse von Gewebeproben diese Mdglichkeit genutzt. Verschiedene Protokoll-
systeme kdnnen je nach Intention des Scanvorgangs hochauflosende Images erzeu-
gen, welche anschliel3end zur weiteren digitalen Bearbeitung verwendet werden kon-
nen. Vor allem Tissue Microarrays werden haufig nach dem Fixationsvorgang auf ihren
Objekttragern mittels Scanvorgang digitalisiert. Um einen breiten Zugang zu digitali-
sierten Proben zu erméglichen, wurde im Jahr 2003 der Human Protein Atlas, eine frei
zugangliche Datenbank mit mehr als fiinf Millionen hochauflésenden Bilder von Gewe-
ben, Tumoren und Zellen, entwickelt. Dabei wird standardmaliig eine 20-fache Ver-
grofRerung fur Gewebe und eine 40-fache Vergrol3erung fir Zellen verwendet (Kampf
et al., 2012; Human Protein Atlas, 2020).

Abbildung 10: Darstellung des Nanozoomers SQ der Firma Hamamatsu Photonics Deutschland
GmbH. Abbildung des Nanozoomers SQ der Firma Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, der

zur Digitalisierung der angefarbten TMAs verwendet wurde. Ubernommen von Nanozoomer, 2020.

In dieser Arbeit wurde der histologische Gewebescanner Nanozoomer SQ der Firma
Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH (Abbildung 10) fur die Digitalisierung der
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Tissue Microarrays des Patientenkollektivs, nachdem diese mit dem GPA33-Antikor-
per angefarbt wurden, eingesetzt. Das Scangerat ist mit einer speziellen Software aus-
geristet, die es ermoglicht, bestimmte Scaneinstellungen vor dem Digitalisierungsvor-
gang vorzunehmen und nachdem die TMAs eingelesen wurden, diese unter anderem

direkt zu beurteilen oder als Bilddatei abzuspeichern.

3.5 Mikroskope

Fur die histologischen Untersuchungen und Nachkontrollen wurden die standardisier-
ten Mikroskope der Laboreinrichtungen des Pathologischen Instituts der LMU Min-
chen verwendet. Mit Hilfe einer Mikroskop-Kamera wurden Bilder von den relevanten

Gewebebereichen fur die Nutzung in dieser Arbeit erstellt.

3.6 Datensatze

In dieser Arbeit wurden mehrere Datensatze verwendet. Fur das bereits im TMA-Ab-
schnitt erwahnte UICCII-Kollektiv wurden die tumorspezifischen Daten und die Follow-
up-Daten aus dem Tumorregister Minchen (TRM) bezogen. Der Datensatz enthalt die
Informationen von insgesamt 209 Patienten mit kolorektalen Karzinomen und liefert
Aussagen zum Alter, dem Geschlecht, dem Tumorgrad, dem Tumorstadium, der Tu-
morprogression und den Uberlebensdaten (UICCII-Datensatz).

Des Weiteren wurden die Genexpressionsdaten und die korrespondierenden, Klini-
schen Daten eines zuséatzlichen Kollektivs von Patienten mit kolorektalen Karzinomen
von der Homepage ,The Cancer Genome Atlas“ des US-amerikanischen Nationalen
Krebsinstituts (NCI) heruntergeladen (Cancer Genome Atlas, 2020). Dieser Datensatz
enthalt die Informationen von insgesamt 457 CRC-Patienten (TCGA-Datensatz).

Von der Gene Expression Omnibus (GEO) Datenbank des US-amerikanischen Natio-
nalen Zentrum fur Biotechnologieinformation (NCBI) wurden zudem drei Genexpressi-
onsdatenséatze GSE14333, GSE17536, GSE39582 heruntergeladen (GEO, 2020).
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3.7 Softwareprogramme

Neben verschiedenen Datensatzen wurden auch verschiedene Softwareprogramme
zur weiteren Bearbeitung der Daten angewendet. In dieser Arbeit kam die Visualisie-
rungs- und Analysesoftware der GENE-E-Plattform des Broad Instituts (Cambridge,
Massachusetts, USA) zum Einsatz, mit der unter anderem die Erstellung von Heat-
maps, Clustern und Diagrammen aus Genexpressionsdatensatzen mdoglich ist. Die
Plattform GENE-E wurde von Joshua Gould entwickelt und ist frei zuganglich (Broad
Institut, 2020). Des Weiteren wurde zur Bewertung der digitalisierten TMAs und zur
Entwicklung der objektivierten Quantifizierungsmethode die Analysesoftware Fiji ver-
wendet. Fiji ist ein Open-Source-Programm, das auf Grundlage der ebenfalls frei zu-
ganglichen Software ImageJ basiert und zusatzlich zahlreiche, weitere Plug-Ins bein-
haltet. Entwickelt wurde die Software von Wyane Rasband am US-amerikanischen
Nationalen Gesundheitsinstitut (NIH, Bethesda, Maryland, USA) als Folgeprojekt der
alteren Software NIH-Image. Wegen seines kostenlosen Zugangs bietet Fiji eine sehr
gute Basis zur Ausbildung in der digitalen Bildverarbeitung. Daneben wird die Software
vor allem in der Labortatigkeit der Biologie und der Medizin eingesetzt. Mit der Hilfe
von Fiji kbnnen Gewebeproben und Zellen direkt bearbeitet und analysiert werden. Die
Bearbeitung erfolgt in manueller Anwendung mittels eines einfach zu bedienenden
~Werkzeug-Tools" (Burger und Burge, 2015; Fiji, 2020). Der Digitalisierungsschritt der
TMAs Uber den Nanozommer SQ wurde mit Einsatz der Nanozommer-Digitalisie-
rungssoftware der Firma Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH durchgefuhrt. Der
Zugang fur die Genexpressionsprofile wurde uber die Statistiksoftware R (Version
3.5.1), entwickelt vom R Core Team, erhalten. Fir die weiterfihrenden statistischen
Analysen dieser Arbeit wurde die SPSS-Software (Version 26) der Softwarefirma IBM
benutzt. Die Bearbeitung der Grafiken erfolgte mit der Software Prism (Version 8) der
Graphpad Software Inc. und mit der Software Corel Draw 2019 des kanadischen Tech-

nologiekonzerns und Softwareherstellers Corel Corporation.

28



4. Methodik
4.1 Arbeitsschritte zur Beurteilung der Expression von GPA33 in kolorek-

talen Karzinomen

Fur eine erste Einordnung wurde versucht, Uber eine mikroskopische Untersuchung
die Expression von GPA33 in TMAs von Patienten mit kolorektalen Karzinomen dar-
zustellen. Um die Expression des GPA33-Proteins aufzuzeigen, wurde eine Immun-
histochemie (Antikorperfarbung) an einem TMA-Kollektiv mit Gewebeproben von
CRC-Patienten (UICCII-Kollektiv), welches aus dem Archiv des Pathologischen Insti-
tuts der LMU Munchen bereitgestellt wurde, durchgefihrt. Zunachst wurde ein pas-
sender GPA33-Antikorper fur die Kollektivfarbung ausgewahlt. Hierbei wurde der
GPA33-Antikdrper A33 clon e-8 der Firma St. Cruz Biotechnology (Produktnummer:
SC-398702) bestimmt. Daraufhin erfolgte der Antikorperanfarbungsprozess (Buben-
dorf et al., 2001; Moch et al., 2001). Zunachst wurden 5 um dicke TMA-Schnitte aus
dem Formalin-fixierten Paraffinblock mit den Gewebeproben der CRC-Patienten (UIC-
ClI-Kollektiv) hergestellt, welche anschliel}end deparaffiniert und daraufhin mit dem
GPA33-Antikorper A33 clon e-8 der Firma St. Cruz Biotechnology angefarbt wurden.
Fur den Farbeprozess wurde das VENTANA BenchMark XT Gerat und das ultraView
Universal DAB Detektionskit der Firma Ventana Medical Systems verwendet. Die An-
farbung der TMAs erfolgte in dieser Arbeit mittels indirekter Immunhistochemie. Ver-
wendet wurde der Farbstoff 3,3"-Diaminobenzidin. Nachdem das Kollektiv angefarbt
wurde, wurden einzelne TMAs des CRC-Patientenkollektivs zur weiteren mikroskopi-
schen Untersuchung ausgewahlt. Zur besseren Einordnung wurden zuséatzlich TMA-
Schnitte mit GPA33-angefarbter physiologisch normaler Darmschleimhaut, ebenfalls
bereitgestellt vom Archiv des Pathologischen Instituts der LMU Munchen, hinzugezo-
gen. Dadurch konnte zunachst ein direkter Vergleich zwischen physiologisch normaler
Darmschleimhaut und Darmschleimhaut von CRC-Patienten durchgefiihrt werden.
Unter Nutzung der Mikroskopkamera wurden jeweils exemplarisch Ausschnitte der an-
gefarbten Darmschleimhaut zur besseren Gegeniberstellung festgehalten. Anschlie-
Rend erfolgte nun noch eine spezifische mikroskopische Betrachtung der intratumora-
len GPA33-Expression anhand einzelner, ausgewahlter TMAs des CRC-Patientenkol-
lektivs zur Detektion von GPA33-Verteilungsmustern. Auch hier wurden Ausschnitte

der Expressionsverteilungsmuster durch Einsatz der Mikroskopkamera erstellt.
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4.2 Vergleich der Expression von GPA33 mit der WNT-Aktivitat und der

B-Catenin-Expression

Im néachsten Schritt wurde nun der Zusammenhang zwischen der GPA33-Expression,
der WNT-Aktivitat und der B-Catenin-Expression genauer untersucht. Zur Darstellung
der Assoziation der GPA33-Expression mit der WNT-Aktivitdt wurden zunachst drei
Genexpressionsdatensets GSE14333, GSE17536, GSE39582 von der Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) Datenbank heruntergeladen (Vermeulen et. al, 2010; Horst et al.
2012; GEO, 2020). Zunachst wurden die Genexpressionsdatensatze mit dem Robust
Multiarray Average (RMA) Algorithmus Uber die Custom Brainarray CDF Datei (Ver-
sion 19) in der Software R zuganglich gemacht (Grunewald et al., 2015; Sahay et. al.,
2015). Die Genexpressionsdatensatze enthalten Informationen von Kolonkarzinomzel-
len mit niedriger und hoher WNT-Aktivitat. Anschlie3end wurde eine Pearson-Korrela-
tionsanalyse der GPA33-Expression und der Expression der anderen Gene in Bezug
auf die WNT-Aktivitat durchgefuhrt. Die Gene wurden daraufhin nach ihren Korrelati-
onswerten geordnet. Unter Nutzung der Visualisierungs- und Analysesoftware der
GENE-E-Plattform des Broad Instituts wurden anschlieRend die Ergebnisse der
GPA33-Expression und die Expressionsergebnisse ausgewahlter Gene der Caco-2-
Zelllinie zur besseren Ubersicht in einer Heatmap dargestellt. (Sambuy et al., 2005;
Verhoeckx et al., 2015; Broad Institut, 2020).

Daraufhin wurde nun der Zusammenhang der GPA33-Expression mit der 3-Catenin-
Expression weiterfuhrend untersucht. Hierbei wurde ein Vergleich der GPA33- und der
B-Catenin-Expression bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen durchgefthrt. In die-
sem Zusammenhang wurden einzelne, mit B-Catenin-Antikbrpern angefarbte TMAs
des UICCII-Kollektivs, bereitgestellt vom Archiv des Pathologischen Instituts der LMU
Munchen, ausgewéhlt und mit ihren korrespondierenden TMAS, die bereits in dieser
Arbeit mit den GPA33-Antikorpern angefarbt wurden, mikroskopisch auf einen Expres-
sionszusammenhang verglichen. Mittels Mikroskopkamera-Nutzung wurden erneut

Ausschnitte zur grafischen Gegenuberstellung festgehalten.
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4.3 Entwicklung, Anwendung und Validierung einer objektivierten Quanti-

fizierungsmethode fur GPAS33

Im n&chsten Schritt konnten die TMAs des UICCII-Kollektivs, die mit den GPA33-Anti-
korpern angefarbt wurden, durch den Einsatz des Gewebescanners Nanozoomer SQ
der Firma Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH digitalisiert werden. Dazu wurde
das Objektiv mit der 40-fachen VergréRerung verwendet (Human Protein Atlas, 2020).
Nach Einlegen der TMAs in das Scangerat wurde zunéchst eine automatische Fokus-
auswahl durch die Software durchgefiihrt und angeboten. Daraufhin konnte der Scan-
bereich durch eine manuelle Nacharbeitung noch vor dem eigentlichen Scanvorgang
individuell angepasst werden. Der Scanvorgang bendétigte fur jedes TMA circa 12 Mi-
nuten und wurde an insgesamt 12 TMAs fur insgesamt 209 Patienten durchgefuhrt.
Anschliel3end wurden die eingescannten TMAs auf ihre Qualitat Uberprift. Bei nicht
ausreichender Scharfequalitat erfolgte eine Wiederholung des Scanvorgangs. Im
nachsten Schritt wurden nun manuell Regions of Interest (ROIs) fur jede Patienten-
probe ausgewahlt. Ziel war es, reprasentative Bereiche zu detektieren, die das Tumor-
zentrum und die Tumorinvasionsfront darstellen. Anschlie3end wurden zu jedem Pati-
entengewebe Uber das integrierte Bildbearbeitungsprogramm der Scansoftware meh-
rere Screenshots angefertigt. Mit Hilfe der Screenshots wurde daraufhin eine Bildda-
tenbank fir das verwendete TMA-Kollektiv erstellt, die in den nachsten Arbeitsschritten
zur weiteren Genexpressionsanalyse benutzt werden konnte. Zur Uberpriifung der
Qualitat der Bilder wurde die Datenbank des Human Protein Atlas verwendet (Human
Protein Atlas, 2020).

Die erstellte TMA-Bilddatenbank wurde im darauffolgenden Schritt mit Hilfe der Soft-
ware Fiji weiter analysiert. Dazu wurden die erstellten Bilddateien der angefarbten
TMAs zunachst in das Fiji-Bearbeitungstool via Drag-and-Drop geladen. Im nachsten
Schritt wurde nun das manuelle Tool der Software verwendet. Uber die Befehle
.iImage*“ -> Color“ -> ,Color Deconvolution“ -> ,HE DB“ wurde die implementierte Bild-
datei in die Grundfarbstoffe aufgespalten. Dabei wurden von der Software drei zusétz-
liche Bilddateien angeboten (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ubersicht des Dekonvolutionsschritts. Schematische Darstellung des Dekonvoluti-
onsschritts, bei dem die in das Softwareprogramm Fiji implementierte Bilddatei in seine drei Grundfarb-
stoffe aufgespalten wird.

Von den drei zusatzlich angebotenen Bilddateien wurde die Datei mit der braunen
Farbaufsplitterung ausgewahlt. AnschlieRend wurde ausschlielich diese Bilddatei
weiter mit der Software Fiji bearbeitet. Im nachsten Schritt konnte die Datei Uber die
Funktion ,iImage” -> ,Adjust® -> ,Threshold® in eine rot-weil3e Bilddatei mit unterschied-
lichen Intensitatsbereichen des roten Farbstoffs fir die weitere Bearbeitung umgewan-
delt werden (Abbildung 12).

Daraufhin wurden unter Nutzung des Fiji-Bearbeitungstools manuell Bereiche im Tu-
morzentrum und an der Tumorinvasionsfront eingezeichnet und von diesen Bereichen
eine Farbintensitatsmessung durchgefiihrt. Die Grundiberlegung fur diesen Schritt
war, dass die Intensitditsmessung direkt mit der Bindung des zur Anfarbung verwen-
deten Antikorpers an die GPA33-Antigenstruktur korreliert und somit eine Aussage
Uber das Ausmald der Genexpression liefert. Die Intensitdtsmessung konnte anschlie-
Rend Uber die Funktion ,Analyze® -> ,Measure” durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse
wurden in eine Excel-Tabelle eingetragen. Fur jeden Patienten wurden dabei, um Fehl-
messungen zu vermeiden, mehrere Messungen durchgefiihrt. Eine genaue Beschrei-
bung der Messmethode wird im Kapitel 5.3.1 ,Grundlagen und Messvorgang“ noch

einmal als Ergebnis dieser Arbeit vorgestellt.

32



Abbildung 12: Abbildung der Threshhold-Umwandlung. Schematische Darstellung der Threshhold-
Umwandlung der Software Fiji, bei der die ausgewahlte braune Bilddatei in eine ,rot-weil’e” Bilddatei

mit unterschiedlichen Intensitatsbereichen des roten Farbstoffs umgewandelt wird.

Fur die Validierung der Messmethode erfolgte eine mikroskopische, semiquantitative
Nachkontrolle der Messwertergebnisse. Hierbei wurden zunéachst mehrere TMAs mit
der GPA33-Anfarbung herausgesucht und unter Mikroskop-Nutzung semiquantitativ
bewertet. Insgesamt wurden jeweils 40 TMAs mit hohen und niedrigen GPA33-Expres-
sionswerten in der semiquantitativen Bewertung exemplarisch ausgewahlt und die Er-
gebnisse der semiquantitativen Analyse der TMAs mit den Messwertergebnissen der
automatisierten Methode im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront verglichen
und auf eine Ubereinstimmung tiberpriift. Die Ergebnisse der Vergleichsanalyse wur-
den anschlief3end in Textform unter Angabe der prozentualen Verteilung dargestelit.

Im nachsten Schritt erfolgten dann Mittelwert- und Regressionsanalysen der mit der
automatisierten Methode ermittelten GPA33-Expressionswerte im Haupttumor und an
der Invasionsfront des Tumors unter Nutzung der Software SPSS der Firma IBM. Die
Ergebnisse der Mittelwert- und Regressionsanalysen wurden daraufhin grafisch mit

Hilfe der Software Corel Draw abgebildet.
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4.4 Vergleich der GPA33-Expressionsdaten mit den Outcome-Daten der
CRC-Patienten

Zur abschlieRenden Uberprifung der Eignung von GPA33 als prognostischer Marker
bei kolorektalen Karzinomen sollte zunachst eine einfihrende Testung an einem gro-
Ren CRC-Patientenkollektiv erfolgen, welche anschliel3end mit dem UICCII-Kollektiv,
welches bereits in dieser Arbeit verwendet wurde, validiert werden sollte. Daher wur-
den zunachst die Uberlebens- und Genexpressionsdaten eines groReren CRC-Pati-
entenkollektivs (TCGA-Kollektiv) von der Homepage des ,,Cancer Genome Atlas” her-
untergeladen (Cancer Genome Atlas, 2020). Mit diesen Datenséatzen wurde anschlie-
Rend der Zusammenhang zwischen der GPA33-Expression und den Uberlebensdaten
untersucht. Fir die Uberlebensanalyse wurden die Kaplan-Meier-Methode und Log-
Rank-Tests verwendet. Die optimalen Cut-Off-Werte konnten tber die Grenzwertopti-
mierungskurven (ROC-Kurven) und den Youden-Index erhalten werden. Die Statistik
wurde mit der Software SPSS durchgeftihrt. Fir die Erstellung der Grafiken kamen die
Softwareprogramme Prism und Corel Draw zum Einsatz.

Anschliel3end wurden die ermittelten Expressionsdaten des UICCII-Kollektivs aus dem
vorherigen Kapitel nun mit den Outcome-Daten des Patientenkollektivs, bezogen aus
dem Tumorregister Minchen, statistisch bewertet. Dabei wurde besonders auf den
Zusammenhang der Expression des GPA33-Gens im Tumorzentrum und an der Tu-
morinvasionsfront und den Uberlebens- und Progressionsdaten der einzelnen Patien-
ten eingegangen, um die Eignung von GPA33 als Marker, der potentiell mit einer guten
Prognose in Zusammenhang stehen konnte, zu Uberprifen. Fir die Uberlebensana-
lyse wurden erneut die Kaplan-Meier-Methode und Log-Rank-Tests benutzt. Die opti-
malen Cut-Off-Werte konnten ebenfalls wieder tiber die Grenzwertoptimierungskurven
(ROC-Kurven) und den Youden-Index erhalten werden. Fir die univariaten und mul-
tivariaten Analysen wurde das Cox-Regressionsmodell verwendet. Fur die Analysen
kamen wiederum die Softwareprogramme SPSS, Prism und Corel Draw zum Einsatz.
Im nachsten Kapitel dieser Arbeit werden nun die Ergebnisse der Analyse dargestellt
und beschrieben.
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5. Ergebnisse

5.1 Darstellung der Expression von GPA33 in kolorektalen Karzinomen

GPAS33 ist ein Zelloberflachenantigen, das mit einer hohen Spezifitdt und Sensitivitat
in Zellen des Gastrointestinaltrakts und in Gber 95 Prozent der Falle bei CRCs expri-
miert wird. Zur Verdeutlichung der Unterscheide zwischen Kolon-Normalschleimhaut
und Tumorgewebe des CRCs wurden in Abbildung 13 eine GPA33-Farbung von nor-
maler Kolonschleimhaut und CRC-Gewebe gegenubergestellt. In beiden Darstellun-
gen wird die GPA33-Expression durch den brauen Farbstoff 3,3-Diaminobenzidin
sichtbar gemacht. Zur priméren Einordnung der GPA33-Expressionsverteilung bei ko-
lorektalen Karzinomen wurden einzelne TMAs von CRC-Patienten, die mit einem farb-
gekoppelten GPA33-Antikorper angefarbt wurden, mikroskopisch in Bezug auf ihre
Verteilung untersucht. Im Vergleich zur normalen Schleimhaut wird beim CRC die ge-
ordnete Struktur aufgegeben. Die Zellkerne sind mit grof3en Nucleoli gefullt, die auch
eine atypische Form annehmen kdnnen. Da die Tumorzellen nicht mehr der Kontak-
tinhibition unterliegen, kbnnen Sie ihren Zellverband verlassen und in das umliegende

Stroma infiltrieren (Siegenthaler und Blum, 2006).

Abbildung 13: Gegentberstellung der GPA33-Farbung bei normaler Darmschleimhaut (Links)
und CRC-Schleimhaut (Rechts). Darstellung zweier histologischer Préparate mit GPA33-Farbung. Im
linken Bild wird das Farbeverhalten bei physiologisch normaler Darmschleimhaut dargestellt. Im rechten
Bild wird dagegen das Farbeverhalten der Schleimhaut bei einem Patienten mit kolorektalem Karzinom
abgebildet. Beim CRC-Patienten zeigen sich Zellen, deren Zellkerne eine atypische Form aufweisen
und mit groRen Nucleoli gefiillt sind. Zudem wird bei der CRC-Schleimhaut die physiologisch normale,

geordnete Struktur aufgegeben.
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Im n&chsten Schritt wurden die TMASs von Patienten mit kolorektalen Karzinomen mik-
roskopisch noch genauer betrachtet. In der Beurteilung der einzelnen TMAs konnte
festgestellt werden, dass die Expression von GPAS33 innerhalb des Tumorgewebes
einer heterogenen Verteilung unterliegt. Im Zentrum des Tumors wurde eine starke
Farbung und somit eine hohe Expression von GPA33 verzeichnet, wohingegen zum
Tumorrand bzw. zur Tumorinvasionsfront hin eine geringere Farbung vorlag. In Abbil-
dung 14 wird die heterogene Verteilung anhand eines Tumorbeispiels zur Verdeutli-
chung schematisch aufgezeigt. Unter besonderer Betrachtung der einzelnen Zellen
wurde in diesem Zusammenhang eine spezifische GPA33-Farbung an den Zellmemb-
ranen festgestellt, wahrend das Zytoplasma und das umliegende Stroma keine Féar-
bung aufweisen konnten. Damit konnte zudem die Eigenschaft von GPA33 als Epithel-
und Adhasionsprotein bestarkt werden (Johnstone et al., 2000; Frey et al., 2008; Wil-
liams et al., 2015). Da auch die WNT-Aktivitat einer heterogenen Verteilung im Tum-
orgewebe folgt, erschien es sinnvoll den Zusammenhang der WNT-Aktivitat und der

GPA33-Expression im weiteren Verlauf genauer zu untersuchen.

Tumorzentrum

’ Tumorinvasionsfront

GPA33-Expression ‘

Abbildung 14: Abbildung der heterogenen Verteilung von GPA33 innerhalb des Tumors. Sche-
matische Darstellung der intratumoralen GPA33-Expressionsverteilung anhand eines beispielhaften
histologischen Préparats der angefarbten Schleimhaut eines Patienten mit kolorektalem Karzinom
(Links). Abbildung des GPA33-Expressionsgefélles vom Tumorzentrum zur Tumorinvasionsfront
(Rechts).
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5.2 Beurteilung des Zusammenhangs von GPA33 mit der WNT-Aktivitat

und der B-Catenin-Expression bei kolorektalen Karzinomen
5.2.1 Darstellung der GPA33-Genexpression bei niedriger und hoher WNT-Aktivitat

Wie bereits in dieser Arbeit vorgestellt wurde stellt die WNT-Aktivitat nicht nur eine
besondere Bedeutung fur die Tumorentstehung, sondern auch fur die Tumorprogres-
sion dar (Vermeulen et al., 2010; Horst et al., 2012; Kahn, 2014). Auch wenn sowohl
Zellen mit hoher, als auch mit niedriger WNT-Aktivitéat neue Tumore ausbilden kénnen,
kann in nahezu allen kolorektalen Karzinomen eine Aktivierung des WNT-Signalwegs
beobachtet werden (Horst, 2013; Buchert et al., 2015).

Zur ldentifizierung von Genen, die mit der WNT-Aktivitat in Verbindung stehen kdénnen,
wurden zunachst drei Genexpressionsprofile von Subpopulationen kolorektaler Karzi-
nomzellen mit niedriger und hoher WNT-Aktivitat verglichen (Vermeulen et al., 2010;
Horst et al., 2012). Hierbei zeigte sich, dass eine hohe WNT-Aktivitdt mit einer niedri-
gen GPA33-Expression und eine niedrige WNT-Aktivitat mit einer hohen GPA33-Ex-
pression korreliert. Die Ergebnisse der Vergleichsanalyse wurden zur besseren Uber-
sicht in einer Heatmap dargestellt (Abbildung 15). Zur Erstellung der Heatmap wurden
neben GPA33 noch weitere Gene der Caco-2-Tumorzelllinie ausgewéhlt. Die Heatmap
verdeutlicht, dass die GPA33-Expression eine inverse Korrelation zur WNT-Signalak-

tivitat aufzeigt.
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Abbildung 15: Heatmap der Genexpressionsverteilung bei hoher und niedriger WNT-Aktivitat.
Heatmap zur Darstellung der inversen Korrelation der GPA33-Expression mit der WNT-Aktivitat. Abbil-
dung des Zusammenhangs weiterer ausgewahlter Gene der Caco-2-Tumorzelllinie mit der WNT-Aktivi-

tat zur besseren Vergleichbarkeit.
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5.2.2 Vergleich der Expression von (3-Catenin und GPA33

Der WNT-Signalweg wurde im Einleitungsteil dieser Arbeit bereits ausfuhrlich vorge-
stellt. Dabei wurde auch die besondere Bedeutung von B-Catenin innerhalb dieses
Signalwegs verdeutlicht. Da B-Catenin als Effektormolekil des WNT-Signalwegs direkt
mit der WNT-AKktivitdt zu korrelieren scheint, wurde die Vermutung aufgestellt, dass
der Zusammenhang zwischen B-Catenin und GPA33 weitere Auskiinfte Gber die in-
verse Verbindung zwischen der GPA33-Expression und dem Aktivitatsgrad des WNT-
Signalwegs liefern kénnte. Daher wurden einzelne TMAs mit 3-Catenin-Féarbung und
die jeweils dazu korrespondierenden TMAs mit GPA33-Farbung mikroskopisch vergli-
chen und bewertet. Eine hohe Farbintensitat wurde mit einer hohen Gen-Expression
in Verbindung gesetzt. Mehrere mikroskopische Vergleichskontrollen fihrten dabei zu
dem Ergebnis, dass eine hohe B-Catenin-Expression mit einer niedrigen GPA33-Ex-
pression im Bereich der Tumorinvasionsfront in Zusammenhang steht. Bei Betrach-
tung des Tumorzentrums war dagegen die GPA33-Expression leicht héher als die B-
Catenin-Expression einzuordnen. Der Farbintensitatsunterschied konnte hierbei aber
nicht so deutlich wie an der Invasionsfront nachgewiesen werden. Es wurde insgesamt
festgestellt, dass die GPA33-Expression im Tumorzentrum héher als an der Tumorin-
vasionsfront zu bewerten ist. Gleichzeitig zeigte sich an der Tumorinvasionsfront eine
héhere B-Catenin-Expression als im Tumorzentrum. In Gesamtschau dieser Ergeb-
nisse konnte somit mikroskopisch sowohl im Tumorzentrum, als auch in der Tumorin-
vasionsfront eine inverse Korrelation zwischen der GPA33- und p-Catenin-Expression
aufgezeigt werden, was die Grundiberlegung zur inversen Korrelation zwischen der
GPA33-Expression und der WNT-Aktivitat innerhalb kolorektaler Karzinome bestéati-
gen konnte. Abbildung 16 liefert zur Verdeutlichung der inversen Korrelation eine Ge-
genuberstellung zweier korrespondierender Vergleichspraparate eines CRC-Patienten
mit immunhistochemischer GPA33- und B-Catenin-Farbung. In Abbildung 17 werden
die Ergebnisse dieser Vergleichsanalyse zur besseren Ubersicht schematisch darge-
stellt und der Bezug zur WNT-Aktivitat verdeutlicht.
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Abbildung 16: Gegenuberstellung der intratumoralen GPA33-Farbung (Links) mit der intratumo-

ralen B-Catenin-Farbung (Rechts). Immunhistochemische Farbung zweier histologischer Ver-

gleichspréaparate eines Patienten mit kolorektalem Karzinom. In der linken Abbildung wird eine GPA33-
Farbung dargestellt. Die rechte Abbildung zeigt die korrespondierende B-Catenin-Farbung. Darstellung

der inversen Expression von GPA33 (Links) im Vergleich zur Expression von 3-Catenin (Rechts) vom
Tumorzentrum zur Tumorinvasionsfront.

Tumorzentrum

‘ Tumorinvasionsfront

GPA33-Expression ‘ ‘ B-Catenin-Expression ‘ ‘WNT-Aktivitat ‘

Abbildung 17: Vergleich der intratumoralen Verteilung der GPA33- und B-Catenin-Expression mit
der WNT-Aktivitat. Schematische Darstellung der intratumoralen Expressionsverteilungen von GPA33,

B-Catenin und der WNT-AKktivitat. Aufzeigen der inversen intratumoralen Expression von GPA33 im
Vergleich zur intratumoralen Expression von B-Catenin und der WNT-Aktivitét.
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5.3 Darstellung und Validierung der objektivierten Quantifizierungsme-
thode fir GPA33

5.3.1 Grundlagen und Messvorgang

Auch in der heutigen Zeit werden Genexpressionsmessungen in der Pathologie wei-
terhin meist sehr subjektiv mit Hilfe des Mikroskops analysiert und beurteilt. Die Ein-
teilung der Bewertung erfolgt in diesem Zusammenhang semiquantitativ und schlief3t
meist nur die Bewertungskategorien ,wenig®, ,mittel“ und ,viel“ ein, ohne aber eine
genaue Prozentzahl anzugeben. Ziel dieser Arbeit war es, neben der Beurteilung von
GPA33 als prognostischen Marker, auch eine neue eigene Methode zu entwickeln, mit
der die Genexpression objektiviert werden kann und bei der die einzelnen Analyse-
schritte leicht und schnell umzusetzen sind. Nach den bereits beschriebenen, standar-
disierten Arbeitsschritten der TMA-Erstellung, der Antikérperfarbung und der software-
unterstutzten Digitalisierung der TMAs wurde fur jede Patientenprobe mehrmals eine
objektive Intensitatsmessung durchgefuhrt. Zur Analyse wurde die Software Fiji ver-
wendet. Nach der Digitalisierung wurden zunachst mehrere geeignete Ausschnitte, so-
genannte Regions of Interest (ROIs), vom Haupttumor und der Tumorinvasionsfront
ausgewahlt und hochauflosende Screenshots dieser Bereiche erstellt. Diese Screens-
hots konnten anschlieend in die Software Fiji importiert und dort bearbeitet und ana-
lysiert werden. In Schritt 1 wurde die Bilddatei via Drag and Drop in die Software Fiji
importiert. Daraufhin wurde in Schritt 2 eine Farb-Dekonvolution durchgefiihrt. Dabei
wurden drei zusétzliche farbaufgesplitterte Bilddateien erhalten. Im nachsten Schritt
wurde nur die Bilddatei mit dem braunen Farbstoff weiterverwendet, da fur den GPA33-
Féarbeprozess 3,3‘- Diaminobenzidin, ein brauner Farbstoff, benutzt wurde. Die ausge-
wahlte Bilddatei wurde Uber einen Threshholdbefehl (Schwellenmessungs-Befehl) in
eine Bilddatei mit rot-weiRem Filter umgewandelt, mit der eine bessere Intensitatsmes-
sung maoglich war (Schritt 3). Nun konnte manuell Tumorgewebe im Haupttumor und
an der Tumorinvasionsfront durch Nutzung der angebotenen Werkzeuge von Fiji mar-
kiert und daraufhin eine Farbintensitdtsmessung durchgefihrt werden (Schritt 4). Ab-
tumor- und eine Tumorinvasionsfrontmessung der GPA33-Expression zur besseren

Veranschaulichung grafisch dar.
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Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Abbildung 18: Darstellung der Analyseschritte der Software Fiji im Haupttumorbereich des
CRCs. Schematische Darstellung der einzelnen Analyseschritte zur Bewertung der GPA33-Expression
in kolorektalen Karzinomen anhand von digitalisierten, immunhistochemisch angeféarbten, histologi-
schen Praparaten mit Hilfe der Software Fiji. Nach dem Import der Bilddatei (Schritt 1), erfolgte die
Dekonvolution (Schritt 2) und die Threshholdbearbeitung (Schritt 3). AnschlieBend wurde die Intensitéts-

messung eines vorher festgelegten Haupttumorbereichs der Bilddatei durchgefuhrt (Schritt 4).
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Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Abbildung 19: Darstellung der Analyseschritte der Software Fiji im Tumorinvasionsfrontbereich
des CRCs. Schematische Darstellung der einzelnen Analyseschritte zur Bewertung der GPA33-Expres-
sion in kolorektalen Karzinomen anhand von digitalisierten, immunhistochemisch angefarbten, histolo-
gischen Praparaten mit Hilfe der Software Fiji. Nach dem Import der Bilddatei (Schritt 1), erfolgte die
Dekonvolution (Schritt 2) und die Threshholdbearbeitung (Schritt 3). AnschlieRend wurde die Intensi-

tatsmessung eines vorher festgelegten Tumorinvasionsfrontbereichs der Bilddatei durchgefihrt
(Schritt 4).
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Hierbei wurden jeweils Messungen bei einem Threshholdabsolutwert von 160 und 200
durchgefiihrt, um die Moéglichkeit zu nutzen, auch nur schwach angefarbte TMAs noch-
mal weiter zu unterteilen. Die Messungen wurden mehrmals wiederholt, um eine hohe
Validitat zu gewahrleisten. Die Ergebnisse der Messungen wurden anschliel3end in
eine Excel-Tabelle eingetragen. Fur jede Patientenprobe wurden mehrere Haupttu-
mor- und Tumorinvasionsfrontwerte mit einer Genauigkeit von vier Nachkommastellen

in die Tabelle aufgenommen.

5.3.2 Validierung der Messmethode

Nachdem die Bewertungstabelle fertig gestellt wurde, wurde eine Validierung der
Messmethode durchgefuhrt, um nachzuweisen, ob die Methode auch geeignet ist, die
Genexpression von GPA33 im Tumor zu messen und, um zu Uberprtfen, ob die Me-
thode eventuell auch fir weitere Proteinmessungen in Tumoren anwendbar ist.

Im ersten Schritt der Validierung wurde hierbei eine semiquantitative, mikroskopische
Bewertung mehrerer ausgewahlter TMAs mit GPA33-Farbung aus dem UICCII-Kollek-
tiv durchgefuhrt. Fir den Vergleich der semiquantitativen mit der automatisierten Be-
wertung wurden hierftr exemplarisch 40 TMAs mit semiquantitativ hoher GPA33-Ex-
pressionsbewertung mit den Ergebnissen aus der automatisierten GPA33-Expressi-
onsbewertung im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront verglichen. Insgesamt
wurden 20 Messwerte des Haupttumors und 20 Messwerte an der Tumorinvasions-
front eingeschlossen. Es zeigte sich in 39 von 40 Fallen (97,5%) eine Ubereinstim-
mung. Hohe GPA33-Expressionswerte im Haupttumor und hohe GPA33-Expressions-
werte an der Tumorinvasionsfront aus der semiquantitativen Bewertung korrelierten
mit hohen GPA33-Expressionswerten aus der automatisierten Bewertung. Bei einem
Threshholdwert von 200 wies der Mittelwert der prozentualen GPA33-Expressions-
auspragung dabei einen Wert von 87,21% im Haupttumor und einen Wert von 40,10%
an der Tumorinvasionsfront auf. Die Standardabweichung der Haupttumormessung
betrug +6,50. Die Tumorinvasionsfrontmessung lieferte eine Standardabweichung von
+8,83.

Des Weiteren wurden fur die Validierung der Messmethode 40 TMAs mit semiquanti-
tativ niedriger GPA33-Expressionsbewertung mit den Ergebnissen aus der automati-
sierten GPA33-Expressionsbewertung im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront
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verglichen. Es wurden wiederum 20 Messwerte des Haupttumors und 20 Messwerte
an der Tumorinvasionsfront flr den Vergleich hinzugezogen. Es zeigte sich in 38 von
40 Fallen (95,0%) eine Ubereinstimmung. Niedrige GPA33-Expressionswerte im
Haupttumor und niedrige GPA33-Expressionswerte an der Tumorinvasionsfront aus
der semiquantitativen Bewertung korrelierten mit niedrigen GPA33-Expressionswerten
aus der automatisierten Bewertung. Bei einem Threshholdwert von 200 wies der Mit-
telwert der prozentualen GPA33-Expressionsauspragung dabei einen Wert von
34,14% im Haupttumor und einen Wert von 11,70% an der Tumorinvasionsfront auf.
Die Standardabweichung der Haupttumormessung betrug +22,61. Die Tumorinvasi-
onsfrontmessung lieferte eine Standardabweichung von +9,41.

In Zusammenschau der Ergebnisse konnte eine grundsétzliche Ubereinstimmung der
semiquantitativen, mikroskopischen Bewertung mit den Ergebnissen der automatisier-
ten Bewertung gezeigt und damit ein Validitatsnachweis der neuen objektivierten
Messmethode erzielt werden.

Im nachsten Schritt wurde Gberprft, ob die Mittelwerte der Messungen der einzelnen
Patienten auch die in dieser Arbeit bereits vorgestellte heterogene Verteilung der
GPA33-Expression im Tumor nachweisen kdonnen. Hierzu wurde fir die Threshhold-
werte 160 und 200 jeweils ein Vergleich der Expressionsverteilung von GPA33 im
Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Mittel-
wertvergleiche werden in Abbildung 20 in Form eines Punktwolkendiagramms darge-
stellt. Den Punktwolkendiagrammen wurden dabei zusatzlich immer noch das Be-
stimmtheitsmal r2 und der p-Wert der Messung hinzugefligt. Das Bestimmtheitsmaf3
ist ein Gutemalf} zur Beschreibung des linearen Zusammenhangs zwischen zwei Wer-
ten. Der r2-Wert liegt dabei zwischen 0 und 1. Je ndher der Wert an der 1 liegt, desto
besser ist die unabhangige Variable in der Lage, die abhéangige Variable vorherzusa-
gen. Folglich kann bei einem Wert von 1 gesagt werden, dass die unabhangige Vari-
able die abhangige Variable vollstandig erklart. Der p-Wert beschreibt dagegen die
Wahrscheinlichkeit, bei gezogener Stichprobe, ein solches Stichprobenergebnis zu er-
halten, wenn die Nullhypothese wahr ist. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 fest-
gelegt. Unterschreitet der p-Wert das Signifikanzniveau, dann wird die Nullhypothese
abgelehnt (Statista, 2020).
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Abbildung 20: Mittelwertvergleich des Haupttumors und der Tumorinvasionsfront bei Thresh-
holdwerten 160 und 200. Schematische Darstellung der Mittelwertvergleiche der GPA33-Expression
im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront bei den Treshholdwerten 160 und 200. Die r>-Werte

geben das BestimmtheitsmalR, die p-Werte die Signifikanz wieder (Signifikanzniveau 0,05).

Abbildung 20 verdeutlicht, dass der Median der Farbintensitatsmittelwerte sowohl bei
der Schwellenmessung mit Threshholdwert 160, als auch bei der Messung mit Thresh-
holdwert 200 im Haupttumor deutlich héher ist als an der Invasionsfront. Aufgrund der
Voruberlegung, dass die Farbintensitat mit der Expression des betrachteten GPA33-
Gens in direktem Zusammenhang steht, zeigt dies, dass im Haupttumor eine héhere
GPA33-Expression als an der Invasionsfront vorliegt, was die Ergebnisse der vorheri-
gen Kapitel bestatigt. Die r2-Werte von 0,6183 und 0,7853 bedeuten einen mittleren
bis mittel-hohen linearen Zusammenhang der beiden Mittelwerte der Intensitdtsmes-
sung. AulRerdem zeigte sich jeweils statistische Signifikanz mit p-Werten kleiner
0,0001 bei vorgegebenem Signifikanzniveau von 0,05. Somit konnte auch durch den
Mittelwertvergleich gezeigt werden, dass die Messmethode mit den subjektiven, semi-

guantitativen Bewertungen tbereinstimmt.
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Abbildung 21: Regressionsanalyse zur Validierung der neuen Messmethode. Darstellung der Re-
gressionsanalyse der Mittelwerte der GPA33-Expression mit den gemessenen maximalen GPA33-Ex-
pressionswerten im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront bei den Treshholdwerten 160 und 200.

Die r2-Werte geben das Bestimmtheitsmal3, die p-Werte die Signifikanz wieder (Signifikanzniveau 0,05).

AnschlieRend wurden noch die Mittelwerte auf ihren Zusammenhang mit den einzel-
nen detektierten Messwerten Uberprift. Dazu wurden die Mittelwerte mit den jeweils
grof3ten Werten einer jeden Patientenmessung bei Threshholdwert 160 und Thresh-
holdwert 200 im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront mit Hilfe einer Regressi-

onsanalyse verglichen. In Abbildung 21 konnte die direkte Verbindung der jeweiligen
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Mittelwerte mit den Maximalwerten gezeigt werden. Dabei wurde ein hoher linearer
Zusammenhang zwischen den Maximalwerten und den Mittelwerten nachgewiesen,
da das Bestimmtheitsmal} jeweils einen Wert von 0,9 tibersteigt. Zudem konnte jeweils
auch wieder statistische Signifikanz mit einem p-Wert kleiner 0,0001 bei vorgegebe-
nem Signifikanzniveau von 0,05 erzielt werden. Mit dieser Analyse wurde gezeigt, dass
bei den Patienteneinzelmessungen die jeweiligen Werte nicht stark verstreut liegen
und der Mittelwert somit eine gute Aussagekraft Gber die Einzelmessungen liefert.
Durch den Einsatz der semiquantitativen Nachkontrolle, den direkten Mittelwertver-
gleich und der anschlieRenden Mittelwertiberprifung durch die Gegenuberstellung
der Mittelwerte mit den jeweiligen Maximalwerten konnte die neue, objektivierte und
softwareunterstitzte Messmethode validiert und ihre Eignung fur die Genexpressions-
messung von GPA33 nachgewiesen werden. Mit Hilfe der neuen Expressionsmess-
methode konnte dabei jedem Patienten ein exakter Wert von 0 bis 100 Prozent fur die
Expression im Haupttumor und in der Tumorinvasionsfront unter Berticksichtigung un-
terschiedlicher Intensitatsschwellen (Threshhold bei 160 und bei 200) zugeordnet wer-
den. Damit wurde eine Alternative zur klassischen semiquantitativen Bewertungsme-
thode unter Nutzung des Mikroskops entwickelt, die in ihren Arbeitsschritten auch fir
die Expressionsmessung von anderen Proteinen innerhalb von Tumoren grundsatzlich

angewendet werden kann.

5.4 Uberpriifung der Eignung von GPA33 als prognostischer Marker
5.4.1 Nachweis am TCGA-Kollektiv

In diesem abschliel3enden Kapitel wird nun noch die Eignung von GPA33 als prognos-
tischer Marker Uberprift. Bevor eine weitere Analyse der bereits validierten Messer-
gebnisse des UICCII-Kollektivs durchgefuhrt wurde, wurde GPA33 zunachst einfiih-
rend als Bioprognosemarker am Beispiel eines grof3en TCGA-Patientenkollektivs un-
tersucht. Dabei wurden zunachst Uberlebens- und Genexpressionsdaten von der
Homepage des ,Cancer Genome Atlas“ heruntergeladen (Cancer Genome Atlas,
2020) und mit diesen Daten der Zusammenhang zwischen der GPA33-Expression und
den Uberlebenszahlen ermittelt. Insgesamt stellte das TCGA-Kollektiv die Genexpres-
sionsdaten von 457 Patienten, von denen insgesamt 379 Patienten zusatzlich Follow-
Up-Daten besal3en. Die Kaplan-Meier-Analyse und die Log-Rank-Testung des TCGA-
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Kollektivs ergaben unter statistischer Signifikanz (p-Wert von 0,018 bei vorgegebenem
Signifikanzniveau von 0,05), dass eine hohe GPA33-Expression mit einem langeren
tumorspezifischen Uberleben in Verbindung steht. Eine niedrige GPA33-Expression
weist dagegen ein niedrigeres tumorspezifisches Uberleben auf. Diese Ergebnisse
deuten an, dass die GPA33-Proteinexpression als Prognosemarker fiir das Uberleben
bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen potentiell eingesetzt werden kdnnte (Abbil-
dung 22).
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Abbildung 22: ROC-Kurven- und Kaplan-Meier-Analyse des TCGA-Patientenkollektivs. Darstel-
lung der ROC-Kurvenanalyse des TCGA-Patientenkollektivs (Links) mit Abbildung des optimalen Cut-
Off-Werts (Pfeil). Zudem Darstellung der Kaplan-Meier-Analyse des tumorspezifischen Uberlebens fur
hohe und niedrige GPA33-Expression unter Nutzung des optimalen Cut-Off-Werts (Rechts). Der p-Wert
gibt die Signifikanz der Analyse wieder (Signifikanzniveau 0,05).

5.4.2 Validierung am UICCII-Patientenkollektiv

Im folgenden Schritt wurde versucht, die Ergebnisse aus der TCGA-Kollektivanalyse
mit Hilfe eines kleineren Patientenkollektivs zu bestatigen. Dabei wurde das UICCII-
Patientenkollektiv, das bereits in dieser Arbeit fir die Bewertung bei der neuen, objek-
tivierten und softwareunterstitzten Messmethode verwendet wurde, hinzugezogen.
Des Weiteren wurden die Messwerte der GPA33-Expression im Haupttumor und an
der Tumorinvasionsfront bei unterschiedlichen Threshholdwerten aus dieser Arbeit

wieder aufgegriffen.

48



5.4.2.1 Klinische Daten des UICCII-Patientenkollektivs

Tabelle 1: Klinische Daten und GPA33-Expression im UICCII-Patientenkollektiv

(Tumorinvasionsfrontmessung bei den Threshholdwerten 160 und 200)

GPA33- GPA33-
Eigenschaften Total Expression Expression
IF160 IF200
niedrig hoch p niedrig hoch p
Alle Patienten 209 (100) 138 (66) 71 (34) 114 (54,5) 95 (45,5)
Alter:
< 68 Jahre 102 (48,8) 69 (67,6) 33(32,4) 0,630 58 (56,9) 44 (43,1) 0,511
= 69 Jahre 107 (51,2) 69 (64,5) 38 (35,5) 56 (52,3) 51 (47,7)
Geschlecht:
Mannlich 114 (54,5) 77 (67,5) 37 (32,5) 0,612 62 (54,4) 52 (45,6) 0,960
Weiblich 95 (45,5) 61 (64,2) 34 (35,8) 52 (54,7) 43 (45,3)
Tumorgrad:
niedrig 198 (94,7) 132 (66,7) 66 (33,3) 0,409 107 (54) 91 (46) 0,534
hoch 11 (5,3) 6 (54,5) 5 (45,5) 7 (63,6) 4 (36,4)
Tumorstadium:
T3 171 (81,8) 108 (63,2) 63 (36,8) 0,063 89 (52) 82 (48) 0,124
T4 38 (18,2) 30 (78,9) 8(21,1) 25 (65,8) 13 (34,2)

Tabelle 2: Klinische Daten und GPA33-Expression im UICCII-Patientenkollektiv
(Haupttumormessung bei den Threshholdwerten 160 und 200)

GPA33- GPA33-
Eigenschaften Total Expression Expression

HT160 HT200

niedrig hoch p niedrig hoch p

Alle Patienten 209 (100) 87 (41,6) 122 (58,4) 55 (26,3) 154 (73,7)
Alter:
< 68 Jahre 102 (48,8) 45 (44,1) 57 (55,9) 0,476 31(30,4) 71 (69,6) 0,191
> 69 Jahre 107 (51,2) 42 (39,3) 65 (60,7) 24 (22,4) 83 (77,6)
Geschlecht:
Ménnlich 114 (54,5) 47 (41,2) 67 (58,8) 0,898 29 (25,4) 85 (74,6) 0,752
Weiblich 95 (45,5) 40 (42,1) 55 (57,9) 26 (27,4) 69 (72,6)
Tumorgrad:
niedrig 198 (94,7) 82 (41,4) 116 (58,6) 0,791 51 (25,8) 147 (74,2) 0,437
hoch 11 (5,3) 5 (45,5) 6 (54,5) 4(36,4) 7 (63,6)
Tumorstadium:
T3 171 (81,8) 68 (39,8) 103 (60,2) 0,247 44 (25,7) 127 (74,3) 0,684
T4 38 (18,2) 19 (50) 19 (50) 11 (28,9) 27 (71,1)

Die Expressionsergebnisse der neuen Messmethode wurden nun im néchsten Schritt
mit den klinischen Daten des UICCII-Patientenkollektivs, bezogen aus dem Tumorre-
gister Miinchen, zusammengefiihrt und zur besseren Ubersicht in tabellarischer Form
dargestellt. Es wurden die Faktoren Alter, Geschlecht, Tumorgrad und Tumorstadium
eingebunden. Die Alterseinordnung erfolgte Uber den Median des Alters als Grenze.

Fur die Gruppenaufteilung zwischen hoher und niedriger GPA33-Expression wurde die
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Cut-Off-Werte des tumorspezifischen Uberlebens aus dem nachsten Kapitel dieser Ar-
beit verwendet. Die Tabellen 1 und 2 zeigen die Verknlipfung der Datensatze unter
Bericksichtigung der unterschiedlichen Threshholdwerte und der Expressionslokali-
sation im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront auf. Signifikante Einflisse des
Alters, des Geschlechts, des Tumorgrades und des Tumorstadiums auf die GPA33-
Expression konnten hierbei, beim vorgegebenen Signifikanzniveau von 0,05, in univa-

riater Betrachtung nicht nachgewiesen werden.

5.4.2.2 Analyse des tumorspezifischen Uberlebens

Mittels einer ROC-Kurvenanalyse und unter Nutzung des Youden-Indexes wurden die
Cut-Off-Werte zur Einteilung der Messgruppen ermittelt. Zunachst wurden mit der Ana-
lysesoftware SPSS die einzelnen ROC-Kurven erstellt. Durch Verwendung der Sensi-
tivitats- und ,1 - Spezifitats“-Werte konnte daraufhin der Youden-Index zur Detektion
des jeweils besten Cut-Off-Wertes verwendet werden.

Der Youden-Index ist definiert als die Summe aus der Sensitivitat und der ,Spezifitat —
1%, Theoretisch sind Werte zwischen -1 und 1 mdglich, jedoch werden nur Werte zwi-
schen 0 und 1 als sinnvoll erachtet. Der beste Cut-Off-Wert wird Giber den maximalen
Youden-Index bestimmt. Der Youden-Index dient als Maf3, mit dessen Hilfe durch Nut-
zung von ROC-Kurven entschieden werden kann, welcher Schwellenwert die beste
Eignung besitzt, um bei einem Messvorgang zwei Gruppen auseinander zu halten
(Vexler etal., 2008). Im Folgenden wird zunachst der Zusammenhang von der GPA33-
Expression und den Uberlebensdaten der Patienten dargestellt (Abbildung 23). Der
beste Cut-Off-Wert wurde in den Grafiken mit einem Pfeil abgebildet. Die Darstellung
der einzelnen ROC-Kurven zeigte nicht den erwarteten klassischen ROC-Kurvenver-
lauf. Stattdessen verliefen die ROC-Kurven relativ symmetrisch um die Diagonale, was

auf einen Zufallsprozess der Expressionsverteilung hindeutet.
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Abbildung 23: ROC-Kurvenanalyse fur das tumorspezifische Uberleben. Schematische Darstel-
lung der ROC-Kurvenanalysen des tumorspezifischen Uberlebens im Haupttumor und an der Tumorin-

vasionsfront bei den Threshholdwerten 160 und 200. Zudem Abbildung der optimalen Cut-Off-Werte
(Pfeile).

Mit Hilfe der ermittelten Cut-Off-Werte wurde im nachsten Schritt eine Kaplan-Meier-
Analyse durchgefihrt. Der Kaplan-Meier-Schétzer ist ein Element der Ereigniszeitana-
lyse. Geprift wird die Wahrscheinlichkeit, dass bei einem Versuchsobjekt innerhalb
eines bestimmten Zeitintervalls ein bestimmtes Ereignis nicht eintritt. In der Medizin
wird die Kaplan-Meier-Methode fuir Uberlebenszeitanalysen eingesetzt (Goel et al.,
2010; Zwiener et al., 2011). Zuséatzlich zu den Kaplan-Meier-Kurven wurden auch der
Hazard Ratio (HR) Wert und der p-Wert in den Grafiken angegeben. Der Hazard Ratio

Wert gibt das Risikoverhaltnis flr den Eintritt eines bestimmten Ereignisses in einem
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vorgegebenen Zeitraum zwischen zwei betrachteten Gruppen an. Das Risiko der bei-
den Gruppen wird dabei ins Verhaltnis gesetzt (Spruance et al., 2004). Der p-Wert
wurde wiederum fiur die Einschatzung der Bewertung zu einem vordefinierten Signifi-
kanzniveau von 0,05 verwendet. Die Kaplan-Meier-Kurven fur das tumorspezifische
Uberleben wurden mit den jeweils ermittelten optimalen Cut-Off-Werten erstellt (Abbil-

dung 24).
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Analyse fiir das tumorspezifische Uberleben. Schematische Darstel-
lung der Kaplan-Meier-Analysen des tumorspezifischen Uberlebens fiir hohe und niedrige GPA33-Ex-
pression im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront bei den Threshholdwerten 160 und 200 unter
Nutzung der optimalen Cut-Off-Werte. Zudem Angabe der jeweiligen Hazard Ratio Werte und der p-

Werte der Analysen (Signifikanzniveau 0,05).
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Die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse zeigten nicht den erwarteten klassischen
Kurvenverlauf mit einer klaren Trennung der Kurven zwischen den einzelnen Untersu-
chungsgruppen. Dies kénnte auf eine Unabhangigkeit der GPA33-Expression zum tu-
morspezifischen Uberleben schlieBen lassen. Die Hazard Ratio Werte deuteten darauf
hin, dass die Patienten mit einem hohen GPA33-Expressionswert im Haupttumor und
in der Tumorinvasionsfront eine leicht hohere Wahrscheinlichkeit fur ein langeres tu-
morspezifisches Uberleben haben. Die p-Werte konnten dagegen mit Werten groRer
0,05 beim vorgegebenen Signifikanzniveau von 0,05 keine statistische Signifikanz zei-
gen. Jedoch zeigten zumindest einzelne p-Werte, wie beispielsweise der p-Wert von
0,094 bei der Tumorinvasionsfrontmessung mit Threshholdwert 200, dass die Tendenz
zur Signifikanz zu erkennen ist und deshalb grundsatzlich auch ein Zusammenhang
zwischen der GPA33-Expression und dem tumorspezifischen Uberleben bestehen
konnte. Zur weiteren Untersuchung wurde die Messergebnisse der GPA33-Expression
mit dem p-Wert, der am néachsten zur Signifikanz strebte, flr eine multivariate Analyse
herangezogen. Es wurden die GPA33-Expressionswerte der Invasionsfrontmessung
bei Threshholdwert 200 (p-Wert von 0,094) hinzugezogen und mit weiteren Variablen
des Kollektivs unter dem Gesichtspunkt des tumorspezifischen Uberlebens untersucht.
Unter Beriicksichtigung eines moglichen Einflusses weiterer Variablen konnte erneut
keine Signifikanz der GPA33-Messergebnisse in Assoziation mit dem tumorspezifi-
schen Uberleben gezeigt werden. Es zeigte sich dagegen erwartungsgemal eine
starke Assoziation des Tumorstadiums mit dem tumorspezifischen Uberleben.

Tabelle 3: Multivariate Analyse des tumorspezifischen Uberlebens fiir das UICCII-Pa-

tientenkollektiv (GPA33-Messwerte der Invasionsfront bei Threshholdwert 200)

Variablen Tumorspezifisches Uberleben

HR (95% Konfidenzintervall) P
Alter (<68 / 2 69) 1,5 (0,87-2,73) 0,135
Geschlecht (F / M) 0,9 (0,50-1,55) 0,651
Tumorgrad (niedrig / hoch) 1,4 (0,52-4,03) 0,487
Tumorstadium (3 /4) 2,1 (1,12-3,97) 0,021

GPA33 (niedrig / hoch) 0,7 (0,36-1,19) 0,168
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5.4.2.3 Analyse des progressionsfreien Uberlebens

Nach Testung der GPA33-Expression in Bezug auf das tumorspezifische Uberleben
wurde im nachsten Schritt noch der Zusammenhang der Expression des GPA33-Gens
mit der Tumorprogression Uberprift. Wiederum wurden mittels ROC-Kurvenanalyse
und unter Verwendung des Youden-Indexes jeweils die optimalen Cut-Off-Werte be-
stimmt. Abbildung 25 zeigt die einzelnen ROC-Kurven unter den vorgegebenen
Threshholdwerten fiir das progressionsfreie Uberleben. Auch in diesem Fall zeigten
die einzelnen Tumorprogressions-ROC-Kurven nicht den erwarteten klassischen
ROC-Kurvenverlauf. Wiederum ordneten sich die Kurven sehr nahe und relativ sym-
metrisch um die Diagonale an, was unter reiner Betrachtung der ROC-Kurven auf ei-
nen Zufallsprozess der Expression von GPA33 in Bezug auf die Tumorprogression
hindeutet. Die Pfeile weisen wiederum auf die jeweiligen optimalen Cut-Off-Werte hin.
Mit Hilfe der Uber die ROC-Kurven und den Youden-Index ermittelten optimalen Cut-
Off-Werte wurden im folgenden Schritt auch fiir das progressionsfreie Uberleben Ka-
plan-Meier-Kurven ermittelt. In diesem Zusammenhang wurde die Tumorprogression
als Endpunkt festgesetzt.

Die einzelnen Kaplan-Meier-Kurven zeigten auch fiir das progressionsfreie Uberleben
nicht den erwarteten Verlauf. Anhand der Graphen war keine eindeutige Trennung
zwischen den Gruppen mit hoher GPA33-Expression und den Gruppen mit niedriger
GPA33-Expression zu erkennen, was wiederum bedeuten konnte, dass die GPA33-
Expression auch vom progressionsfreien Uberleben unabhéngig ist. Die Hazard Ratio
Werte deuteten einen leichten Unterschied der beiden Gruppen an. Hierbei kdnnten
Gruppen mit hohen GPA33-Expressionswerten tendenziell ein langeres progressions-
freies Uberleben aufzeigen. Dies kann als Hinweis gedeutet werden, dass eine héhere
GPA33-Expression sowohl im Haupttumorbereich, als auch in der Tumorinvasions-
front mit einem langeren progressionsfreien Uberleben im Zusammenhang stehen
konnte. Statistische Signifikanz konnte mit den einzelnen p-Werten beim vorgegebe-
nen Signifikanzniveau von 0,05 wiederum nicht bestétigt werden. In Abbildung 26 wer-
den die einzelnen Kaplan-Meier-Kurven fir das progressionsfreie Uberleben wieder
unter Angabe der Hazard Ratio (HR) und des p-Wertes (Signifikanzniveau 0,05) flr

die jeweils berechneten Cut-Off-Werte dargestellt.
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ROC-Kurven progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 25: ROC-Kurvenanalyse fur das progressionsfreie Uberleben. Schematische Darstel-
lung der ROC-Kurvenanalyen des progressionsfreien Uberlebens im Haupttumor und an der Tumorin-

vasionsfront bei den Threshholdwerten 160 und 200. Zudem Abbildung der optimalen Cut-Off-Werte
(Pfeile).
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Kaplan-Meier-Kurven progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Analyse fur das progressionsfreie Uberleben. Schematische Darstel-
lung der Kaplan-Meier-Analysen des progressionsfreien Uberlebens fiir hohe und niedrige GPA33-Ex-
pression im Haupttumor und an der Tumorinvasionsfront bei den Threshholdwerten 160 und 200 unter
Nutzung der optimalen Cut-Off-Werte. Zudem Angabe der jeweiligen Hazard Ratio Werte und der p-

Werte der Analysen (Signifikanzniveau 0,05).

Zur genaueren Beurteilung des Zusammenhangs der Expression von GPA33 mit dem
progressionsfreien Uberleben wurde im weiteren Verlauf nun noch eine multivariate
Analyse zur Betrachtung des Einflusses von Drittvariablen (Alter, Geschlecht, Tumor-
grad und Tumorstadium) durchgefiihrt. Wie auch schon beim tumorspezifischen Uber-
leben wurden auch beim progressionsfreien Uberleben die GPA33-Expressionsmess-
werte mit dem p-Wert, der dem Signifikanzniveau am nachsten gekommen ist, fur die

multivariate Analyse hinzugezogen. Es wurden die GPA33-Expressionsmesswerte an
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der Tumorinvasionsfront bei Threshholdwert 160 ausgewéahlt (p-Wert von 0,212). Un-

ter Berlcksichtigung eines mdglichen Einflusses anderer Variablen konnte erneut

keine Signifikanz der GPA33-Messergebnisse in Assoziation mit dem progressions-

freien Uberleben gezeigt werden, wobei sich erwartungsgemaRn eine starke Assozia-

tion des Tumorstadiums mit dem progressionsfreien Uberleben zeigte.

Tabelle 4: Multivariate Analyse des progressionsfreien Uberlebens fiir das UICCII-
Patientenkollektiv (GPA33-Messwerte der Invasionsfront bei Threshholdwert 160)

Variablen Progressionsfreies Uberleben

HR (95% Konfidenzintervall) P
Alter (<68 / 2 69) 1,1 (0,65-1,72) 0,824
Geschlecht (F / M) 0,9 (0,53-1,41) 0,551
Tumorgrad (niedrig / hoch) 1,3 (0,53-3,35) 0,537
Tumorstadium (3 / 4) 2,4 (1,39-4,02) 0,002
GPA33 (niedrig / hoch) 0,8 (0,45-1,34) 0,369
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6. Diskussion

6.1 Heterogene Verteilung von GPA33 in kolorektalen Karzinomen

Schon seit Mitte der 90er Jahre ist die Antigenstruktur GPA33 ein interessantes Ziel
der klinischen Studien. Dennoch sind bis heute nicht seine ganzen physiologischen
Funktionen und sein Einfluss auf die Entstehung und das Fortschreiten von Tumorer-
krankungen weitgehend geklart und abschlieend verstanden. In dieser Arbeit konnte
gezeigt und bestatigt werden, dass das GPA33-Protein auch im Tumorgewebe von
kolorektalen Karzinomen mit einer Antikérperfarbung sehr gut darstellbar ist. Zunachst
wurde das gesamte Tumorgewebe betrachtet. Dabei konnte eine inhomogene GPA33-
Anfarbung Uber das komplette Tumorgewebe beobachtet werden. Es wurde eine
starke Farbung im Tumorzentrum wahrgenommen, die zum Tumorrand hin deutlich
abnehmend erschien. Im nachsten Schritt wurden die Zellen daraufhin einzeln betrach-
tet. Hierbei konnte eine randstandige GPA33-Anfarbung bei den Zellen mit Ausspa-
rung des Zytoplasmas und des Stromas detektiert werden, was seine Eigenschatt als
Oberflachenantigen und Adhasionsmolekul untermauert (Heath et al., 1997; Van Niel
et al., 2001; Ackermann et al., 2008). Da unter Betrachtung des gesamten Tumorge-
webes eine inhomogene GPA33-Anfarbung mit einer Abnahme der Farbeintensitat
vom Tumorzentrum zum Tumorrand besonders auffallend war, wurde weitere Auf-
merksamkeit auf diese heterogene Verteilung gelegt. Aufgrund seiner hohen Spezifitat
und seiner hohen Sensitivitat fur Gewebe des Gastrointestinaltraktes aber auch fur
Tumore des kolorektalen Karzinoms erweckt das GPA33-Protein schon seit vielen
Jahren das Interesse der wissenschaftlichen Forschung (Abud et al., 2000; Wong et
al, 2006). In diesem Zusammenhang hat sich das GPA33-Antigen in der Vergangen-
heit als sehr zuverlassige Antikérperzielstruktur erwiesen (Infante et al., 2013). Beson-
ders in vitro konnten dabei sehr gute Ergebnisse erzielt werden. Aber auch in vivo
konnte die Antigenstruktur bereits einige Erfolge im Bereich der diagnostischen und
therapeutischen Verfahren erzielen. So konnte beispielsweise die gute Eignung von
GPA33-Antikorpern fur das PET bei kolorektalen Karzinomen, aber auch eine relative
therapeutische Effizienz bei Radiochemotherapie mit radioaktivem lod aufgezeigt wer-
den (Barendswaard et al., 2001; Frey, 2008; Carrasquillo et al., 2011). In den meisten
Arbeiten wurde dabei das GPA33-Antigen jedoch nur isoliert als sehr gute Antikbper-
zielstruktur mit einer hohen Spezifitat und Sensitivitat fur kolorektale Karzinome be-

trachtet und kein besonderer Schwerpunkt auf die intratumorale Verteilung von GPA33
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gelegt. Mit Hilfe der neuen Erkenntnisse der heterogenen Verteilung von GPAS33 in-
nerhalb des Tumors, die in dieser Arbeit gewonnen werden konnten, kébnnen neue
Ansatze fur die Betrachtung der GPA33-Zielstruktur entwickelt werden. Vor allem die
Abnahme der GPA33-Genexpression im Bereich der Tumorinvasionsfront, verglichen
mit dem Tumorzentrum, liefert Potential fir die Bildung neuer Hypothesen. Es kann
die Hypothese aufgestellt werden, dass die Verteilung des GPA33-Proteins innerhalb
des Tumors Auswirkungen auf das Wirksamkeitslevel von Antikdrpern, die fur diag-
nostische und therapeutische Zwecke eingesetzt werden, besitzt. Es wurde bereits
beschrieben, dass GPA33-Antikdrpertherapien nur eine relative Effizienz gezeigt ha-
ben (Barendswaard et al., 2001). Der Aspekt der heterogenen intratumoralen Vertei-
lung von GPA33 kann hierbei als moéglicher Ansatz hinzugezogen werden, weshalb
Therapien unter GPA33-Nutzung teilweise nicht den Erfolg zeigen, der von ihnen er-
wartet wird. Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die im Rahmen der Che-
motherapie eingesetzten Antikérper das Tumorzentrum aufgrund der Abschirmung der
auReren Tumorzellen, die eine geringere GPA33-Expression als die Zellen im Tumor-
zentrum zeigen, nicht ausreichend erreichen. Auf der anderen Seite kann die Vermu-
tung aufgestellt werden, dass die Zellen, die den Tumorrandbereich besetzen und mit
dem gréRten Tumorstammzellpotential in Verbindung gebracht werden, nicht geni-
gend durch den Antikérper gebunden werden, wodurch nicht der volle Chemotherapie-

Effekt erzielt wird und nicht alle Tumorzellen als Ziel detektiert werden kénnen.

6.2 Bedeutung der inversen Korrelation der GPA33-Expression mit der
WNT-Aktivitat

Durch die heterogene Verteilung von GPA33 innerhalb des Tumors erschien es sinn-
voll den Zusammenhang von GPA33 mit der WNT-Aktivitat, welche innerhalb des Tu-
mors auch einer heterogenen Verteilung unterliegt, genauer zu untersuchen. Dabei
wurde unter Verwendung von Genexpressions- und WNT-Signalaktivitdtsdaten eine
inverse Korrelation zwischen der GPA33-Expression und der WNT-Aktivitat festge-
stellt. Im direkten Vergleich konnte dieser Zusammenhang auch zwischen dem Gen-
expressionsausmal von GPA33 und B-Catenin, dem Effektormolekll der WNT-Sig-
nalkaskade, detektiert werden, was die inverse Korrelation von GPA33 mit der WNT-

Aktivitat weiter festigte. Wie in dieser Arbeit beschrieben wurde, zeigen Tumorzellen,
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die an der Tumorinvasionsfront angesiedelt sind, ein hohes Tumorstammzellpotential
und gleichsam eine hohe WNT-Aktivitat. Dagegen weisen Zellen im Tumorzentrum
eher eine niedrige WNT-Signalaktivitat auf, erscheinen daftr aber mit einem héheren
Differenzierungsgrad als Zellen, die im Tumorrandbereich angesiedelt sind (Brabletz
et al., 2005; Vermeulen et al., 2010; Horst et al., 2012; Cernat et al., 2014). Unter
Bericksichtigung des aktuellen Wissenschaftsstandes und in Kombination mit den
neuen Erkenntnissen der inversen Assoziation von GPA33 zur WNT-AKktivitat kann die
Vermutung auf einen Zusammenhang der GPA33-Expression mit dem Tumorstamm-
zellpotential aufgestellt werden. Es kann die Hypothese gebildet werden, dass ein ho-
her GPA33-Proteinanteil mit einer niedrigen Tumorstammzelleigenschaft und einem
hohen Differenzierungsgrad in Verbindung gebracht werden kann, was bei einem ho-
hen Expressionsgrad von GPA33 fir eine gute Prognose bei kolorektalen Karzinomen
sprechen kann. Auf der anderen Seite kann eine niedrige GPA33-Expression mit ei-
nem niedrigen Differenzierungsgrad und dafr aber einem hohen Tumorstammzellpo-
tential zusammenhangen, was dagegen fur eine eher schlechte Prognose beim CRC
sprechen kann (Kirchner und Brabletz, 2000; Cernat et al., 2014; Kahn, 2014). Die
weiterfuhrende Untersuchung der Assoziation von GPA33 mit dem Tumorstammzell-
potential erscheint fur die Zukunft sinnvoll zu sein, da dadurch ein noch besseres Ver-
standnis fur die Proteinwirkungsweise und den Einfluss von GPA33 auf die Malignitét
bei kolorektalen Tumoren gewonnen werden kann. Wie in dieser Arbeit aufgezeigt
wurde, konnten bisher noch nicht alle Funktionen und Eigenschaften von GPA33 trotz
vieler Jahre intensiver Forschung abschlielend geklart werden (Johnstone et al.,
2002; Williams et al., 2015). Auf Grund der hohen Spezifitdt und Sensitivitat fir CRCs
erscheint es sinnvoll, dass das GPA33-Antigen auch in Zukunft weiterhin ein wichtiger
Bestandteil der Forschung des CRCs bleibt.

6.3 Weitere Einsatzmoglichkeiten der neuen, objektivierten und software-

unterstitzten Quantifizierungsmethode

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe einer neuen, objektivierten und softwareunterstitzten
Quantifizierungsmethode die Genexpression von GPA33 in kolorektalen Karzinomen
gemessen. Die neue Bewertungs- und Messmethode, die in dieser Arbeit bereits aus-
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fuhrlich beschrieben wurde, wurde dabei im Anschluss auf ihre Genauigkeit und Gul-
tigkeit Uberpruft und konnte dabei als valide und sinnvolle Methode fiir die Genexpres-
sionsanalyse von GPA33 bestatigt werden. Die neue Methode wurde entwickelt, um
eine Alternative zum Ublicherweise eingesetzten Bewertungsverfahren, das auf einem
semiquantitativen Bewertungsschema beruht, zu bieten. Das neue Quantifizierungs-
verfahren schafft die Moglichkeit, nach der Digitalisierung der TMAS, den interessanten
Bereichen im Tumorzentrum und in der Tumorinvasionsfront im Rahmen der Farbin-
tensitatsmessung eine ziemlich genaue Prozentzahl der Expression bestimmter Gene
zuzuordnen. Dadurch konnte eine Erweiterung des semiquantitativen Bewertungsver-
fahrens geboten werden. Die Messung wird in diesem Zusammenhang nicht nur ob-
jektiver gestaltet, sondern es wird auch ein genaueres Ergebnis angeboten, das die
Option fur weitere statistische Anwendungen wie beispielsweise eine exakte Cut-Off-
Bestimmung fur die Kohorteneinteilung ermdglicht. Dies fuhrt dazu, dass die Patienten
statistisch genauer in Gruppen eingeteilt werden kdnnen. Der Einsatz von Immunhis-
tochemie bei TMAs mit anschlieRender Digitalisierung und Bewertung bietet seit eini-
gen Jahren eine neue interessante Moéglichkeit kostengunstig und schnell eine grol3e
Anzahl an Gewebeproben standardisiert zu analysieren. Rossing et al. fihrte 2012
unter Nutzung von TMAs eine Expressionsmarkeruntersuchung bei Lungentumoren
durch. Dabei wurden ergdnzend die Vorteile der TMA-Nutzung dargestellt. Es wurde
neben dem wirtschaftlichen Nutzen, der Standardisierung von Tumorprofilen und der
wachsenden Zuverlassigkeit bei der Interpretation, auch eine Dokumentationsoptimie-
rung verzeichnet (Rossing et al., 2012). Szentkuti et al. untersuchte im Jahr 2015 mit
Hilfe von TMAs und digitalisierten Schnitten den Zusammenhang von Biomarkern mit
der Prognose bei Kopf- und Halstumoren (HNSCC). Dabei wurden vor allem die Mar-
ker Ki67 und p16(ink4) in Bezug auf das Uberleben bei Hypopharynxkarzinomen, die
mit einer eher unguinstigen Prognose assoziiert sind und Glottis-Tumoren, die mit einer
eher gunstigen Prognose in Verbindung gebracht werden, untersucht. In dieser Studie
konnte nachgewiesen werden, dass eine hohe Ki67-Expression mit einem schlechten
Outcome, hingegen eine niedrige Ki67-Expression mit einem guten Outcome assozi-
iert ist. AuBerdem wurde eine hohe p16(ink4)-Proteinbildung mit einem langeren Uber-
leben als eine niedrige p16(ink4)-Proteinbildung bewertet. Des Weiteren wurde in der
Studie aufgezeigt, dass der Einsatz von digitalisierten TMAs mit Immunhistochemie flr
die Bewertung von Biomarkern in Verbindung mit einer Prognoseeinordnung durchaus

geeignet ist. Allerdings wurde in diesem Fall die Bewertung der digitalisierten Bilder
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nicht mit Unterstltzung einer Software durchgefuhrt, sondern durch eine subjektive
Beurteilung (Szentikuti et al., 2015). Die Einfuhrung weiterer Softwarenutzung wird
auch in Zukunft im medizinischen Bereich voranschreiten und ein wichtiges Thema
bleiben. Die Vorteile der Nutzung von Digitalisierungsschritten und des technischen
Fortschrittes ist nicht zu leugnen und wird die bestehende Skepsis, die durchaus noch
in einigen Bereichen der Medizin zu spuren ist, in Zukunft weiter vermindern. Dabei
wird es wichtig sein, dass auch im medizinischen Bereich die Zahl der Spezialisten fur
den Bereich der Digitalisierung weiter steigt und die Kompetenzen in diesem Bereich
fortschreitend ausgebaut werden (Kontilla et al., 2018). Die neu entwickelte, objekti-
vierte und softwareunterstitzte Quantifizierungsmethode dieser Arbeit zeigt, wie der
technische Fortschritt in Kombination mit den vorhandenen Techniken der Medizin zu
einer Verbesserung fiihren kann und dadurch die Ergebnisse genauer, einheitlicher
und objektiver dargestellt werden kdonnen. Die neue Methode ist nicht mehr so stark
von der subjektiven Beurteilung der Intensitdt abhangig, sondern kann sogar relativ
genau zwischen sehr @hnlichen Marker-Auspragungen differenzieren. Die Ubertrag-
barkeit der Kombination der einzelnen Verfahrensschritte dieser Methode auf die Mes-
sung von anderen Proteinen bzw. Biomarkern in Tumoren erscheint durchaus sinnvoll.
Letztendlich besteht die Méglichkeit, jedes immunhistochemisch aufgearbeitete TMA-
Kollektiv durch Anwendung des Grundkonzeptes der dargestellten Schrittreihenfolge

zu analysieren und zu bewerten.

6.4 Bedingte Eignung von GPA33 als prognostischer Biomarker

Im abschliel3enden Kapitel dieses Diskussionsteils soll nun noch einmal auf GPA33
als prognostischen Biomarker eingegangen werden. In vielen Arbeiten wurde sich bis-
her hauptséchlich der Analyse von Biomarkern gewidmet, die mit einer negativen
Prognose bei Tumorerkrankungen in Verbindung stehen. So wurde beispielsweise
CD133 als Faktor, der mit einem schlechten Outcome bei Gallenblasen- und Gallen-
gangstumoren assoziiert wird, genauer untersucht. Die immunhistochemische Analyse
konnte CD133 als unabhangigen prognostischen Faktor bestatigen, der bei hoher Ex-
pression als Marker fiir eine schlechte Uberlebensprognose gewertet werden kann und
vor allem mit der histologischen Differenzierung und der Tumorprogression korreliert
(Mizukami et al., 2018). Des Weiteren konnen die Marker CD44 und Lgr5 erwahnt
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werden, die vor allem bei kolorektalen Karzinomen eine besondere Rolle spielen. Bei-
den Biomarkern konnte ebenfalls eine Assoziation mit der histologischen Differenzie-
rung, dem Ausmald der Tumorinfiltrationstiefe und der Lymphknoten- und Lebermeta-
stasenbildung nachgewiesen werden. Eine hohe Expression von CD44 und Lgr5 steht
dabei mit einer schlechten Prognose in Verbindung, da sie ein malignes biologisches
Verhalten, wie die Forderung der Bildung von lokalen und distalen Lymphknoten- und
Lebermetastasen bei kolorektalen Karzinomen, bewirkt (Wang et al., 2018). Biomar-
ker, die potentiell mit einer schlechten Prognose in Verbindung stehen, scheinen sich
grundsatzlich gut als Prognosemarker zu eignen (Mizukami et al., 2018; Wang et al.,
2018). Da Markern, die mit einer guten Prognose mdglicherweise in Verbindung ste-
hen kénnen, in der aktuellen Forschung bisher noch nicht so viel Aufmerksamkeit ge-
schenkt wurde, erscheint es sinnvoll, auch diese Proteine und ihre Gene zu untersu-
chen. GPA33 und sein gleichnamiges Expressionsprodukt stellt eines dieser Proteine
dar, die potentiell mit einer guten Prognose bei Expression in Verbindung stehen kon-
nen. Mit Hilfe der neu entwickelten Messmethode wurde die Expression von GPAS33 in
dieser Arbeit untersucht und statistisch mittels ROC-Kurvenanalyse, Youden-Index
und Kaplan-Meier-Methode auf seine Eignung als Prognosemarker fir das Outcome
bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen beurteilt. Dabei konnte nur bedingt eine
Eignung von GPA33 als Prognosemarker gezeigt werden. Einzelne p-Werte offenbar-
ten Tendenzen in Richtung des Signifikanzniveaus, konnten dieses aber nicht unter-
schreiten. Grundsatzlich konnte eine Neigung der hohen GPA33-Expressionswerte zu
einem langeren tumorspezifischen und progressionsfreien Uberleben erkannt werden.
Dieses Ergebnis konnte jedoch nicht abschlieRend statistisch untermauert werden.
Magliche Ursachen dafir sind, dass eine separate Betrachtung von GPA33 nicht aus-
reichend fur die Outcome-Bewertung bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen ist
und, dass gegebenenfalls weitere Einflussfaktoren, die auf die GPA33-Genexpression
wirken, bertcksichtigt werden mussen. Die heterogene Verteilung von GPA33 inner-
halb des Tumors mit Abfall der Genexpression vom Tumorzentrum zur Tumorinvasi-
onsfront wurde in dieser Arbeit bereits ausfihrlich dargestellt. GPA33 kann auch auf
Grund seiner intratumoralen Verteilung als Differenzierungsmarker bewertet werden.
Zellen mit einer hohen Differenzierung weisen ein niedriges Tumorstammzellpotential
auf und sind hauptséachlich im Tumorzentrum zu finden. Wohingegen Zellen mit einem
geringen Differenzierungsgrad und einer hohen Tumorstammzelleigenschaft im Tu-

morrandbereich zu finden sind (Kirchner und Brabletz, 2000; Cernat et al., 2014; Kahn,
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2014). Im Vergleich zu den Biomarkern CD133, CD44 und Lgr5, konnte GPA33 nur
eingeschrankt Eigenschaften eines Prognosemarkers zeigen. Der Unterschied zu den
anderen Markern ist neben der Eigenschaft als Differenzierungsprotein auch das Tu-
morstammzellpotential und damit verbunden die Progressions- und Invasionsneigung.
Auf Grund seines intratumoralen Verteilungsmusters wird der GPA33-Expression hier-
bei ein niedrigeres Tumorstammzellpotential zugeordnet (Vermeulen et al., 2010;
Horst et al., 2012; Cernat et al., 2014). Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
Biomarker, die vermehrt in randstadndigen Tumorzellen exprimiert werden und mit ei-
nem hohen Tumorstammzellpotential assoziiert sind, sich eher fur den Einsatz als
Prognosemarker bei Tumorerkrankungen eignen. Fur ein abschliel3endes Urteil bedarf
es weiterer Untersuchungen von Biomarkern, die ebenfalls ein niedriges Tumorstamm-

zellpotential aufweisen.
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7. Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome gehdren nicht nur zu den haufigsten Krebserkrankungen welt-
weit, sondern stellen auch global gesehen eine der haufigsten Krebstodesursachen
dar. Auch aus diesem Grund nehmen sie einen hohen Stellenwert in der Wissenschaft
der Krebsdiagnostik und Krebstherapie ein. In der aktuellen Forschung wird ein grof3er
Schwerpunkt haufig auf Gene mit einer schlechten Outcome-Prognose gelegt. In die-
ser Arbeit wurde die Expression von GPA33, einem Gen, das mit einer guten Prognose
bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen potentiell in Verbindung stehen kénnte, ge-
nauer untersucht.

Zunachst wurde durch den Einsatz von Immunhistochemie eine intratumorale Vertei-
lungscharakterisierung von GPA33 bei kolorektalen Karzinomen durchgefihrt. Dabei
konnte ein heterogenes Verteilungsmuster von GPA33 festgestellt werden. Im Tumor-
zentrum wurde in diesem Zusammenhang eine hohere Genexpression als im Tumor-
randbereich festgestellt. Insgesamt konnte entlang des Differenzierungsgradienten ein
Gefélle vom Tumorzentrum zur Tumorinvasionsfront gezeigt werden.

Unter Berucksichtigung der neusten Erkenntnisse des Plastizitaitsmodels der Tu-
morstammzellaktivitat wurde anschlieRend der Zusammenhang von GPA33 mit der
WNT-Aktivitat, welche mit dem Tumorstammzellpotential in Verbindung gebracht wird,
untersucht. Hierbei konnte unter Verwendung von Genexpressions- und WNT-Aktivi-
tats-Daten statistisch eine inverse Korrelation zwischen der GPA33-Expression und
der WNT-Aktivitat festgestellt werden. Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde da-
raufhin ein Vergleich der Expression von GPA33 und -Catenin, dem Effektormolekdl
der WNT-Signalkaskade, durchgefuhrt. Hierzu wurden korrespondierende TMA-
Schnitte mit GPA33- und B-Catenin-Farbung direkt miteinander verglichen. Dabei
konnte ebenfalls eine inverse Korrelation nachgewiesen werden, was die Ergebnisse
des Zusammenhangs zwischen der GPA33-Expression und der WNT-Aktivitat noch-
mals bestatigen konnte.

Im nachsten Schritt wurde die GPA33-Expression innerhalb des Tumors wieder inten-
siver betrachtet und bewertet. Dabei kam eine neue, objektivierte und softwareunter-
stutzte Quantifizierungsmethode zum Einsatz, welche nach Abschluss der Messung
validiert wurde. Zunachst wurde ein immunhistochemisch bearbeitetes TMA-Patien-
tenkollektiv von UICCII-Patienten durch Nutzung eines Gewebescanners digitalisiert.

65



Im Anschluss daran konnten von den entstandenen Bildern hochauflésende Screens-
hots der Regions of Interest mit Hilfe der Scansoftware gemacht werden. Fir jeden
Patienten wurden in diesem Schritt mehrere Bilder aus Bereichen des Haupttumors
und der Tumorinvasionsfront zur weiteren Beurteilung gesammelt. Daraufhin wurden
die Bilder des Haupttumor- und Tumorinvasionsfrontbereichs unter Einsatz der Analy-
sesoftware Fiji weiterfilhrend bearbeitet und bewertet. Uber Schwellenmessungen in
den beiden unterschiedlichen Bereichen des Tumorgewebes konnten fir jeden Pati-
enten mehrere Werte des Haupttumors und der Tumorinvasionsfront gewonnen wer-
den. Mit Hilfe dieser Werte konnte daraufhin die Messmethode auf ihre Genauigkeit
und Gultigkeit untersucht werden. Unter Verwendung mehrerer Validierungsschritte
wurde die Tauglichkeit dieser neuen, objektivierten und softwareunterstitzten Quanti-
fizierungsmethode bestatigt.

In der abschlieRenden Versuchsreihe wurde nun noch die Eignung von GPA33 als
Prognosemarker bei kolorektalen Karzinomen Uberprift. Dabei wurde zunéchst eine
statistische Analyse an dem 6ffentlich zuganglichen TCGA-Kollektiv mit 457 Patienten
durchgefiihrt und eine Assoziation der GPA33-Expression mit der Uberlebensprog-
nose bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen detektiert, was auf eine Eignung von
GPA33 als Prognosemarker schliel3en lasst. Im folgenden Schritt wurde mit Hilfe der
gewonnenen Daten vom UICCII-Patientenkollektiv versucht, dieses Ergebnis zu vali-
dieren. Dazu wurde unter Nutzung der ROC-Kurvenanalyse, des Youden-Indexes und
der Kaplan-Meier-Bewertung herausgefunden, dass GPA33 sich scheinbar nur be-
dingt als Prognosemarker fir die Einschatzung des tumorspezifischen und progressi-
onsfreien Uberlebens nutzen lasst.

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit das heterogene intratumorale Expressi-
onsmuster von GPA33 mit einer hohen Genexpression im Tumorzentrum und einer
abnehmenden Expression im Tumorrand gezeigt werden. Aul3erdem konnte nicht nur
die inverse Korrelation von GPA33 mit der WNT-Aktivitdt dargestellt, sondern auch
eine neue, objektivierte und softwareunterstitzte Quantifizierungsmethode entwickelt,
angewendet und validiert werden. Die Eignung der intratumoralen GPA33-Expression
als Prognosemarker fir das Uberleben bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen

konnte dagegen nur bedingt bestétigt werden.
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