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Meinen Eltern,

die alles daflr gegeben haben dies moglich zu machen.
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1 Einleitung
1.1 Epidemiologie

1.1.1 Kolorektales Karzinom

Darmkrebs ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen des Menschen. Im Jahr
2012 stellte das kolorektale Karzinom die dritthaufigste Tumorerkrankung des
Mannes (nach Prostata und Lunge) sowie die zweithaufigste Tumorerkrankung
der Frau (nach Brustkrebs) dar. Im selben Jahr gab es geschatzt ca. 62.000
Neuerkrankungen mit leichter Praferenz des mannlichen Geschlechts. Die
Inzidenz lag beim Mann bei 85.8 / 100.000 Einwohner, bei der Frau bei 69.3 /
100.000 Einwohner (Kaatsch et al., 2016).

Durch verbesserte Therapiestrategien lag die Sterblichkeit im selben Zeitraum
nur bei 26.000. Uber alle Stadien verteilt lag die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate bei knapp 60% (Kaatsch et al., 2016). Sieht man von den
familiaren Tumorsyndromen ab, ist der Darmkrebs eine Erkrankung des alteren
Menschen. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2012 bei 72 Jahren beim Mann
und bei 75 Jahren bei der Frau. All diese Statistiken beinhalten sowohl die
Tumoren des Dickdarmes (ca. 2/3) als auch die des Enddarmes (ca. 1/3) und
die seltenen Tumoren des Analkanals.

Histologisch handelt es sich bis auf wenige Ausnahmen fast ausschlieRlich um
Adenokarzinome, welche von den Drisen des Dickdarmes ausgehen. Den Rest
bilden mit ca. 1% neuroendokrine Tumoren sowie im Analbereich

Plattenepithelkarzinome.

Ein geringer Anteil des CRC tritt im Rahmen eines erblichen Tumorsyndroms
auf (2-5%) (Jasperson et al., 2010). Weitere 30% treten familiar gehauft auf, der
Uuberwiegende Rest der kolorektalen Karzinome tritt als sporadisches Karzinom
auf (Jasperson et al., 2010). Bereits in den 80er Jahren wurde durch Vogelstein
die Hypothese aufgestellt, dass die Krebsentstehung auf einer Verkettung
verschiedener Ereignisse von Punktmutationen und Deletionen entsteht (Kinzler
and Vogelstein, 1996, Cho and Vogelstein, 1992b, Cho and Vogelstein, 1992a),

die sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz.



Zu den zahlreichen Risikofaktoren des Darmkrebses gehdren neben Adipositas
und Nikotinkonsum vordergrundig die Ernahrung (balaststoffarm, Gbermaliger
Verzehr von rotem Fleisch, gepoOkelten Speisen und nitrosaminhaltigen

Lebensmitteln, Alkoholgenuss) und Bewegungsmangel.

Familiare Tumorsyndrome, die den Darm betreffen, sind insgesamt selten. Die
beiden haufigsten sind die familiare adenomatose Polypose (FAP) sowie das
hereditare nicht-polypdse Kolonkarzinom (Lynch-Syndrom). Diese zeichnen
sich beide durch ein frGheres Auftreten von Tumoren als beim sporadischen
Kolonkarzinom aus. Ein weiterer Risikofaktor sind chronisch entzindliche
Darmerkrankungen, auf welche hier nicht weiter eingegangen werden soll
(Kaatsch et al., 2016).

1.2 Tumorbiologie

1.2.1 Adenom-Karzinom-Sequenz

Bert Vogelstein schlug bereits 1988 ein Model vor, welches in weiten Zigen
noch heute als giltig erachtet wird. Die Adenom-Karzinom-Sequenz beschreibt
eine Abfolge von Aktivierungen von Onkogenen sowie den schrittweisen Verlust
von Tumorsuppressorgenen in der Entwicklung vom nicht invasiv wachsenden
low-grade Adenom Uber das high-grade Adenom mit vermehrten Atypien bis hin

zum invasiven Karzinom (Vogelstein et al., 1988).

1.2.2 Metastasierungsverhalten

Entsprechend der embryologischen Herkunft der verschiedenen Anteile des
Kolorektums und der damit verbundenen Blutversorgung wurde bereits
frihzeitig ein unterschiedliches Metastasierungsverhalten beschrieben. Bekannt
ist, dass Kolontumoren, welche Uber das Stromgebiet der Vv. Mesentericae
superiores et inferiores drainieren, neben den lokoregiondren Lymphknoten
primar in der Leber als erste hamatogene Filterstation flir Tumorzellen
Metastasen bilden (Bocker et al., 2012). Als Kontrast hierzu treten bei tiefen
Rektumkarzinomen entsprechend ihres vendsen Abflusses in die lliakalgefale
haufiger pulmonale Metastasen auf, entsprechend der Lunge als erste

,Filterstation“ fir Tumorzellen. Zudem ist bekannt, dass Tumoren, welche in der



histologischen Untersuchung eine Lymphangioinvasion (L-Status) zeigen,
haufig in die Lymphknoten metastasieren, sowie Tumoren, welche eine
Venoinvasion (V-Status) zeigen, haufiger eine hamatogene Metastasierung, als
wenn dieser Gefalleinbruch nicht vorliegt, zeigen. Unbekannt ist allerdings,
welche Faktoren und Eigenschaften des Tumors dieses invasive Verhalten
bedingen. Nicht selten finden sich nodal negative Tumoren, die dennoch in die

Leber metastasiert haben.

Eine peritoneale Metastasierung wird am ehesten durch ein Durchbrechen des
Tumors durch die Serosa des Darmes bedingt. Diese Patienten sind haufig
multifokal synchron metastasiert und damit den spaten Tumorstadien
zuzuschreiben. Da wir uns primar auf lokalisierte Stadien des Primartumors
beschranken wollten, wurden T4-Tumoren und solche, die bereits eine

Peritonealkarzinose gebildet hatten, von vorneherein ausgeschlossen.

1.3 Prognose und Stadieneinteilung

Das CRC gilt prinzipiell als heilbare Krebserkrankung. Besonders wenn es in
den Fruhstadien radikal operiert wird, sind die Heilungschancen gut. In den
lokal begrenzten Stadien UICC | / Il wurden in einer Deutschen Registerstudie
von 2002-2006 5-Jahres-Uberlebensraten von 89% beschrieben (Majek et al.,
2012). Dieselbe Studie zeigt bei den lokal fortgeschrittenen Kolontumoren im
UICC-Stadium llI ein Uberleben von 65%. Aber auch in spaten Stadien besteht
eine chirurgische Handlungsoption, vor allem wenn sich die Metastasen auf die
Leber beschranken und resektabel sind. Auch im UICC-Stadium IV (siehe
unten) sind daher 5-Jahres-Uberlebensraten von ~ 30% beschrieben worden
(Fong et al., 1999), (Merkel et al., 2009).

1.3.1 TNM Klassifikation

Die TNM-Klassifikation teilt Tumore nach pathologisch-histologischen Kriterien
ein. Sie ist die Grundlage der Therapiestrategie sowie der Prognose des
Patienten.

Fir das kolorektale Karzinom hat dies folgende Bedeutung:
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Das T bezeichnet die Eindringtiefe des Primartumors in die Wandschichten des

Dickdarmes.

T0 Kein Anhalt fur einen Primartumor

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2  Tumor infiltriert Muscularis propria

T3  Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in
nicht-peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

T4  Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und / oder

perforiert das viszerale Peritoneum
T4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b Tumor infiltriert direkt andere Organe oder Strukturen

Das N bezeichnet den Status der regionaren Lymphknoten. Regionare

NO
N1

N2

Lymphknoten sind die Lymphknoten, welche entlang der versorgenden
Blutgefale des vom Tumor befallenen Abschnitts des Darmes verlaufen.
Zusatzlich werden noch die Lymphknoten als regionar bezeichnet, die im
Bereich des versorgenden  Mesenteriums des  betroffenen

Darmabschnitts situiert sind.

Keine regionaren Lymphknotenmetastasten
Metastase(n) in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten
N1a Metastase in 1 regionarem Lymphknoten

N1b Metastasen in 2 bis 3 regionaren Lymphknoten

N1c Tumorknoétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder
im nicht-peritonealisierten perikolischen / perirektalen Fettgewebe ohne

regionare Lymphknotenmetastasen
Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
N2a Metastasen in 4 bis 6 regionaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

11



Fernmetastasen werden mit dem Buchstaben M bezeichnet.

MO  Keine Fernmetastasen liegen vor
M1  Fernmetastasen

M1a Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge, Ovar,

nichtregionare Lymphknoten)

M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Nach TNM-Klassifikation maligner Tumoren (Wittekind, 2010).

1.3.2 UICC-Stadien

Stadium  Primdrtumor Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 Tis NO MO
[ T1,T2 NO MO
A T3 NO MO
11B T4a NO MO
IIC T4b NO MO
T1-2 N1 (1-3 betroffene LK) MO
1A
T1 N2a (4-6 betroffene LK) MO
T3-4 N1 (1-3 betroffene LK) MO
1B T2-3 N2a (4-6 betroffene LK) MO
T1-2 N2b (= 7 betroffene LK) MO
T4a N2a (4-6 betroffene LK) MO
[][e T3-T4a N2b (= 7 betroffene LK) MO
T4b N1-2 MO

12



M1la (Fernmetastasen in einem
IVA jedes T jedes N
Organ)

M1b (Fernmetastasen in einem
IVB jedes T jedes N
Organ oder im Peritoneum)

Tabelle 1 UICC-Stadien

1.4 Operative Therapie

Tumoren des Kolons werden in aller Regel durch eine Resektion des
betroffenen Abschnittes sowie des anhangenden Mesenteriums und somit auch
der zugehorigen Lymphknotenstationen therapiert. Das Resektionsausmaf
hangt zunachst von der Lokalisation und Ausdehnung des Tumors ab. Die
Resektionslinien werden an die Blutversorgung des resezierten Abschnittes

angepasst.

Lebermetastasen kdnnen ebenfalls chirurgisch therapiert werden und flhren bei
entsprechend radikaler Behandlung zu einer Lebenszeitverlangerung (Fong et
al., 1999).

1.5 Fragestellung

Gegenstand unserer Arbeit war die Suche nach moéglichen prognostischen und
pradiktiven immunhistochemischen Markern am Primartumor, die fur das
Metastasierungsverhalten  und/oder das  Uberleben  lokaler, lokal
fortgeschrittener sowie bereits hepatisch metastasierter Patienten eine Aussage
ermdglichen. Rektumkarzinome wurden aufgrund der inhomogenen
Vorbehandlung mittels neoadjuvanter Radio- und/oder Chemotherapie nicht
eingeschlossen. Zudem wurde das Vorliegen der Marker hinsichtlich einer

Seitenpraferenz des linken und rechten Hemikolons untersucht.

1.6 ausgewahlte Signalwege
Die Auswahl der untersuchten Signalwege beruhte auf vielen beim

Kolonkarzinom oder anderen Tumorerkrankungen bekannten und mit der
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Tumorigenese in Verbindung gebrachter Proteine. Die Auswahl soll im

folgenden Abschnitt jeweils néher vermittelt werden.

1.6.1 EGFR Rezeptor Signalweg

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor Signalweg (EGFR) ist ein ubiquitar
vorhandener Signalweg, der eine wichtige Rolle in Zellproliferation,
Differenzierung, Apoptose und Angiogenese darstellt (Dutta and Maity, 2007).
In verschiedenen Tumorerkrankungen konnte eine Dysregulation des EGFR
nachgewiesen werden. Hier sind sowohl die bloRe Uberexpression des
normalen Rezeptors als auch mutierte EGFR-Varianten mit aberranter Funktion
beschrieben worden (Dutta and Maity, 2007, Paez et al., 2004).

o =
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Cell survival/cell cycle

Abbildung 1 EGFR Signalweg nach Dutta et al (Dutta and Maity, 2007)
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1.6.1.1 K-Ras

K-Ras ist ein Proto-Onkogen, welches als kleines G-Protein im Signalweg des
EGF-Rezeptors liegt. G-Proteine werden durch Bindung von GTP aktiviert und
|I6sen daraufhin die nachgeschaltete Signalkaskade aus. Zur Beendigung dieser
Aktivitat besitzt es eine autoinhibierende GTPase-Fahigkeit. Ist das Gen,
welches fur K-ras codiert, mutiert, verliert dieses G-Protein seine GTPase-
Fahigkeit. Dies fuhrt, nach einmaliger Bindung von GTP, zu einer permanenten
Aktivierung und so zu einer starken Uberaktivitit des EGF-Rezeptor-
Signalweges. Bei Kolonkarzinomen finden sich in ca. 40% der Falle Mutationen
im K-Ras Gen (Morris et al., 2014) (Andreyev et al., 1998a).

Die sieben haufigsten K-Ras  Mutationen, welche zu einem
Aminosaureaustausch in K-Ras fuhren, machen 97% der beim kolorektalen
Karzinom bekannten Mutationen aus. Diese sind auf dem Codon 12 und Codon
13 gelegen (Herzig and Tsikitis, 2015).

Ferner konnen Patienten, welche K-Ras Wildtyp sind, seit einigen Jahren mit
den Antikdrpern Cetuximab (chimarer monoklonaler 1gG1-Antikbrper aus
Saugerzelllinie) und Panitumumab (monoklonaler humaner Antikérper), jeweils
Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR), behandelt
werden. Beide sind, nebst anderen, zugelassene und etablierte
Therapieoptionen beim metastasierten kolorektalen Karzinom. Ist ein Patient
mutiert in den fir K-Ras codierenden Genen, so zeigt der Antikoérper praktisch
keine Wirkung (Amado et al., 2008). In der Zwischenzeit werden routinemaldig
zudem weitere Mitglieder der Ras-Genfamilie getestet. Neben H-Ras ist vor
allem N-Ras von onkogener Bedeutung. (Bos, 1988) Es konnte auch gezeigt
werden, dass jegliche aktivierende Ras-Mutation eine Hinzunahme eines
EGFR-Antikdrpers zur adjuvanten Therapie wenig erfolgsversprechend macht.
(De Roock et al., 2010, Douillard et al., 2014)

1.6.2 MAP-Kinase Signalweg
Der Signalweg der mitogen-activated proteinkinase (MAPK) Ubertragt Signale

von der Zelloberflache in das Zellinnere. Ein zentrales Element dieses
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Signalwegs ist die im Downstream gelegene ,extracellular signal-regulated
kinase (ERK)“. Diese Ubertragt extrazellulare Signale ausgelost durch
Wachstumsfaktoren, Hormone und andere Transmitter in die Zelle. (Roskoski,
2012) ERK selbst ist ein Downstream-Target des EGFR. In Abbildung 1 wird
der Signalweg orientierend von EGFR uber Ras, Raf und MEK bis zum ERK
dargestellt. (Dutta and Maity, 2007, Garnett and Marais, 2004)

1.6.2.1 pERK (phosphoryliertes-ERK)

Menschliche extracellular-signal regulated kinase (ERK) 1/2 wird durch die
Kinase MEK 2 phosphoryliert und damit zu pERK aktiviert (Roskoski, 2012).
pERK hat verschiedene Funktionen im Zellzyklus. Yoon nennt in seinem
Review von 2006 eine Anzahl von Uber 160 bekannten Substraten von ERK.
Diese beinhalten sowohl nukleare als auch zytoplasmatische Ziele, welche
sowohl in den Prozess der Transkription (nuklear), in Mitose und Apoptose als
auch in Signale an die Organelle (zytoplasmatisch) eingebunden sind. Hier soll
lediglich kurz auf relevante Substrate eingegangen werden. Die Zahl der
beschriebenen Substrate ist allerdings weiterhin steigend (Yoon and Seger,
2006).

Als Beispiele sollen hier zwei Ziele genannt werden. Zum einen die ribosomale
S6 Kinase-Familie (Rsk), welche pro-apoptotische Proteine phosphoryliert und
damit inaktiviert und zum anderen CREB (cAMP response element-binding
protein), welches, ebenfalls durch Rsk phosphoryliert, die Transkription anregt
bzw. als solches dephosphoryliert eine pro-apoptotische Funktion hat

(Bonni et al., 1999).

Die MAP-Kinase Kaskade und pERK sind essentiell fur die Ubertragung
extrazellularer Rezeptoren zu den Transkriptionsfaktoren des Zellkernes. Die
Phosphorylierung zytoplasmatischer Proteine durch pERK ist wichtig fur die
Zellproliferation (Georgieva et al., 2008).

In Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression des B-
Raf/MEK/ERK-Signalweges einen Schutz gegen Caspasen und damit die
Apoptose bietet, was letztlich eine Immortalisierung bedingen kann (Erhardt et

al., 1999). Uber die Beeinflussung von Integrinen soll pERK eine Rolle in der
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Zellmigration und Zelladhasion und damit auch der Metastasierung spielen
(Varner and Cheresh, 1996).

1.6.2.2 mTOR

Das mechanistic/mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ist Teil des pAKT /
PI3K / mTOR Signalweges. Als Downstreamziel sowohl von AKT als auch von
ERK spielt mTOR eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus (Buck et
al., 2006), dem ZellgroRenwachstum, der Tumorigenese (Shaw and Cantley,
2006) (Khaleghpour et al., 2004) und dem Zelliberleben (Foster, 2009). Fur
mTOR-Inhibitoren wurde zudem ein antiangiogenetischer Effekt nachgewiesen,
sodass mMTOR auch eine Rolle im Tumorgefallwachstum nachgesagt wird
(Guba et al., 2002) (Karar and Maity, 2011).

1.6.3 wnt-Signalweg

1.6.3.1 B-Catenin

Als Teil des wnt-Signalweges ist B-Catenin ein an der Zell-Zell-Adharenz
beteiligtes Protein (Waller et al., 2016). Fur gewdhnlich wird dieses durch den
Tumorsuppressor Adenomatous-polyposis-coli-Protein (APC) abgebaut. Ist das
APC-Gen mutiert, fuhrt dies zu einer Fehlfunktion der Degradation von B-
Catenin, was wiederum dazu fuhrt, dass letzteres akkumuliert und in den
Zellkern transloziert. Dort hat es proliferationsstimulierende Wirkung (Kinzler
and Vogelstein, 1996).

Aber auch unabhangig des erblichen Gendefekts, welcher zur familiaren
Adenomatosis Polyposis Coli fuhrt, konnten auch beim sporadischen
Kolonkarzinom somatische Mutationen im APC-Gen gezeigt werden (Powell et
al.,, 1992). Diese bedingen, dass haufig nuklear transloziertes (-Catenin

exprimiert wird (Kobayashi et al., 2000).

Ferner wird vermutet, dass B-Catenin ebenso eine Auswirkung auf die
Metastasierung hat (Ormanns et al., 2014). Der Mechanismus ist letztlich noch

nicht bekannt.
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1.6.3.2 c-MYC

Neben (B-Catenin spielt auch c-Myc eine wichtige Rolle im wnt-Signalweg. MYC
ist ein ubiquitar vorhandenes Protein, welches flir die Genexpression vieler
menschlicher Gene verantwortlich ist. Bei Uberexpression kommt es somit zur
vermehrten  Proteinexpression und zur moglichen Entgleisung der

Zellproliferation (Eilers and Eisenman, 2008).

1.6.4 Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMP), das sind zinkabhangige Endopeptidasen,
welche es vermogen verschiedene Proteine vor allem der Extrazellularmatrix zu
spalten (Zucker and Vacirca, 2004). Es sind Uber 20 verschiedene Subtypen
bekannt (Mook et al., 2004). Gegenstand unserer Untersuchung ist die MMP9,
welche historisch auch als Gelatinase B bezeichnet wurde und sich in der
rezenten Vergangenheit als relevant fur das kolorektale Karzinom etabliert hat.
Zuvor waren Dbereits Assoziationen zwischen MMPs und dem
Pankreaskarzinom (Gress et al., 1995) sowie dem Mammakarzinom (Lebeau et

al., 1999) hergestellt worden.

Eines der Substrate der MMP9 ist Kollagen Typ IV (Mook et al., 2004), welches
essentieller Bestandteil von Basalmembranen ist. Daher wird spekuliert, dass
MMP9 eine wichtige Rolle bei der Extravasation und Invasion hat (Liotta, 1986)
(Chambers and Matrisian, 1997). Zudem wurden weitere Funktionen z.B. in der
Freisetzung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und in der Angiogenese

nachgewiesen.

Lange war MMP9 vor allem in peritumoralen inflammatorischen Zellen
beschrieben worden (Arii et al., 1998, lllemann et al., 2006, Zeng and Guillem,
1995). Dann konnte eine Expression in den Epithelzellen eines in die Leber
metastasierten Kolonkarzinoms gezeigt werden (Gerg et al., 2008, Lubbe et al.,
2006).

Im Tiermodel ging ein MMP9 Knockout mit einer reduzierten Tumorlast einher.

Die Anwendung eines unselektiven Inhibitors der MMP (Batimastat) fuhrte zu
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einer signifikanten Reduktion an peritonealer und hepatischer Metastasierung
und damit zu einem verlangerten Uberleben (Aparicio et al., 1999, Gorden et
al., 2007). Eine Anwendung beim Menschen haben diese Medikamente aber
aufgrund ihres Nebenwirkungsspektrums bisher nicht erreicht und es wurden

bisher auch keine selektiveren Inhibitoren klinisch zugelassen.

1.6.5 Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1)

Die Phosphoglyceratkinase 1 ist ein Schlisselenzym der Glykolyse. Dort
katalysiert sie die ATP/ADP-abhangige Hin- und Ruckreaktion von 3-
Phosphoglycerat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Solide Tumoren produzieren
vermehrt PGK1 im hypoxischen Zustand, um anaerob Adenosin-Triphosphat
(ATP) zu gewinnen (Daly et al., 2004). Es wird zudem ein angiogenetischer
Effekt vermutet. Zumindest konnte gezeigt werden, dass die Tumorzelle
autoregulatorisch die Sekretion von PGK1 zu hemmen vermag, da dieses nach

Akkumulation extrazellular ansonsten angiostatisch wirkt (Lay et al., 2000).

In einer hausinternen Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
von PGK1 beim diffusen Magenkarzinom zu einem erhéhten Risiko flr
peritoneale Metastasierung flhrt (Zieker et al., 2008, Zieker et al., 2010a, Zieker
et al.,, 2010b). Zudem konnte dieselbe Gruppe zeigen, dass bei PGK1-
Uberexpression erhdhte Proteinspiegel fir CXCR4 und B-Catenin auftreten. Im
selben Zusammenhang kommt es beim Magenkarzinom durch eine zusatzliche

Expression von CXCL12 (Ligand fur CXCR4) zur Steigerung der Invasivitat.

Auch in metastasierten Kolonkarzinomen traten erhdohte PGK1-Spiegel

gegenuber den nicht-metastasierten Tumoren auf (Ahmad et al., 2013).

Daher stellte sich uns die Frage, ob und wie weit dieses Enzym einen Einfluss

auf den Progress von Kolonkarzinomen hat.

1.6.6 Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor 3 (VEGFR3)
Vaskulare endotheliale Wachstumsfaktoren haben verschiedene Funktionen in

der Embryogenese (Shibuya, 2011). Durch ihre Stimulation des
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GefalRwachstums (Angiogenese) bedingen sie sowohl physiologische als auch
pathologische Effekte. Am besten studiert ist der VEGFR2 Rezeptor. Erst seit
Anfang der 2000er sind die VEGF-C und VEGF-D Unterformen bekannt, welche
den VEGFR3 aktivieren und hauptsachlich in der Lymphangiogenese eine Rolle
spielen (Alitalo and Carmeliet, 2002). Die Hemmung von VEGF-A ist bereits seit
langerer Zeit ein Grundpfeiler der adjuvanten Therapie beim kolorektalen
Karzinom, aber auch bei anderen Tumorentitaten (Hurwitz et al., 2005).
Primares Ziel erscheint hier aber nicht so sehr zu sein die weitere
Metastasierung zu verhindern, sondern durch die Unterdruckung der
Angiogenese das Tumorwachstum zu verlangsamen. Eine selektive Hemmung
des VEGFR3 bzw. seines adulten Aktivators VEGF-D ist bisher noch nicht

zugelassen.

2 Material und Methoden

2.1 Kollektiv

In einer Vorarbeit wurden alle Patienten, welche in den Jahren von 2004 bis
2008 an der Klinik far Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie der
Universitatsklinik Tubingen an einem Kolon- oder Rektumkarzinom operiert
wurden, dokumentiert. Fur all diese Patienten wurde ein klinisches Follow-Up
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erstellt, welches die Grundlage unserer spateren statistischen Auswertung
darstellt. Es beinhaltet, neben etwa 200 weiteren Parametern, das (tumorfreie)
Uberleben der Patienten, die Anzahl und Art der Rezidive und Metastasen
sowie etliche Komorbiditaten und Risikofaktoren. Aus diesen knapp 600
Patienten wurden all diejenigen ausgewahlt, welche zwischen den Jahren 2006
und 2008 an einem primaren Adenokarzinom des Kolons operiert wurden.
Ferner wurden bewusst nur Patienten mit einem TNM Stadium von pT2/3 pNx
cMx eingeschlossen, um auf intermediare Tumorstadien zu fokussieren und die
ohnehin selten metastasierenden Fruhkarzinome sowie die bereits weit
fortgeschrittenen Tumoren auszuklammern. Dieses Kollektiv wurde dann weiter
aufgeteilt in Untergruppen gemaly dem synchronen Metastasierungsstatus der
Patienten. Zwei dieser Patienten waren bei synchronen Lebermetastasen
neoadjuvant mittels Chemotherapie (ein Patient hatte zuvor 10 Zyklen FOLFOX
erhalten, der andere 6 Zyklen FOLFOX + Cetuximab) vorbehandelt worden, alle

anderen Patienten waren hingegen nicht vortherapiert.

Patienten, bei denen nebst Leber- oder Lymphknotenmetastasen noch weitere
synchrone peritoneale oder solide Organmetastasen diagnostiziert worden
waren, wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen. Gleiches galt fur T1-

Fruhkarzinome bzw. lokal weit fortgeschrittene T4 Tumoren.

2.1 Patienten und Follow-Up

Dreiundneunzig Patienten mit einem Karzinom des Kolons, davon zwanzig im
Stadium T2/3 N1/2 MO, neunzehn im Stadium T2/3 Nx M1(Hep), sowie eine
Kontrollgruppe von vierundfiinfzig Patienten im Stadium T2/3 NO MO wurden in
unsere Untersuchungen eingeschlossen. Sie wurden alle im Zeitraum von
01/2006 bis 12/2008 an der Klinik fur Allgemeine, Viszeral- und
Transplantationschirurgie am Universitatsklinikum Tubingen operiert. Aus den
OP-Resektaten wurde dann durch einen Pathologen reprasentative Proben des

Tumors in Formalin fixiert und spater, in Paraffin eingegossen, asserviert.

Alle in dieser Arbeit inbegriffenen Patienten haben schriftlich ihr Einverstandnis

zur Untersuchung ihrer Resektate gegeben.
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Anhand der histopathologischen Abschlussbefunde wurde verifiziert, dass alle

ausgewahlten Patienten Trager eines Adenokarzinoms des Colons waren.

2.1.1 Patienten-Kollektiv

Eigenschaften N =93
Alter bei Diagnose Median 72.0 Jahre
Spannweite 35-94
Geschlecht Mannlich 48 (52%)
Weiblich 45 (48%)
UICC Stadium * | (T1/2 NO MO) 14 (15%)

Il (T3/4 NO MO) 39 (42%)

I (Tx N1/2 MO) 20 (22%)

IV (Tx Nx M1) 19 (20%)
Tumolokalisation anatomisch Appendix verm. 1 (1%)

Coecum, C. 40 (43%)

ascendens +

rechte Flexur
C. transversum 11 (12%)

C. descendens + 9 (10%)

linke Flexur

C. sigmoideum 32 (34%)
Tumorlokalisation embryol. rechts 52 (56%)

links 41 (44%)
Metastasierung * nicht metastasiert 54 (58%)
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metastasiert 38 (42%)

Metastasen * NO MO 54 (58%)
N+ MO 20 (22%)
Nx M1 (Hep) 19 (20%)
K-ras Wildtyp 65 (70%)
mutiert 28 (30%)
Status (Zensus 06/2015) Lebend oder 55 (60%)
unbekannt
verstorben 38 (40%)

tumorbedingtes 18 (19%)
Ableben

Tabelle 2 Baseline Charakteristika Patientenkollektiv

* 1 Patient war aufgrund einer palliativen Resektion ohne Lymphadenektomie

nicht zu klassifizieren.

2.1.2 Histologische Befunde

Eigenschaften N =93

T-Stadium pT2 17 (18%)
pT3 76 (82%)

N-Stadium pNO 59 (63%)
PN1 18 (19%)
pN2 15 (16%)

Metastasen * NO MO 54 (58%)
N+ MO 20 (22%)
Nx M1 (Hep) 19 (20%)
- NO M1 (Hep) 6 (6%)
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Grading pre-OP-Biopsie

Grading Resektat

Tumortyp

K-Ras

Tabelle 3 Histopathologische Befunde
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- N+ M1 (Hep)
G1
G2
G3
G4
k.A.
G1
G2
G3
G4
Adenokarzinom

Partiell muzin6ses
Adeno-Ca

Siegelringzelliges
Adeno-Ca

Wildtyp
mutiert
G12A
G12C
G12D
G12v
G13D

Lokus unbekannt

13 (14%)
11 (11%)
58 (62%)
7 (8%)

0

17 (18%)
0

59 (63%)
34 (37%)
0

69 (74%)
23 (25%)

1(1%)

65 (70%)
28 (30%)
1(1%)
5 (5%)
8 (9%)
2 (2%)
7 (8%)
5 (5%)



2.2 Gewebepraparation

2.2.1 Tissue Microarray (TMA)

Um ein 6konomisches Screening der Tumore zu ermdglichen, wurde ein Tissue
Microarray angefertigt. Tissue Microarrays sind ein sowohl in Forschung als
auch in der Diagnostik etabliertes Instrument, um hohe Anzahlen von
Gewebeproben bei minimalem Aufwand von Antikérpern zu untersuchen
(Kononen et al., 1998). Durch die Anordnung vieler Proben auf einem Block
kann zudem eine gleichmaRigere Farbung gewahrleistet werden. Der TMA
erhoht die visuelle Vergleichbarkeit einer Proteinexpression unter dem
Lichtmikroskop drastisch. Geeignet ist er sowohl fur konventionelle Farbungen
als auch Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
sowie diverse weitere Verfahren. Die Farbreaktion der immunhistochemischen

Farbungen wurde dann im Zuge der Auswertung evaluiert.

2.2.2 Erstellung des TMA

Es wurde jeweils ein reprasentativer Gewebeblock des Tumors bestimmt, der
ein moglichst groRes Areal an zellularen Tumorbestandteilen aufwies. Ferner
wurde beachtet, dass entsprechend geringe nekrotische Areale und geringes
Tumorstroma vorhanden waren. Gleichermalien lag das Augenmerk darauf,
dass das paraffinierte Gewebe kaum vorbearbeitet und somit noch madglichst
dick (2-3mm) war, um die davon zu gewinnende Schnittanzahl zu optimieren.
Lichtmikroskopisch wurde auf einem HE-Schnitt das Tumorareal markiert, da
das Stanzen nur unter Makroskopie mit einem manuellen Puncher/Arrayer der
Firma Beecher (Beecher Instruments, 53590 Wisconsin, USA) an einem
ungefarbten Paraffinblock durchgefuhrt werden kann. Um die jeweiligen
Tumoren auf dem Block wiederzufinden, wurde zuvor ein Raster angelegt, in

dem genau verzeichnet ist, welcher Patient wo in den TMA eingearbeitet ist.

Die Tumoren wurden dann jeweils drei Mal gestanzt, um die
Tumorheterogenitat darzustellen. Auf eine gezielte Probe aus der Invasionsfront

wurde bewusst verzichtet. Diese Stanzen wurden dann in den Tissue-
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Microarray Block, einen reinen Paraffinblock, eingebracht. Jede Stanze mafl} im
Durchmesser 1mm. Jeder Patient war zudem durch drei horizontale Stanzen
reprasentiert. In jedem Block waren 4 Patienten horizontal und 11 Patienten
vertikal zueinander angeordnet. Dies entsprach jeweils 44 Patienten in Block 1
und 2 sowie den Ubrigen Patienten in Bock 3. Um die Stanzen im Block zu
fixieren, wurde dieser dann noch einmal geringgradig erhitzt, das sogenannte
,Einschmelzen®. Zur besseren Orientierung wurden jeweils drei vertikal

angeordnete Leberstanden im linken oberen Quadranten eingebracht.

2.3 Paraffinschnitte

Mit dem paraffinierten Primartumorgewebe wurde auf zweierlei Art und Weise
verfahren. Die Aufarbeitung des Gewebes fur die K-Ras Mutationsanalyse soll
zunachst dargestellt werden. Darauf folgt die Prozessierung des Gewebes fur

die Immunhistochemie.

2.3.1 Tumor-DNA

Um die K-Ras Mutationsanalyse durchzuflihren, wird DNA des Tumors bendétigt.
Diese wird aus Tumorgewebe eines deparaffinierten, ungefarbten Schnittes
gewonnen. Die in Paraffin eingebetteten Tumore wurden zunachst auf -14°C
heruntergekihlt, dann mittels Rotationsmikrotoms angefrischt, geschnitten und
im Wasserbad rehydriert. Im Anschluss erfolgte die Trocknung bei

Raumtemperatur.
2.4 K-Ras Mutationsanalyse

2.4.1 DNA Extraktion

Um die ndtige DNA fur die K-Ras Mutationsanalyse zu gewinnen, wurden
zunachst die Blocke identifiziert, die grole und besonders zellreiche Abschnitte
des Tumors beinhalteten. Dabei wurde darauf geachtet grol’e Nekroseareale
oder Tumorstromaareale auszuschlieBen, da diese verhaltnismallig wenig
verwertbares Erbgut enthalten. Daraufhin wurden die entsprechenden Areale

auf dem HE Schnitt markiert und mit dem jeweiligen Block abgeglichen.

Es wurden von jedem Patienten sechs 7um dicke Leerschnitte angefertigt,

welche zunachst unbehandelt getrocknet wurden.
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Der Prozess der DNA Extraktion begann mit der Makrodissektion des Tumors.
Dazu wurden die Leerschnitte zunachst jeweils zweimal far funf Minuten in
100% Xylol entparaffiniert. Daraufhin wurde mithilfe eines zuvor in 100%
Ethanol desinfizierten Skalpells der Tumor vom Objekttrager gekratzt und in ein
Tube mit 1,5 ml 100% Ethanol eingebracht. Durch den Alkohol wurden sowohl
gleichermallen die Ubrigen Xylolreste entfernt als auch die Zellen entwassert.
Nach funfminutiger Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen/min wurde der
Alkohol abpipettiert und das Gewebe fur finf Minuten in einem
Vakuumexsikkator getrocknet. Die Zellen werden daraufhin in 400ul Proteinase
K Puffer eingebracht. Das Suspensat wird daraufhin fur 5° bei 95°C gekocht und

erneut kurz zentrifugiert.

Weitere 20ul Proteinase K (Qiagen, 5911 Venlo, Niederlande) werden
zugegeben und das Zentrifugat wird aufgewirbelt, um mehr Kontaktflache fir
das Enzym zu bieten. Abschliel3end wird der Ansatz fur 18h bei 56°C inkubiert.

2.4.2. Amplification-refractory mutation system Polymerasekettenreaktion
(ARMS-PCR)

2.4.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein Verfahren zur zyklischen Vervielfaltigung
kleinster DNA-Mengen. Ein Zyklus besteht aus dem Aufschmelzen der DNA
Fragmente, dem Binden von Primern sowie der Synthese der jeweils

komplementaren DNA-Strange.

2.4.2.2 ARMS-PCR

Der Vorteil der ARMS-PCR ist, dass Punktmutationen spezifisch erkannt
werden konnen. Hierfur wurden Oligonukleotidprimer entwickelt, welche
komplementar zu einer der sieben haufigsten Mutationen des Codons 12 oder
13 des K-ras Onkogens sind (Little, 2001). Nach Bindung sollte also nur DNA
von mutierten Proben vervielfaltigt werden. Um die Vervielfaltigung von Wildtyp-
DNA einzudammen, wurde diese mittels Locked Nucleic Acid (LNA)
unterdruckt. Unter LNA versteht man Nukleotide, deren Riboseanteil durch eine
zusatzliche Methylenbriicke zwischen dem C2 und C4-Atom in der 3‘-endo-
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Form fixiert wird (Grunweller and Hartmann, 2007). Die Replikation der Wildtyp-
DNA wird unterbunden, indem die LNA hochaffin die Wildtyp-DNA bindet und
dadurch die Schmelztemperatur anhebt. Somit kommt es bei den
standardisierten PCR-Zyklen nicht zur Replikation der Wildtyp-DNA, da die
bendtigte Trennung nicht mehr stattfindet (Koshkin et al., 1998) (K. Singh et al.,
1998).

Dazu wurden 3 Reihen angesetzt. Jede davon mit einem Mix aus 0,3 yl Taq
Polymerase sowie entweder 47ul OmM LNA, 47ul 1mM LNA oder 47ul 2mM
LNA. Um die 50ul zu vervollstandigen, wurden 300ug DNA in 3ul ddH,0O gelost
hinzugegeben. Die Konzentration wurde mittels Photometrie bestimmt und im
Anschluss die PCR durchgeflnhrt.

2.4.3 Schmelzpunktanalyse mit dem Light Cycler

Die Schmelzpunktanalyse beschreibt ein Verfahren, bei dem DNA-
Doppelstrange kontinuierlich erwarmt werden, bis es zum Doppelstrangbruch
kommt. Der sogenannte Schmelzpunkt ist der Zeitpunkt, zu dem 50% der
Strange nicht mehr in der Doppelstrangkonfiguration vorliegen. Der Light-Cycler
(Roche Diagnostics GmbH, 82377 Penzberg Deutschland) ist ein
automatisierter Detektor dieser Schmelzpunkte, die fur jede der untersuchten
KRas-Mutationen eine spezifische Zeit vorgeben. Dieser Schmelzpunkt ist
unterschiedlich, da die Temperatur, welche zum Doppelstrangbruch bendtigt
wird, von der jeweils unterschiedlichen Anzahl der Adenin-Thymin bzw. Guanin-
Cytosin Basenpaare und der damit verbundenen Wasserstoffbrickenbindungen

abhangt.

Das Auftragen der Kurven erfolgt live am Computer. Zum Vergleich werden

Positivkontrollen fiir die Mutationen G12D und G13D eingesetzt.

Genotyp Schmelztemperatur Temp.bereich | Kontroll RKT
12D | 13D 51,8 °C ca.52°C Ca.52°C
12G | 13C 56,2 °C
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12G | 13D 57,6 °C 56-59 °C

12T | 13G 58,5 °C

12D | 13G 61,0 °C

12A | 13G 61,2 °C 61-62 °C 61-62 °C
12V | 13G 61,9 °C

12R | 13G 63,2 °C 63-64 °C

128 | 13G 64,0 °C

12G | 13G 64,7 °C - 64,7 °C
12C | 13G 68,3 °C ca. 68 °C ca. 68 °C

Tabelle 4 Herstellerangaben Schmelztemperatur

{==LightCycler Data Analysis usarﬁ) - [Melting Curves: KRAS 1-2_4-6 21.04.2011: F2/F1; Melting Curve seg 3]
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Abbildung 2 exemplarische LightCycler-Kurve

Exemplarische Darstellung der LightCycler-Kurve eines Patienten. Sowohl der
Peak mit 1mM LNA als auch mit 2mM LNA stimmen mit dem G13D-Peak
Uberein. Es liegt eine G13D Mutation vor.

Nach Abschluss der PCR wurden die Amplifikate zunachst kihl gelagert. In der

Zwischenzeit wurde der Sondenmix flir die Schmelzpunktanalyse vorbereitet.
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Der Mix bestand hierbei aus 6,4ul ddH20, 1,6ul MgCl,, 1,0l der Anchorsonde
sowie 1,0ul der Sequencersonde. Jeweils 10yl Sondenmix wurden daraufhin in
die Glaskapillaren des Light Cyclers zusammen mit 10ul Amplifikat eingebracht.
Nach kurzer Zentrifugation wurde dann die Schmelzpunktanalyse durchgefuhrt.
Daraufhin wurde die Temperaturdifferenz des gemessenen Peaks von den
Positivkontrollen bzw. der Wildtypkontrolle bestimmt. Anhand von Tabellen
erfolgte dann die Evaluation der Temperaturdifferenzen. Fur jeden Patienten
wurde sowohl das Amplifikat mit 1mM Locked Nucleic Acid (LNA) als auch mit
2mM LNA und OmM LNA durchgefuhrt. Locked Nucleic Acid unterdrickt die
Amplifikation von Wildtyp-DNA, welche bedingt durch die Entnahmetechnik der
Tumor-DNA gelegentlich ebenfalls gewonnen wird. In aller Regel konnten
Mutationen bei 1mM LNA identifiziert werden, da 2mM LNA nahezu alle Peaks
unterdrickte. In einigen Fallen gab es aber auch keine Peaks in 1TmM LNA,

dafir aber verschobene oder verformte Kurven in den Proben ohne LNA.

Ergaben sich bei diesen Schmelzpunktanalysen Kurven, deren Peak mit dem
der Wildtypkontrollen Ubereinstimmte, welche aber eine asymmetrische Form
zeigten oder gar mehrere Peaks aufwiesen, wurde gegebenenfalls eine

Sequenzierung des Amplifikats durchgefihrt.

2.4.4 Sequenzierung

In Fallen, in denen die Mutation nicht eindeutig mit dem LightCycler zu klaren
war, wurde eine Sequenzierung des betroffenen Exons durchgefuhrt. Die
Sequenzierung erfolgte automatisiert mittels GenomeLab™ - Analysesystem
(Beckman Coulter, 92821 Brea, CA, USA) nach der Sanger-Methode. Hierbei
wird der DNA-Doppelstrang erhitzt, aufgetrennt und mit einem Ansatz von
regularen Desoxynukleotidtriphosphaten sowie mit jeweils unterschiedlich
farblich  fluoreszenzmarkierten  Didesoxynukleotidtriphosphaten  (ddNTP)
versetzt. Mithilfe eines spezifischen Primers wird ein komplementarer Strang
synthetisiert. Immer dann, wenn anstatt der normalen Nukleotide die Didesoxy-
Variante eingebaut wird, kommt es zum Syntheseabbruch, da diese Basen an
ihrem 3'-Ende Uber keine Hydroxylgruppe verfugen, welche zur VerknUpfung

bendtigt wirde. Da die ddNTPs per Zufallsprinzip eingebaut werden, wird somit
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eine Vielzahl unterschiedlich langer Fragmente erstellt. Diese werden vom
Analysegerat mittels Elektrophorese sortiert. Die fluoreszenzmarkierten Basen
werden von einem Laser angeregt, woraufhin die emittierte Strahlung detektiert
und chromatographisch in eine Sequenz umgewandelt wird. Die zu den
jeweiligen Didesoxynukleotidtriphosphaten komplementare Sequenz stellt die

gesuchte DNA-Sequenz dar (Sanger and Coulson, 1975).
2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Allgemeines zur Immunhistochemie

Immunhistochemie beschreibt ein Verfahren zur Darstellung antigener
Strukturen in formalinfixiertem Paraffingewebe. Um diese antigenen Strukturen
nachzuweisen, wird ein spezifischer Antikdrper bendtigt, der diese Strukturen
bindet. Die Antikdrper werden in einem flissigen Medium auf das zu
untersuchende Gewebe geschichtet. Sollten Antigene Strukturen vorhanden
sein, bindet der Antikérper. Der Nachweis der Bindung erfolgt mittels

verschiedener, im Weiteren beschriebener Verfahren.

Die Antikérper werden hergestellt, indem man Tiere (Hase, Maus, Schwein und
Ziege) aufgereinigtem Antigen aussetzt, sodass diese AntikOrper gegen selbige

Antigene bilden, welche dann gewonnen werden kdonnen.

2.5.2 Nachweis einer Antigen-Antikorper-Bindung

Um die Bindung eines Antikdrpers nachweisen zu konnen, muss dieser zuvor
markiert worden sein. Eine Markierung kann entweder mittels fluoreszierender
Farbstoffe oder mittels gekoppelter Enzyme geschehen. Erstere kbnnen nach
Anregung zur Emission von Licht einer bestimmen Wellenlange gebracht
werden. Enzymgekoppelte Antikdrper setzen nach Bindung ein Substrat um,

welches einen Farbumschlag erzeugt.

2.5.2.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung
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Zunachst wurde vom Tissue-Microarray ein HE-Schnitt angefertigt. Dieser dient
der besseren Orientierung und Vergleichbarkeit mit den immunhistochemischen
Schnitten.

Abbildung 3 Ubersichtsfotos Tissue-Microarray (H.E. Firbung)

Durch die Immunhistochemie wurden verschiedene spezifische Proteine, in
dieser Arbeit pERK, B-Catenin, c-MYC, PGK1, MMP-9, mTOR, VEGFRS,
CXCR4, am Tissue-Microarray detektiert.

Die Farbungen wurden standardisiert, nach
Herstellerangaben mittels einem
Farbeautomaten (Ventana Benchmark XT,
Ventana medical systems inc. 85755 Tuscon,
AZ, USA). Die einzelnen Protokollspezifitaten
sowie Verdinnungen und Chargen-Nummern der

Antikdrper sind unter 5.1.1 aufgelistet.

2.6 Auswertung TMA

Die jeweiligen Schnitte wurden mithilfe des Zeiss Mirax Desk (Carl Zeiss AG,
73443 Oberkochen, DE) in maximaler Auflésung (VergréRerung bis 400-fach)
abfotografiert bzw. eingescannt und am Computer mithilfe des Zeiss Mirax-
Viewers ausgewertet. Bei den c-MYC-Farbungen war es aufgrund geringer
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Kontraste notig den histologischen Schnitt direkt unter dem Lichtmikroskop

auszuwerten.

2.7 Statistik

Nach vorausgegangener Beratung des Instituts flr medizinische Biometrie der
Universitat Tubingen erfolgte die statistische Auswertung.

Die statistischen Untersuchungen wurden allesamt mittels ,|IBM SPSS Statistics
Version 24.0.0.1“ (60611 Chicago, IL, USA) durchgefuhrt. Fur alle Tests wurde
ein Signifikanzniveau von 5% entsprechend einem P-Wert von < 0,05
festgelegt. Bei 4-Felder-Tafeln wurde ein Chi-Quadrat-Test, bzw. falls nétig ein
Fisher's Exact Test, durchgefiihrt. Fir die Uberlebensanalysen wurde mittels
Kaplan-Meier-Methode und Log-Rank-Test das tumorabhéngige Uberleben
(spezifisch fur das CRC) berechnet.

3 Ergebnisse

Im nun folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse unserer Untersuchung

aufgeflihrt. Primare Endpunkte sind Zusammenhange zwischen Expression der
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untersuchten Marker und den jeweiligen Metastasierungsverhalten sowie das
tumorabhangige Uberleben. Als sekundare Endpunkte sind weitere mit
Prognose und/oder Metastasierungsverhalten in Verbindung gebrachte
Faktoren und deren Abhangigkeit von der Proteinexpression aufgeflhrt.

Signifikante p-Werte (p < 0.05) sind jeweils hervorgehoben.

3.0.1 Primare Endpunkte
— Vorliegen synchroner Metastasen
— Vorliegen lokoregionarer lymphogener Metastasierung ohne
Fernmetastasen
— Vorliegen hepatischer Metastasen (+/- lokoregionarer
Lymphknotenmetastasen)

— Tumorspezifisches Uberleben

3.0.2. Sekundare Endpunkte

Assoziationen zwischen der Proteinexpression und

— Grading

— embryologischen Ursprung (rechtes vs. linkes Hemikolon)
— V-Status (nach TNM)

— L-Status (nach TNM)

— Vorliegen einer muzindsen Histologie
3.1 EGFR-Signalweg

3.1.1. KRAS
28 der 93 Patienten (30%) zeigten eine K-Ras Mutation. Von diesen K-Ras

Mutationen lagen 16 auf dem Codon 12 und 7 auf dem Codon 13.

Mutationstyp
Kumulierte
Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Prozente
Gultig  Lokus 5 5,4 5,4 5,4
unbekannt
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G12A 1 1,1 1,1 6,5

G12C 5 54 54 11,8
G12D 8 8,6 8,6 20,4
G12v 2 2,2 2,2 22,6
G13D 7 7,5 7,5 30,1
Wildtyp 65 69,9 69,9 100,0
Gesamt 93 100,0 100,0

Tabelle 5 Mutationstypen K-Ras

Funf weitere lieRen sich mittels Schmelzpunktanalyse zwar vom Wildtyp
abgrenzen, aber auch mittels Sequenzierung nicht eindeutig einer der oben
beschriebenen Punktmutationen zuordnen. Im Rahmen der Auswertung wurde
aufgrund der geringen Grole der jeweiligen Subgruppe auf eine Differenzierung

zwischen den Mutationstypen verzichtet.

Von den 28 K-Ras mutierten Patienten wiesen 11 Patienten eine
Metastasierung auf: 9 der 11 metastasierten Patienten waren hepatisch, 2 der

11 Patienten waren isoliert regionar lymphogen metastasiert.

35



100%
90%

80%

70%

60%

50%

40% mutiert
30% ] \M|dtyp

20%
10%
0%

Tabelle 6 primadre Endpunkte K-Ras

In unserem Kollektiv zeigte sich keine Abhangigkeit zwischen dem K-Ras
Status und dem generellen Vorliegen synchroner  Metastasen.
Interessanterweise lag in unserem Kollektiv eine signifikant geringere Anzahl an
K-Ras mutierten Patienten unter den isoliert lymphogen metastasierten
Patienten (FET p = 0,028) vor. Nur 10% der mutierten Patienten zeigten
isolierte Lymphknotenmetastasen. Der Trend hinsichtlich einer Haufung
zwischen K-Ras mutierten Patient und Lebermetastasen war statistisch nicht
signifikant (FET p = 0,092).

In der oben stehenden Analyse sind wie bereits zuvor beschrieben diejenigen
Patienten, welche hepatisch und lymphogen metastasiert sind, strikt von denen
getrennt, die nur lymphogen metastasiert sind. Daher wurde noch eine
Subgruppenanalyse durchgefuhrt, in der alle nodal positiven Patienten

auftauchen. Das jeweilige M-Stadium ist ebenfalls angegeben.
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Abbildung 4 Sekundare Endpunkte K-Ras: Nodalstatus

Hier zeigt sich zunachst einmal kein Unterschied zwischen den
lebermetastasierten Patienten in Abhangigkeit von K-Ras hinsichtlich der Rate
an simultanen Lymphknotenmetastasen. Gleiches gilt auch fur die nicht
organmetastasierten Patienten, wobei hier ein Trend vorhanden scheint. Der
Prozentsatz an nodaler Positivitat ist unter den hepatisch metastasierten

Patienten signifikant hoher als bei den nicht lebermetastasierten Patienten.

Hinsichtlich der sekundaren Endpunkte zeigte sich unter den Karzinomen mit
partiell muzindser Histologie eine geringere Anzahl an K-Ras mutierten
Tumoren (FET p = 0,038). Allerdings ist unklar, wie viele dieser Tumoren nach
heutigem Stand als ,muzinéses” Adenokarzinom klassifiziert wirden, da nicht
fur alle Tumoren die gewlnschten 50% an muzindsen Zellen im

histopathologischen Befund angegeben wurden.
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Abbildung 5 Sekundire Endpunkt K-Ras: Muzinose Histologie

Hinsichtlich der weiteren sekundaren Endpunkte ergaben sich statistisch keine
signifikanten Zusammenhange. Das tumorabhangige Uberleben ist statistisch
gesehen nicht unterschiedlich zwischen mutierten und Wildtyp-Patienten (p =
0,229).
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Abbildung 6 Kaplan-Meier-Kurve K-Ras

3.2 MAP-Kinase Signalweg

3.2.1 pERK

Mutationsstatus

= TWildtyp
I mutiert

Die nukleare Expression von pERK wurde semiquantitativ erfasst. Jeder der

drei histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray wurde mit jeweils null

bis drei Punkten bewertet. Die addierte Punktzahl wurde wie folgt eingeteilt:

Gruppe Gesamtpunktzahl Gruppierung N =93
I 0 negativ 29
Il 1-3 schwach positiv 35
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1] 4-6 mittel positiv 18

A\ 7-9 stark positiv 11

Tabelle 7 Farbegrad pERK

Abbildung 7 Farbebeispiel pERK

Abbildung 7: Aufgefuhrt hier sind beispielhafte reprasentative Sektionen des
Tissue-Microarrays vierer unterschiedlicher Patienten: starke Farbung (A),
mittlere Farbung (B), schwache Farbung (C), keine Farbung (D).
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Abbildung 8 Primare Endpunkt pERK

In Gruppe | zeigten 55% (16 / 29) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil war mit aufsteigender pERK-
Expression tendenziell ricklaufig mit respektiven 43% (15 / 35) in Gruppe I,
27% (5/18) in Gruppe Il und 30% (3 / 10) in Gruppe IV (CQ p=0,246).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich mit absteigender
pERK-Expression eine Abhangigkeit zu den in dieser Gruppe gehauft
auftretenden Lebermetastasen. 38% (11 / 29) der Patienten in Gruppe | zeigten
synchrone Lebermetastasen, 17% (6 / 35) in Gruppe Il, 11% (2 / 18) in Gruppe
[Il und keiner (0 / 11) in Gruppe IV (Chi-Quadrat p=0,024).

Ebenfalls bemerkenswert bleibt, dass im Verlauf des Follow-Ups 4 Patienten
metachrone Lebermetastasen entwickelten und ein Patient eine metachrone
Lungenmetastase. Sowohl die pulmonalen als auch 75% (3 / 4) der
metachronen Lebermetastasen traten bei Patienten auf, welche keine pERK-
Expression im Primarresektat zeigten. Der vierte metachron hepatisch
metatasierte Patient zeigte eine schwache pERK-Farbung des Primarius.
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Ein direkter Zusammenhang mit lymphogener Metastasierung konnte nicht

hergestellt werden. In Gruppe | zeigten 17% (5 / 29) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 25% (9 / 35) in Gruppe I, 17% (3 / 18)
in Gruppe lll, sowie 30% (3 / 10) in Gruppe IV.

Bei den sekundaren Endpunkten zeigten sich zwei interessante Aspekte.

Sowohl fur die Patienten, welche eine Lymphangiosis carcinomatosa zeigten,

als auch fur die Patienten,

die ein veneninvasives Wachstum

in der

histopathologischen Aufarbeiten zeigten, galt, dass sich dies gehauft bei den

Patienten zeigte, welche geringere Farbung fur pERK aufwiesen.
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Abbildung 9 Sekundare Endpunkte pERK: L- & V-Status
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Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in AbhZngigkeit von der pERK-

Expression, so zeigte sich ein signifikanter Unterschied zu Gunsten der
Patienten, die vermehrt pERK exprimierten (LR p = 0,001).
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Abbildung 10 Kaplan-Meier-Kurve pERK

Aufgrund der nicht ganzlich vergleichbaren GruppengrofRen (n=18 in Gruppe Il
und n=11 in Gruppe IV) wurde separat eine Uberlebens-Statistik nur fir die
Gruppen | (negative Farbung) und Il (schwache Farbung) angefertigt. Hier

zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied mit einem (LR p=0,006).

3.2.2 mTOR

Die zytoplasmatische Expression von mTOR wurde semiquantitativ erfasst.
Jeder der drei histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray wurde mit
jeweils null bis drei Punkten bewertet. Die addierte Punktzahl wurde wie folgt

eingeteilt:

Gruppe Gesamtpunktzahl Gruppierung N =93
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I 0 negativ 5

Il 1-3 schwach positiv 18
[l 4-6 mittel positiv 44
A\ 7-9 stark positiv 26

Tabelle 8 Farbegrad mTOR

In Gruppe | zeigten 80% (4 / 5) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag bei 44% (8 / 18) in Gruppe
II, 50% (22 / 44) in Gruppe Il und 20% (5 / 25) in Gruppe IV.

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich keine Abhangigkeit von
der mTOR-Expression. 20% (1 / 5) der Patienten in Gruppe | zeigten synchrone
Lebermetastasen, 28% (5 / 18) in Gruppe I, 25% (11 / 44) in Gruppe Il und 8%
(2/24) in Gruppe IV.

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte nicht hergestellt
werden. In Gruppe | zeigten 60% (3 / 5) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 17% (3 / 18) in Gruppe I, 25% (11 / 44)
in Gruppe lll, sowie 12% (3 / 25) in Gruppe IV.
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Abbildung 11 Farnebeispiel mTOR
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Abbildung 12 Primdre Endpunkte mTOR

Hinsichtlich der sekundaren Endpunkte zeigte sich kein statistischer

Zusammenhang mit der mTOR-Expression.
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Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der mTOR-
Expression, so zeigte sich ein nicht signifikanter Trend zu Gunsten der
Patienten, die vermehrt mTOR exprimierten. In Gruppe | liegt das 5-Jahres-
Uberleben bei knapp 60%. Im Vergleich dazu liegen das 5-Jahres Uberleben in
Gruppe Il bei ca. 65%, in Gruppe Il bei 80% und in Gruppe IV bei 95%.
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Abbildung 13 Kaplan-Meier-Kurve mTOR

3.3 Wnt-Signalweg

3.3.1 B-Catenin

Die Expression von B-Catenin wurde semiquantitativ erfasst. Jeder der drei
histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray wurde mit jeweils null bis
zwei Punkten bewertet. Keine Punkte gab es, wenn keine nukleare Expression
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von B-Catenin nachzuweisen war. Ein Punkt wurde vergeben, wenn ein
geringer Teil der Zellen nukleares B-Catenin exprimierte und wenn der Grol3teil
der Zellkerne B-Catenin exprimierte, wurden zwei Punkte vergeben. Die

addierte Punktzahl wurde wie folgt eingeteilt:

Gruppe Gesamtpunktzahl Gruppierung N =93
I 0 negativ 25
Il 1-3 schwach positiv 33
1] 4-6 stark positiv 34

Tabelle 9 Farbegrad B-Catenin

In Gruppe | zeigten 56% (14 / 25) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in Gruppe Il bei 45% (15 /
33) und in Gruppe lll bei 29% (10 / 34) (CQ p=0,113).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich keine Abhangigkeit von
der B-Catenin-Expression. 24% (6 / 25) der Patienten in Gruppe | zeigten
synchrone Lebermetastasen, 21% (7 / 33) in Gruppe Il sowie 17% (6 / 35) in
Gruppe llI.

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte ebenfalls nicht
hergestellt werden. In Gruppe | zeigten 32% (8 / 25) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 24% (8 / 33) in Gruppe Il und 12% (4 /
34) in Gruppe Ill.
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Abbildung 14 Primdre Endpunkte B-Catenin

Hinsichtlich der Differenzierung zeigte sich ein signifikanter, invers verlaufender
Zusammenhang zwischen der (-Catenin-Expression und dem Grading der
Tumoren. In Gruppe | waren 64% (16 / 25) schlecht differenzierte Tumoren.
Demgegenuber stehen 36% (12 / 33) in Gruppe Il sowie 17% (6 / 35) in Gruppe
[ (CQ p=0,001).

Ein statistisch nicht signifikanter Trend zur Abhangigkeit von (-Catenin-
Expression und einer muzindsen Differenzierung scheint zu bestehen. 40% (10
/ 25) in Gruppe | waren muzinése Adenokarzinome. Dies traf auf 27% (9 / 33)
der Tumoren in Gruppe Il sowie auf 14% (5 / 35) der Tumoren in Gruppe llI
ebenfalls zu (CQ p=0,078).
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Abbildung 15 Sekunddre Endpunkte B-Catenin: Grading & Muzinése Histologie

Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der B-
Catenin-Expression, so zeigt sich trotz der signifikanten Korrelation zum
Tumorgrading kein Unterschied beim tumorbedingten Uberleben der Patienten.
In Gruppe | liegt das 5-Jahres-Uberleben bei knapp 75%. Im Vergleich dazu
liegen das 5-Jahres-Uberleben in Gruppe |l knapp darunter, in Gruppe llI
hingegen bei fast 90%. Auf eine statistische Testung wurde aufgrund sich

kreuzender Kurven verzichtet.

Unter den 17 von 98 Patienten, die nukledr c-MYC exprimierten, wiesen 16
Patienten ebenso nukleares 3-Catenin (p=0,027) auf. Ferner sind insgesamt 71
der 98 Patienten nuklear positiv fur -Catenin. Weder c-MYC (p=0,133) noch (-
Catenin (0,102) korrelieren mit der Metastasierung. Auch bei den einzelnen
Metastasierungswegen ergeben sich keine Signifikanzen.
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Kurve B-Catenin

3.3.2 c-MYC
Die Expression von c-MYC wurde ausschlieRlich als nuklear negativ oder

positiv gewertet.

Gruppe Gruppierung N =93
I negativ 76
Il positiv 17

Tabelle 10 Farbegrad c-MYC
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In Gruppe | zeigten 46% (35 / 76) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in Gruppe Il bei 25% (4 /
16) (FET p=0,166).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich keine Abhangigkeit von
der c-MYC-Expression. 24% (18 / 76) der Patienten in Gruppe | zeigten

synchrone Lebermetastasen gegenuber 6% (1 / 17) in Gruppe II.

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte ebenfalls nicht
hergestellt werden. In Gruppe | zeigten 22% (17 / 76) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 19% (3 / 16) in Gruppe Il.
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Abbildung 17 Primdre Endpunkte c-MYC

Hinsichtlich der sekundaren Endpunkte ergab sich kein statistischer
Zusammenhang mit der Expression von c-MYC.

Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der c-MYC-
Expression, so zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter Unterschied in der 5-

Jahres-Uberlebensrate. Die c-MYC positiven Patienten haben ein 5-Jahres-
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Uberleben von etwas tiber 90%. Die negativen hingegen eines von knapp unter
80% (LR p=0,160).
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Abbildung 18 Kaplan-Meier-Kurve c-MYC

3.4 Metalloproteinasen

3.4.1 MMP-9

Die zytoplasmatische Expression von MMP-9 wurde semiquantitativ erfasst.
Jeder der drei histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray wurde mit
jeweils null bis drei Punkten bewertet. Die addierte Punktzahl wurde wie folgt

eingeteilt:
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Gruppe Gesamtpunktzahl Gruppierung N =93
I 0 negativ 1

Il 1-3 schwach positiv 29

[l 4-6 mittel positiv 39

A\ 7-9 Stark positiv 22

Tabelle 11 Farbegrad MMP-9

In Gruppe | zeigten 0% (0 / 1) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in Gruppe Il bei 62% (18 /
29), in Gruppe Il bei 3% (12 / 39) sowie in Gruppe IV bei 41% (9 / 22) (CQ
p=0,058).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen dem Auftreten von hepatischer
Metastasierung und der MMP-9-Expression. 0% (0 / 1) der Patienten in Gruppe
| zeigten synchrone Lebermetastasen, 41% (12 / 29) in Gruppe I, 5% (2 / 40) in
Gruppe Il sowie 23% (5 / 22) in Gruppe IV. Anders formuliert, exprimieren Uber
50% aller lebermetastasierten Patienten nur schwach MMP9 verglichen mit
25% in der nicht metastiersten Gruppe (CQ p = 0,003).

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte nicht hergestellt
werden. In Gruppe | zeigten 0% (0 / 1) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 21% (6 / 29) in Gruppe Il, 26% (10 / 39)
in Gruppe lll, sowie 18% (4 / 22) in Gruppe IV.
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Abbildung 19 Primdre Endpunkt MMP-9

In  Gruppe
Demgegenlber stehen 52% (15 / 29) in Gruppe Il, 35% (14 / 40) in Gruppe ||
sowie 18% (4 / 22) in Gruppe IV. Der prozentuale Anteil an schlecht
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/1) schlecht differenzierte Tumoren.

differenzierten Karzinomen nimmt mit steigender MMP9-Expression ab (CQ
p=0,050).
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Abbildung 20 Sekunddre Endpunkte MMP-9: Grading

Hinsichtlich der weiteren sekundaren Endpunkte zeigte sich kein statistischer

Zusammenhang mit der Expression von MMP9.

Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der MMP9-
Expression, so zeigen sich widerspruchliche Ergebnisse. In Gruppe | liegt das
5-Jahres-Uberleben bei knapp 100%. Im Vergleich dazu liegt das 5-Jahres-
Uberleben in Gruppe Il am niedrigsten bei ca. 60%, in Gruppe Il zeigt sich ein

5-Jahres-Uberleben von gut 90% und in Gruppe IV von 80%.
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Abbildung 21 Kaplan-Meier-Kurve MMP-9

3.5 Phosphoglycerat-Kinase 1 (PGK1)
Die zytoplasmatische Expression von PGK-1 wurde semiquantitativ erfasst.
Jeder der drei histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray wurde mit

jeweils null bis drei Punkten bewertet. Die addierte Punktzahl wurde wie folgt

eingeteilt:

Gruppe Gesamtpunktzahl Gruppierung N =93
I 0 negativ 8

Il 1-3 schwach positiv 20
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1] 4-6 mittel positiv 37

v 7-9 stark positiv 28
Tabelle 12 Farbegrad PGK1

In Gruppe | zeigten 63% (5 / 8) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in Gruppe Il bei 35% (7 /
20), in Gruppe Il bei 39% (14 / 35) und in Gruppe IV bei 46% (13 / 28).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich keine Abhangigkeit von
der PGK1-Expression. In Gruppe | zeigten 50% (4 / 8) eine vorliegende
Metastasierung zum Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in
Gruppe Il bei 10% (2 / 20), in Gruppe lll bei 19% (7 / 37) und in Gruppe IV bei
21% (6 / 28).

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte nicht hergestellt
werden. In Gruppe | zeigten 13% (1 / 8) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 25% (5 / 20) in Gruppe I, 19% (7 / 36)
in Gruppe Il sowie 25% (7 / 28) in Gruppe IV.
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Abbildung 22 Primdre Endpunkte PGK1

Hinsichtlich der sekundaren Endpunkte zeigte sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang mit der Expression von PGK1.

Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der PGK1-
Expression, so zeigte sich ein Trend zu Gunsten der Patienten, die vermehrt
PGK1 exprimierten. In Gruppe | liegt das 5-Jahres-Uberleben bei unter 50%. Im
Vergleich dazu liegt das 5-Jahres-Uberleben in Gruppe Il und lll bei ca. 80%, in
Gruppe IV bei 90%.
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Abbildung 23 Kaplan-Meier-Kurve PGK1

3.6 Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktoren Rezeptor 3
(VEGFR3)

Die Expression des VEGFR3 wurde semiquantitativ erfasst. Bis auf einen
Patienten waren alle Schnitte auswertbar. Letztlich zeigte sich in jedem der
Schnitte ein gewisses Mal® an zytoplasmatischer und nuklearer VEGFR3-
Expression. Jeder der drei histologischen Schnitte auf dem Tissue-Microarray
wurde jeweils hinsichtlich seiner nukledren VEGFR3-Expression daher als

schwach oder stark eingestuft.

Z
1

Gruppe Gruppierung 92
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I schwach positive Farbung 57

Il stark positive Farbung 35
Tabelle 13 Farbegrad VEGFR3

In Gruppe | zeigten 46% (26 / 56) eine vorliegende Metastasierung zum
Untersuchungszeitpunkt. Der prozentuale Anteil lag in Gruppe Il bei 34% (12 /
35).

Hinsichtlich der hepatischen Metastasierung zeigte sich keine Abhangigkeit von
der VEGFR3-Expression. 23% (13 / 57) der Patienten in Gruppe | zeigten

synchrone Lebermetastasen gegenuber 14% (5 / 35) in Gruppe II.

Ein Zusammenhang zur lymphogenen Metastasierung konnte ebenfalls nicht
hergestellt werden. In Gruppe | zeigten 23% (13 / 56) eine isolierte lymphogene
Metastasierung. Demgegenuber stehen 20% (7 / 35) in Gruppe |l.
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Abbildung 24 Priméare Endpunkte VEGFR3

Die Expression von VEGFR3 st statistisch unabhangig von der

Seitenlokalisation des Tumors. Allerdings zeigt sich ein Trend, nachdem die
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rechtseitig gelegenen Kolonkarzinome in 46% (24 / 52) der Falle gegenuber nur
27% (11 7/ 40) eine starke VEGFR3-Expression aufweisen (CQ p=0,068).
Hinsichtlich der Ubrigen sekundaren Endpunkte zeigte sich ebenfalls kein

statistisch signifikanter Zusammenhang mit der Expression von VEGFRS3.

Betrachtet man das tumorbedingte Uberleben in Abhangigkeit von der
VEGFR3-Expression, so zeigt sich kein Unterschied in der 5-Jahres-

Uberlebensrate. Beide Gruppen liegen bei knapp 80%.
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Abbildung 25 Kaplan-Meier-Kurve VEGFR3
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4 Diskussion

Zielsetzung unserer Arbeit war die Suche nach prognostischen Markern fur das
Metastasierungsverhalten sowie das tumorabhangige Uberleben lokal limitierter
Kolonkarzinome. Besonders hervorzuheben sind die  signifikanten
Zusammenhange zwischen der pERK-Expression und dem damit
einhergehenden positiv beeinflussten Uberleben. Im selben Kontext zeigte sich
eine Inverse Haufung der pERK-Farbung mit dem Vorhandensein von
Gefaleinbrichen. K-Ras hingegen schien in unserer Untersuchung das
Uberleben nicht zu beeinflussen. Bemerkenswert bleiben hier die signifikant
selteneren isolierten Lymphknotenmetastasen. Die Ubrigen Marker zeigten
hinsichtlich  der primaren und sekundaren  Endpunkte  weniger

vielversprechende Ergebnisse.

Unsere Ergebnisse sind aus zweierlei Grunden vorsichtig in die folgende
Diskussion zu integrieren. Zum Einen machen die meisten Arbeiten keinen
Unterschied zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen. Dies ist aus unserer
Sicht so nicht korrekt. Insbesondere da sich die Beweise haufen, dass der
embryologische Ursprung eine Rolle fir die Tumorbiologie spielt. Des Weiteren
werden Rektumkarzinome in Deutschland seit vielen Jahren neoadjuvant
vorbehandelt, um einen Kontinenzerhalt zu bewirken, was einen grofen Eingriff
in die Biologie der resezierten Tumoren darstellt. Zum Zweiten nehmen die
meisten Arbeiten keine Praselektion hinsichtlich des T-Stadiums vor. Wir sehen
hingegen im angeflhrten Kollektiv die groBten offenen Fragen, da unserer
Meinung nach vor allem lokal gering fortgeschrittene Tumoren mit synchron

vorliegenden Metastasen biologisch nicht verstanden sind.

4.1 EGFR-Signalweg

4.1.1 K-Ras
In unserem Kollektiv waren 28 (30%) der Patienten K-Ras mutiert. Dies
entspricht einer vergleichbaren Mutationsrate zu den in der Literatur

beschriebenen Haufigkeiten von 30-45% (Lin et al., 2011). Eine generalisiert
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gehaufte Metastasierung zeigte sich anhand unserer Daten nicht. Zwei altere
Arbeiten aus Asien beschreiben jeweils ein vermehrtes Auftreten von (Leber-)
Metastasen unter den K-Ras mutierten Patienten (Li et al., 2012) (Tanaka et al.,
1994). In der Mehrzahl der Publikationen wird kein Zusammenhang zwischen
K-Ras Mutation und clinico-pathologischen Daten gesehen (Akman et al., 2016,
Zlobec et al., 2010, Saito et al., 2014, Rimbert et al., 2017). Der Mutationsstatus
war unabhangig von der Lokalisation des Tumors in unserem Kollektiv. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen von Deng et al und der RASCAL-Studie.
Hingegen beschrieben Peng et al eine signifikante Mutationshaufung bei
Tumoren im embryologisch rechtsseitigen Kolon (Deng et al., 2008) (Andreyev
et al., 1998b) (Peng et al., 2017). Eine andere Arbeit ermittelte im rechten Kolon
vermehrt Wildtyp-Tumoren (Kodaz et al., 2015). In unserem Kollektiv zeigt sich
kein Uberlebensunterschied zwischen K-Ras mutierten und Wildtyp-Patienten,
wobei die Aussagekraft sicher reduziert ist, da uns keine Daten hinsichtlich der
adjuvanten Therapie im Verlauf vorliegen. Ein neues Review aus 2016 von
Andreatos et al. zeigt, dass es keinen echten Konsens hinsichtlich einer
negativen Prognose fur K-Ras mutierte Patienten gibt. Von den in diesem
Review angeflhrten Studien thematisieren 12 von 15 das tumorfreie Uberleben.
Sieben zeigen eine negative Assoziation zwischen K-Ras und dem tumorfreien
Uberleben, fiinf hingegen nicht (Andreatos et al., 2016). Dieselbe Arbeit fasst
ebenfalls den vermeintlichen Uberlebensunterschied zwischen den
verschiedenen Punktmutationen im K-Ras-Gen zusammen. Dies war bereits in
der Vergangenheit mehrfach beschrieben worden (Jones et al., 2017, Sinha et
al., 2013). Fur eine dezidierte Subgruppenanalyse war unser Kollektiv jedoch zu
klein.

Uberraschend bleibt die signifikant niedrigere Rate an isolierten
Lymphknotenmetastasen bei K-Ras mutierten Patienten sowie der nicht
signifikante Trend zu vermehrten soliden Organmetastasen. Dies steht im
Widerspruch zu verschiedenen Arbeiten, die hier keinen Zusammenhang
zwischen K-Ras-Status und dem N-Stadium sahen (Jauhri et al., 2017,
Gorukmez et al., 2016, Ribeiro et al.,, 2013). Dass von den solide

metastasierten Patienten gut zwei Drittel auch Ilymphogene Metastasen
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aufweisen, Uberrascht hingegen nicht. Es bleibt zu diskutieren, ob und inwiefern
eine K-Ras Mutation eine aggressivere Tumorbiologie bedingt und
moglicherweise zu einer akzellerierten Metastasierung fiihrt. Ahnlich sehen dies
Margonis et al. In deren Analyse von 334 Patienten, welche wegen hepatisch
metastasierten kolorektalen Karzinomen reseziert worden waren, zeigte sich
zunachst kein Uberlebensunterschied zwischen K-Ras mutierten und Wildtyp-
Patienten. Kam es allerdings zum Rezidiv, war das Uberleben der mutierten
Patienten signifikant kirzer als das der Wildtyp-Patienten (Margonis et al.,
2015). Zwei Metaanalyse von Passiglia et al mit 1000 Patienten sowie von
Brudvik et al mit 1800 Patienten zeigen ebenfalls ein schlechteres Outcome fur
Ras-mutierte Patienten, welche sich im Gegensatz zu operierten Wildtyp-
Patienten einer Metastasektomie unterzogen (Passiglia et al., 2016, Brudvik et
al., 2015). Bekanntermalien konnen Lebermetastasen einen anderen Ras-
Status aufweisen als der Primartumor. Daher betrachteten Nash et al. den Ras-
Status der Metastasen, nicht aber des Primarius und zeigten, dass, wenn die
Lebermetastasen K-Ras mutiert waren, diese friher und in gehaufter Anzahl
auftraten (Nash et al., 2010).

Zuletzt bleibt erwahnenswert, dass diverse Arbeiten einen Zusammenhang mit
pulmonalen, nicht aber hepatischen Filiae zeigen, welche hier freilich nicht

untersucht worden sind (Kemeny et al., 2014).

4.2 MAP-Kinase Signalweg

4.2.1 pERK (phosphoryliertes-ERK)

Eine Uberexpression von pERK lasst sich unabhangig vom K-Ras oder B-Raf
Status nachweisen (Levidou et al., 2012) (Davies et al., 2011). Frihere Arbeiten
deuten daraufhin, dass ein hoher pERK-Spiegel ein negativer prognostischer
Faktor fiir das Uberleben darstellt (Zhuang et al., 2005).

Spezifisch fur das kolorektale Karzinom gibt es zwei Arbeiten, die die nukleare
Expression von pERK in einen Zusammenhang mit dem Ansprechen auf eine

neoadjuvante Bestrahlung von Rektumkarzinomen bringen. Holck et al zeigten,
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dass eine hohe Expression von pERK im Tumorepithel mit einem schlechten
Ansprechen auf eine Bestrahlungstherapie einhergeht (Holck et al., 2015).
Dazu im Widerspruch steht ein besseres Gesamtiberleben verbunden mit
erhdhten pERK-Spiegeln. Dies wurde mit dem besseren Ansprechen auf eine
(neoadjuvante) Radiochemotherapie begrindet (Davies et al., 2011). In
unserem Kollektiv ging ein niedriger pERK-Spiegel mit einer signifikant
haufigeren hepatischen Metastasierung einher. Zudem war das Uberleben
signifikant besser bei hohen pERK-Spiegeln, was sich eher mit Davies et al in
Einklang bringen lasst, wenn auch bei unseren Patienten keine Radiatio
stattgefunden hat.

Das vermehrte Auftreten von Lebermetastasen bei pERK negativen Patienten
ist mutmaBlich die Ursache fir das schlechtere tumorspezifische Uberleben. Ob
und inwiefern pERK eine hepatische Metastasierung bedingt, ist bisher nicht

bekannt.

Interessanterweise sehen wir eine Haufung zwischen pERK und dem L- und V-
Status. Dennoch zeigt sich keine signifikante Haufung zwischen pERK und
Lymphknotenmetastasen, weder isoliert noch generell. Davon abgesehen
zeigte sich in 4 Fallen ein hepatisches Rezidiv bzw. eine metachrone
Metastasierung. Auch diese Patienten waren in 75% der Falle negativ fur pERK

und in 25% schwach positiv gefarbt, was einen Zusammenhang vermuten lasst.

Baba et al untersuchten die Rolle der AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) in
Abhangigkeit von der MAPK und beschrieben in ihrem Kollektiv ein besseres
tumorspezifisches Uberleben bei Patienten, welche gleichzeitig positiv fiir
AMPK sowie pERK waren (Baba et al., 2010). Auf die Art und Haufigkeit der

Metastasierung wird dort leider nicht eingegangen.

Wir stellen die Hypothese auf, dass es sinnvoll ware pERK in Kolonkarzinome
im Rahmen experimenteller prospektiver Studien anzufarben und vor allem die

Leberbildgebung in der Nachsorge an den pERK-Wert anzupassen.

4.2.2 mTOR
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Verschiedene Arbeiten zeigen eine im Vergleich zu normaler Kolonschleimhaut
und polypoésen Kolonveranderungen vermehrte mTOR-Expression in
Kolonkarzinomen (Wang et al., 2011) (Zhang et al.,, 2009). In derselben
chinesischen Studie zeigte sich eine Assoziation zwischen mTOR und dem T-
Stadium, dem Auftreten von lokoregionaren Lymphknotenmetastasen,

Fernmetastasen sowie dem Differenzierungsgrad (Wang et al., 2011).

Die Autoren beschrieben eine Expression von mTOR in 61% der untersuchten
Kolonkarzinome. Im Vergleich dazu waren bei uns lediglich 5% der Proben
negativ fur mTOR und knapp 80% zeigten eine mittlere oder stark positive

Farbung.

Der Zusammenhang mit lokoregionaren und Fernmetastasen konnte an
unserem Kollektiv so nicht nachvollzogen werden. Es zeigte sich zu keinem der
von Wang et al beschriebenen Faktoren eine signifikante Abhangigkeit. Auch
wenn man die Gruppen hinsichtlich der Vergleichbarkeit dem chinesischen
Kollektiv ahnlicher einteilt, zeigen sich keine vergleichbaren Ergebnisse, sodass
wir mTOR nicht flr einen geeigneten prognostischen Marker fur die
Metastasierung des kolorektalen Karzinomes halten. Unsere Ergebnisse sind
damit eher mit denen von Zhang et al vergleichbar, welche ebenfalls keine
Zusammenhange zwischen mTOR-Ergebnissen und Tumorlokalisation,

Grading und Lymphknotenmetastasen zeigten (Zhang et al., 2009).

4.3 wnt-Signalweg

4.3.1 B-Catenin

Von den bearbeiteten Markern ist 3-Catenin neben K-Ras wohl der am besten
fur das kolorektale Karzinom untersuchte Marker. Dies liegt selbstverstandlich
nahe, wenn man die bereits friih entdeckte Rolle von 3-Catenin und APC in der
Entstehung des CRC bedenkt.

Brabetz at al beschrieben bereits 1998 eine inhomogen uUber den Tumor

verteilte Farbeintensitat vor allem von nuklearem (-Catenin. Sie zeigten
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vordergrindig nukleare Farbung und damit Translokation von B-Catenin in den
Zellkern an der Invasionsfront der kolorektalen Karzinome (Brabletz et al.,
1998). Im selben Jahr veroffentlichte dieselbe Gruppe bei Rektumkarzinomen
keinen Zusammenhang zwischen nuklearer B-Catenin-Expression und einer
Fernmetastasierung oder dem Uberleben (Gunther et al., 1998) festgestellt zu
haben. Im Verlauf der kommenden Jahre wurden widersprichliche Ergebnisse
veroffentlicht. Teilweise stimmen die Ergebnisse Uberein mit verschiedenen
grolReren Kollektiven, welche auch bei Uber 600 Patienten Kkeinen

Uberlebensnachteil fir nuklear positive Tumoren zeigten (Chung et al., 2001).

Bruun et al zeigten in einer groRen Kohortenstudie (n>700) einen
Uberlebensnachteil fiir den Verlust membrandsen B-Catenins, nicht aber fir

eine starke nukleare Farbung (Bruun et al., 2014).

Nukleare B-Catenin-Expression in der Invasionsfront ist nicht mit einem
schlechteren disease-free-survival vergesellschaftet, membranése Expression
aber mit einem besseren (Kamposioras et al., 2013). Im Kontrast hierzu zeigen
Gao et al ein hdoheres Tumorstadium, haufigere Lymphknotenmetastasen und
schlechteres Grading bei Patienten mit nuklear positiven Tumoren an der
Invasionsfront. Entsprechend war deren Uberleben auch negativ korreliert (Gao
et al., 2014).

Lee et al berichten Uber ca. 60% nuklear positive Patienten in ihrem Kollektiv.
Ahnliche Raten beschrieben Sie fiir c-MYC-Expression. Beides war unabhangig
aber auch kombiniert mit einem Uberlebensvorteil verbunden (Lee et al., 2016).
Die Farbehaufigkeit deckt sich mit der Arbeit von Hugh et al. Diese konnten
jedoch keinen Zusammenhang zum Uberleben oder Grading zeigen (Hugh et
al., 1999).

Lugli et al zeigten in einer groRen Fallserie (n>1400) fur nuklear positive und
mikrosatellitenstabile Tumoren im TMA (entfernt von der Invasionsfront
entnommen) vermehrte Lymphknotenmetastasen, vaskulare Invasion sowie ein
schlechteres Uberleben (Lugli et al., 2007).
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Letztlich zeigten mehrere Arbeiten einen prognostischen Nachteil fur nuklear
positives B-Catenin ((Suzuki et al., 2008, Lugli et al., 2007) (Peker et al., 2013)
(Gao et al., 2014)), andere Arbeiten kamen zu dem Schluss, dass es keinen
Zusammenhang dazu gab (Brabletz (Brabletz et al., 1998), Hugh (Hugh et al.,
1999), Kamposioras (Kamposioras et al., 2013)), manch einer sah sogar einen
Uberlebensvorteil (Lee et al., 2016)). Zu bemerken ist, dass diese Arbeiten sich
teilweise differenziert auf die Proteinexpression in Tumorzentrum und an der
Invasionsfront beziehen, was in unserer Arbeit nicht der Fall war. Unsere
Proben wurden bewusst aus der Tumormitte entnommen, ahnlich der Arbeit
von Lugli et al, welche explizit invasionsfern ihre Proben entnahmen. In
unserem Kollektiv ging eine nukleare Positivitat nicht mit einem
Uberlebensvorteil oder einem bestimmten Metastasierungsverhalten einher. Im
Widerspruch zu Peker et al ging bei uns eine schlechtere Differenzierung mit

einer geringeren nuklearen Anfarbung einher (Peker et al., 2013).

Wahrend diverse Arbeiten keinen Zusammenhang mit dem V-Status
beschreiben (Peker et al., 2013), zeigen Suzuki at al in ihrer Arbeit signifikant
haufigere Lebermetastasen, wenn die infiltrierten Gefalke des Primarius

vermehrt B-Catenin exprimierten (Suzuki et al., 2008).

Ein interessantes — wenn auch kleines — Kollektiv beschreiben ungarische
Kollegen. Diese untersuchten 79 Patienten im Stadium T3NOMO (Kolon- und
Rektumkarzinome) und zeigten fur nukledr positives bzw. membrands
reduziertes B-Catenin signifikant haufigere metachrone Metastasen im 5-
Jahres-Follow-Up (Toth et al., 2012).

Zusammenfassend zeigte sich in unserem Kollektiv kein statistisch signifikanter
Uberlebensnachteil fir nukledr positive Tumoren. Eher noch zeigt sich ein
Trend zu Gunsten dieser Tumoren. Wie heil® diskutiert diese Sachlage ist, zeigt,
dass Chen et al eine Metaanalyse veroffentlichten, die einen prognostischen
Nachteil flr nukleares B-Catenin zeigte (Chen et al., 2013), wohingegen Bruun
et al in ihrer Arbeit dieselbe Metaanalyse sowie zwei weitere Arbeiten anflihren

und daraus keinen Uberlebensnachteil ableiten kénnen (Bruun et al., 2014).
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4.3.2 c-MYC

In unserem Kollektiv zeigten 17 Patienten eine Expression von nuklearem c-
MYC. Dies ging weder mit einem Uberlebensvorteil noch mit einem
spezifischen Metastasierungsverhalten einher. Auch die sekundaren Endpunkte
waren unabhangig von c-MYC. Bereits in den ausgehenden 80ern und friihen
90ern waren ahnliche Analysen mittels c-MYC RNA-Nachweis durchgefuhrt
worden. Im Jahr 1990 postulierten Kollegen aus Osterreich und Singapur an
jeweils einem kleinen Kollektiv, dass c-MYC als prognostischer Marker
ungeeignet sei (Klimpfinger et al., 1990) (Goh et al., 1990). Hiermit scheinen
sich die Ergebnisse einer Untersuchung von 1988 von Erisman et al zu
bestatigten, die ebenfalls keinen Zusammenhang zum tumorabhangigen
Uberleben ihres Kollektivs herstellen konnten. lhnen gelang es in knapp 68%
ihrer CRCs eine erhdhte Menge an c-MYC RNA nachzuweisen (Erisman et al.,
1988). Ji et al untersuchten eine ahnliche Fragestellung im Jahr 2014 und
kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass c-MYC weder als prognostischer Marker

diente noch mit dem klinischen Stadium vereinbar war (Ji et al., 2014).

Eine weitere Arbeit untersuchte die Genexpression von c-MYC nicht nur im
Primargewebe, sondern auch in dessen Metastasen. Hier zeigte sich eine
signifikant erhdhte Amplifikation von c-Myc in den Metastasen, hingegen aber
keine vermehrte Uberexpression im Vergleich zum Primarius (Rochlitz et al.,
1996). Dies bestatigte damit die Ergebnisse einer zwei Jahre alteren
ungarischen Arbeit (Kozma et al., 1994). Eine japanische Arbeit hingegen
zeigte zwar ebenfalls keine Korrelation zwischen der Expression von c-MYC
und dem Tumorstadium bzw. der Metastasierung, jedoch kam es bei
Uberexprimierten Patienten haufiger zum metastatischen Rezidiv und damit

einhergehend zu einem schlechteren Gesamtiberleben (Kakisako et al., 1998).

Kugimya et al gingen einen Schritt weiter und zeigten ein vermehrtes Auftreten
von Rezidiven in Patienten mit hoher c-MYC Expression nach adjuvanter 5-
Fluoruracil Chemotherapie im Vergleich zu Patienten geringer Expression.

Entsprechend war auch das rezidivfreie Uberleben hier deutlich reduziert
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(Kugimiya et al., 2015). Allerdings handelte es sich um ein sehr kleines Kollektiv
(n=20). Da wir in unserer Studie primar die synchrone Metastasierung
untersuchten, liegen zum jetzigen Zeitpunkt keine Daten bezuglich der

Rezidivrate vor.

Damit erscheint zum jetzigen Zeitpunkt die alleinige Uberexpression von c-MYC
nicht mit einem prognostischen Vor- oder Nachteil vergesellschaftet zu sein.
Eine Metastasierungspraferenz lasst sich ebenfalls nicht ableiten. Ob ein
Zusammenhang mit Rezidiven nach bestimmten Chemotherapien besteht, gilt

es an grofleren Studienkollektiven zu evaluieren.

4.4 Matrixmetalloproteinase-9 (MMP9)

Eine andere Arbeit, welche 202 Patienten mit einem Stage Il kolorektalen
Karzinom untersucht, beschreibt knapp 50% der kolorektalen Karzinome als
positiv fir MMP9. Diese scheint in einer Abhangigkeit zur Differenzierung und
der Tumorlokalisation zu stehen. AuRerdem zeigte dieselbe Arbeit ein besseres
krankheitsfreies Uberleben (Buhmeida et al., 2009).

Chu et al beschreiben in ihrer Studie eine signifikante Korrelation zwischen
Invasionstiefe, dem Auftreten von Lymphknoten- und Fernmetastasen sowie ein

deutlich schlechteres tumorfreies und Gesamtuberleben (Chu et al., 2012).

Ein Vergleich fallt hier schwer, da sowohl alle T-Stadien als auch das
Rektumkarzinom in die chinesische Population miteingeschlossen wurde.
Zudem waren knapp 50% der chinesischen T2/T3 Tumore negativ fur MMP9
gegenuber fast ausschliel3lich positiven Patienten in unserem Kollektiv. Eine
Limitation des Tissue-Microarray stellt zudem dar, dass nicht zwangslaufig die
Invasionsrander damit abgebildet werden. Werden zentrale Anteile des Tumors
enthommen, kann eine veranderte Proteinexpression vorhanden sein, als dort,
wo die Matrixmetalloproteinasen mutmallich wirken. Kontrovers ist zudem,
dass sich in unserem Kollektiv die meisten hepatisch metastasierten Tumoren
durch eine verhaltnismalig geringe Expression auszeichnen. Dies spiegelt sich
in den Uberlebenskurven wieder. Durch die hohe Schnittmenge an
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Lebermetastasen und niedriger Expression zeigen diese Patienten das
schlechteste Uberleben, allerdings folgen dann zunachst die stark und erst
dann die mittel exprimierenden Tumoren, so dass hier wohl eher von Zufallen

auszugehen ist.

Im Mausmodell konnten Gerg et al zeigen, dass die MMP9-Expression zu
verschiedenen Zeitpunkten variabel ist. Dies konnten wir durch unsere
einmalige Messung letztlich nicht rekonstruieren, es konnte aber die Ursache
fur die schwierige Vergleichbarkeit zur chinesischen Arbeit sein (Gerg et al.,
2008).

4.5 Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1)

Die Expression von PGK-1 lies sich in unserer Arbeit gut mittels der bereits von
Zieker et al verwendeten Antikdrper reproduzieren. Die semiquantitative
Analyse zeigte jedoch weder einen Zusammenhang mit einem spezifischen
Metastasierungsort noch mit einem generell gehauften Auftreten wie bei Ahmad
et al beschrieben (Ahmad et al., 2013). Ob der PGK1 Spiegel mit einer
peritonealen Metastasierung des Kolonkarzinoms einhergeht, lasst sich an
unserem Kollektiv nicht ableiten, da eine peritoneale Metastasierung unter den
untersuchten lokalisierten T2/T3 Tumoren &uferst selten ist bzw. diese
Patienten die Einschlusskriterien nicht erfullten. Ebenso lies sich kein
unabhangiger Einflussfaktor bzgl. des Uberlebens nachweisen, wie dies etwa
fur die Gallenblasenkarzinome beschrieben wurde (Lu et al., 2015). Bei
Neuroblastomen konnte eine Abhangigkeit zwischen CXCR4 und PGK1-
Positivitat gezeigt werden. PGK1-Uberexpression war mit einem schlechten
Uberleben vergesellschaftet, am ehesten bedingt durch eine Metastasierung ins
Knochenmark (Ameis et al., 2013). Metastasen im Knochenmark sind aul3erst
selten bei CRC.

Entsprechend trat in unserem Kollektiv kein einziger solcher Fall auf.
Weitere Daten scheinen fur das kolorektale Karzinom und die PGK1 nicht

vorzuliegen.
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4.6 VEGFR-3

Der VEGFR-3 ist der wichtigste VEGF-Rezeptor flr die Lymphangiogenese und
damit mutmallich involviert in die Bildung einer Lymphangiosis carcinomatosa
bzw. einer Lymphangioinvasion mit Lymphknotenmetastasierung. In unserer
Farbung zeigten praktisch alle Zellen einen zytoplasmatischen Nachweis des
Rezeptors. Dies deckt sich mit vorbeschriebenen Arbeiten (Witte et al., 2002,
Simiantonaki et al., 2007). Zunachst verwundert, dass ein ansonsten
membranstandiger Rezeptor eine nukleare Farbung bedingt. Der verwendete
Antikorper bindet an das C-terminale Ende des Rezeptors. Dieser zeigte in
pulmonalen  Hamangioendotheliomen und  Angiosarkomen  dasselbe
bemerkenswerte Farbemuster (Stacher et al.,, 2009). Stacher et al
schlussfolgerten in selbiger Arbeit, dass das C-terminale Ende des VEGFR-3 im
Zellkern liegen musse, da weitere, nicht gegen das C-terminale Ende gerichtete
Anti-VEGFR-3-Antikorper lediglich zur zytoplasmatischen bzw. membrandsen,
nicht aber zur nuklearen Farbung der Zellen flhrten. Eine spezifische Farbung
der jeweiligen Liganden VEGF-C und D wurde nicht durchgeflihrt. Zur besseren
Einordnung wird Stichpunktartig die Datenlage hierzu dennoch erwahnt. Beide
Rezeptoragonisten lassen sich haufig in CRC anfarben. Mehrere Arbeiten
Anfang der 2000er zeigten, dass eine erhdhte VEGF-D Proteinexpression mit
signifikant mehr Lymphknotenmetastasen einherging, ohne jedoch das
Uberleben zu beeinflussen (Funaki et al., 2003, Moehler et al., 2008, Duff et al.,
2006). Eine simultane Expression von VEGF-C und D ging mit einem
schlechteren Uberleben einher als doppelt-negative Tumoren (Onogawa et al.,
2004).

Im Widerspruch hierzu fanden Kawakami et al bei erhdhtem VEGF-C und/oder
erniedrigten VEGF-D mMmRNA-Spiegeln signifikant gehauft
Lymphknotenmetastasen (Kawakami et al., 2003a). Dieselbe Arbeitsgruppe
quantifizierte kurze Zeit spater die VEGFR-3 Expression, fand aber keinen
Zusammenhang zwischen VEGFR-3 mRNA-Spiegeln und
Lymphknotenmetastasen (Kawakami et al., 2003b). Der immunhistochemische
Nachweis von starker VEGFR3-Expression geht in unserer Arbeit weder mit

Lymphknoten- noch mit Lebermetastasen einher. Diverse Vorarbeiten sahen
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ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen VEGFR-3 und dem Klinischen
Outcome (Hanrahan et al., 2003, Thomaidis et al., 2014) (Zhang et al., 2017).
Witte et al. und Kim et al. beschrieben ein schlechteres Uberleben in VEGFR-3
positiven Patienten. Allerdings sahen sie ebenfalls keinen Zusammenhang mit
der Lymphknotenfiliarisierung (Witte et al., 2002) (Kim et al., 2011).

Etwas kontrar zur mutmallichen Funktion des Rezeptors zeigte sich in einer
grolRen portugiesischen Arbeit mit > 600 Patienten sowie in einer Arbeit von
Mainzer Kollegen ein Zusammenhang zwischen VEGFR-3 und dem
Vorhandensein von Fernmetastasen, nicht aber von Lymphknotenmetastasen
(Martins et al., 2013) (Jayasinghe et al., 2009). Dies konnte an unserer Arbeit
so nicht nachvollzogen werden. Es traten keine vermehrten Lebermetastasen

auf.

Zusammengefasst scheint VEGFR-3 derzeit kein geeigneter prognostischer
Marker fiur das kolorektale Karzinom zu sein. Erschwerend hinzukommt, dass
anders als bei den meisten oben beschriebenen Tumoren die
immunhistochemische Auswertung durch die haufige Positivitat erschwert ist
und viele Kollegen in ihren Arbeiten unterschiedliche Aspekte beschreiben.
Teilweise werden nur die tumorassoziierten oder -infiltrierten GefalRe

beschrieben.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Bis heute existieren wenige prognostische oder pradiktive Marker fur das
Metastasierungsverhalten und das tumorspezifische Uberleben lokal begrenzter
Kolonkarzinome. Es ist nicht hinreichend geklart, weshalb noch auf die
Darmwand begrenzte Tumoren bereits synchrone Lymphknoten- oder
Lebermetastasen zeigen konnen. Ferner erlauben die derzeit verfugbaren
immunhistochemischen Farbungen nahezu keine Aussage hinsichtlich der

Gesamtprognose zu treffen.

Ziel dieses Forschungsvorhabens war die Untersuchung bzw. Entdeckung
prognostischer und pradiktiver Marker flr das Metastasierungsverhalten und

das tumorabhangige Uberleben lokal begrenzter Kolonkarzinome.

Die  molekularbiologische = Untersuchung von K-Ras, sowie die
immunhistochemischen Farbungen von pERK, mTOR, B-Catenin, c-MYC,
MMP-9, PGK1 und VEGFR3 sollen im Kontext des klinischen Verlaufs zu einem
besseren Verstandnis der metastatischen Prozesse und deren Auswirkungen
auf das Uberleben beitragen. Wahrend in der Literatur die prognostische
Relevanz von K-Ras Mutationen weiterhin diskutiert wird, zeigt sich in unserem
Kollektiv kein Zusammenhang mit dem Uberleben. Die unter den mutierten
Tumoren geringer haufig auftretenden Lymphknotenmetastasen sind eine
bisher nicht beschriebene Beobachtung. Dies bleibt daher an einem gréleren
Kollektiv zu Uberprifen. Besonders interessant erscheint der Zusammenhang
zwischen pERK und dem haufigeren Auftreten von Lebermetastasen unter den
pERK negativen Patienten. Dies ist mutmalilich auch der Grund fur das
reduzierte Uberleben dieser Patienten. Trotz der Vielzahl an Studien zum
kolorektalen Karzinom gibt es abgesehen von wenigen kontroversen Studien
zum Rektumkarzinom keinerlei weitere Studien, die Zusammenhange zwischen
der pERK-Expression und der Prognose beim Kolonkarzinom untersuchen.
Daher ergibt sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie ein breites
Spektrum an offenen Fragestellungen. Zunachst steht im Vordergrund die

Aufarbeitung der metachronen Metastasen in unserem Patientenkollektiv im
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langfristigen Verlauf. Bei pERK klingt exemplarisch bereits an, das die
Expression am Primartumor moglicherweise auch eine Aussage Uber das
Auftreten metachroner Metastasen erlauben kdnnte. Gleichermalien sollten die
Ergebnisse an den folgenden Jahrgangen Uberprift werden. Ferner gilt es
anhand von Biopsien vor neoadjuvanter Radiochemotherapie beim Rektum die
derzeit noch widersprichlichen Ergebnisse zu Uberprufen. Sollte sich eine
Vergesellschaftung von pERK-Expression und metachroner Metastasierung
ergeben, konnte dies ein wichtiger Pfeiler der personalisierten Tumornachsorge
bilden.
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8 Anhang

8.1 Antikorper Immunhistochemie

Name Hersteller Bestellnummer | Verdunnung | Protokoll
B-Catenin Zytomed 03-2264 1:400 #485
c-MYC Abcam Ab23072 1:200 #485
MMP-9 Thermo Scientific RB-9234-R7 #468
mTOR Cell Signaling #2983 1:50 #317
pERK Cell Signaling #9101 1:200 #456
PGK1 Santa Cruz sc-48342 1:200 #317
Biotechnoly Inc
VEGFR-3 Santa Cruz sc-321 1:200 externe
Biotechnoly Inc Farbung
S.u.

Tabelle 14 Hersteller Antikorper & Farbemodus
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8.1.1 Farbeprotokolle

Die unten aufgelisteten Protokolle wurden alle StandardmaRig mit dem Ventana
BenchMark XT gefarbt. Die jeweilige Protokollnummer entspricht dem Standard
des Instituts fur allgemeine Pathologie Tubingen und kann daher in anderen

Labors abweichen.

#317

Nachweissystem: Ultra View DAB Detection Kit (Roche)

Vorbehandlung: cc1 Standard (cc1 = EDTA Puffer; Standard = Kochdauer 64°)
Inkubationsdauer 1.AK: 32°

Inkubationstemperatur 1.AK: Raumtemperatur

#456

Nachweissystem: Ultra View Red (Roche)

Vorbehandlung: cc1 Standard (cc1 = EDTA Puffer; Standard = Kochdauer 64°)
Inkubationsdauer 1.AK: 32°

Inkubationstemperatur 1.AK: Raumtemperatur

#468

Nachweissystem: iView DAB Detection Kit (Roche)

Blocker: Avidin / Biotin Block (Roche) eingeschaltet (Inkubationsdauer autom.)
Vorbehandlung: cc1 Standard (cc1 = EDTA Puffer; Standard = Kochdauer 64°)
Inkubationsdauer 1.AK: 32°

Inkubationstemperatur 1.AK: 37°C
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#485

Nachweissystem: iView DAB Detection Kit (Roche)

Vorbehandlung: cc1 Standard (cc1 = EDTA Puffer; Standard = Kochdauer 64°)
Inkubationsdauer 1.AK: 32°

Inkubationstemperatur 1.AK: 37°C

VEGFR-3

Durchfihrung der Farbung nach Herstellerangaben mit dem Ventana
Farbeautomaten am pathologischen Institut der Universtitat Graz (Prof. Dr.

Helmut Popper).
Nachweissystem iView DAB Detection Kit (Roche)

Vorbehandlung: cc1 mild

8.2 Gerate
Roche LightCycler Il Thermal Cycler Model 1.5 (32 Lots)

Beckman Coulter GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System (Ver. 10.2.3)
Ventana Farbeautomat Benchmark TX, Discovery TX
Carl Zeiss Mirax Desk

PCR Applied Biosystems GeneAMP PCR System 9700

8.3 Molekularbiologische Protokolle und Verbrauchsmittel

8.3.1 PCR-Protokoll
Denaturierung 60sec 95°C

55 Zyklen:
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45sec 95°C
75sec 58°C
60sec 72°C
Abschlief3end: 10min 72°C

8.3.2 PCR-Mix (Mastermix)

H,O = 36,7l
Puffer (10x) = 5,0ul
dNTPs = 2,0ul (10mmol) (desoxy-Nukleotidtriphosphate)

Primer Forward 1,0ul (10nmol)

Primer Backward 1,0ul (10nmol)

LNA = 1,0ul (1nmol / 2nmol)

Taq Gold

Polymerase)

0,3ul (1,5 Unit) (Termophilus aquaticus

8.3.3 PCR-Primer Sequenz
Primer 1 Forward 5-AAggCCTgCTgAAAATgACTg-3’

Primer 2 Reverse 5-AgAATggTCCTgCaCCAgTAA-3’

8.4.1 Light-Cycler Mix

H,O = 6,4l
MgCL. = 1,6l
Sonde Anchor = 1,0ul (1nmol)
Sonde Sensor = 1,0pl (2nmol)

8.4.2 LightCycler-Analyse-Sonden
Anchor: CACAAATgATTCTgAATTAgCTgTATCgTCAAggCAC..FL

Sensor 12Cys: LC640-TTgCCTACgCCACAAgCTCCAA--PH
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LNA

CCTACgCCACCAgGCTCC-PH

8.5 Hersteller Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Referenznummer

AmpliTaqGold Applied Biosystems / N8080244

Polymerase ThermoFisherScientific

Proteinase K Qiagen 19157

dNTP Mix Applied Biosystems / R0193
ThermoFisherScientific

Primer 1 ,Forward* TIB MOLBIOL

K-Ras F Syntheselabor GmbH

Primer 2 ,Reverse* TIB MOLBIOL

K12R2 Syntheselabor GmbH

LNA TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH

Anchor Sonde TIB MOLBIOL

(Anchor-12) Syntheselabor GmbH

Sensor Sonde TIB MOLBIOL

12-Cys Sensor Syntheselabor GmbH

iVIEW DAB Detection Kit | Ventana Medical 05266157001
Systems, Inc. (Roche)

ultraView Universal Ventana Medical 05269814001

Alkaline Phosphatase Systems, Inc. (Roche)

Red Detection Kit

ultraView Universal DAB | Ventana Medical 05269806001

Detection Kit

Systems, Inc. (Roche)

Tabelle 15 Hersteller Primer, Sonden, Detektions-KITs
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