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Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom zdhlt zu den haufigsten Krebserkrankungen weltweit. Mittlerweile
stehen Arzten/innen viele therapeutische Maoglichkeiten zur Behandlung erkrankter
Patienten/innen zur Verfiigung. Allerdings sprechen, bei identischen Voraussetzungen, nicht alle
Erkrankten gleich auf eine Behandlung an. Die Griinde fiir derartige Unterschiede im Outcome
stehen heute im Zentrum der Forschung. Es ist eine Vielzahl von Biomarkern bekannt, die in die
Biologie des kolorektalen Karzinoms eingreifen. Beruhend auf dem Nachweis solcher Marker
werden schon heute Entscheidungen fiir oder gegen eine spezifische Therapie getroffen und
Patienten genau selektiert. Und dennoch erlebt die Medizin immer wieder Riickschldge in der
Behandlung von Tumorpatienten. Ziel ist es, die an der Karzinogenese beteiligten Biomarker
therapeutisch zu nutzen. Hierfiir muss histopathologisch und auf molekularer Ebene eine
dezidierte Markerklassifikation der jeweiligen Tumorentitdt erfolgen. Im Anschluss kénnen
Patienten anhand des Markerprofils fiir eine Therapie selektiert werden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die vergleichende Analyse von acht an der kolorektalen
Karzinogenese beteiligten Biomarkern. Untersucht wurden der Wachstumsrezeptor EGFR, das
Ras-Protein K-ras, das Tumorsuppressorgen PTEN, die Apoptoseinhibitoren Survivin und
XIAP, das mitochondriale Protein Smac/DIABLO, sowie die Angiogenesefaktoren VEGF und
Hif-la. Anhand der vergleichenden Untersuchung der Expression dieser Marker im
Primédrtumor und in korrespondierenden Lymphknotenmetastasen sollte untersucht werden, ob
die Auspriagung der Marker in Primértumor und korrespondierender Lymphknotenmetastase
miteinander korrelierte und ob es Einfliisse auf das Uberleben gab.

Hierfiir wurden Tissue microarrays von Lymphknotenmetastasen angefertigt, die Biomarker
mittels Antikorper-Antigen-Reaktion sichtbar gemacht und anschlieBend lichtmikroskopisch
ausgewertet. Die Auswertung der korrespondierenden Primirtumoren war Inhalt von zwei
vorangegangenen Dissertationen, deren Daten vorlagen. Fiir die statistische Analyse wurden
absolute und relative Haufigkeiten errechnet und eine Rangkorrelation mittels Spearman’schem
Rangkorrelationskoeffizienten durchgefiihrt. Einschrinkend muss erwédhnt werden, dass
Survivin, XIAP und Smac/DIABLO nicht in den Primartumoren untersucht worden waren,
weshalb fiir diese keine Aussage hinsichtlich der Korrelation zwischen Primértumor und
Lymphknotenmetastase gemacht werden konnte. Fiir EGFR, K-ras, VEGF und Hif-1a konnte
eine Korrelation zwischen Primirtumor und korrespondierender Lymphknotenmetastase
nachgewiesen werden. PTEN hingegen zeigte keine Korrelation zwischen Primértumor und
Lymphknotenmetastase. Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden,
dass Survivin, XIAP und VEGF in etwa gleichem Ausmal} in den Lymphknotenmetastasen
exprimiert wurden. Eine Assoziation mit dem Uberleben konnte fiir keinen der acht Marker
bestitigt werden.

Diese Ergebnisse implizieren zum einen ein groBes Mall an Homogenitdt zwischen der
Markerexpression im Primértumor und in der Lymphknotenmetastase. Die Studienlage hierzu
ist kontrovers, in einigen Arbeiten wurden #hnliche Ergebnisse erhoben, in anderen eine
deutliche Heterogenitdt zwischen Primdrtumor und Metastase dokumentiert. Weitere Studien
sind erforderlich, bevor entschieden werden kann, ob im klinisch-pathologischen Alltag
Primértumoren oder Lymphknotenmetastasen untersucht werden sollten.

VEGF, Survivin und XIAP zeigten eine Koexpression in den Metastasen. Eine solche Ko-
Expression von Biomarkern in Metastasen maligner Tumore ist bisher nicht umfassend
untersucht und mit klinisch-pathologischen Faktoren korreliert worden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass das Markerprofil von Priméartumor und Metastase
ein hohes Mafl an Homogenitét aufweist. Um eine prognostische Aussagekraft und Moglichkeit
fiir therapeutische Intervention genauer zu untersuchen, sind weitere Studien erforderlich.
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1. Einleitung

1.1 Die Pathologie des kolorektalen Karzinoms

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland erkrankten im Jahr 2008 35.350 Ménner und 30.040 Frauen an einem
kolorektalen Karzinom. Mit einem prozentualen Anteil von 14,3% bei den Méannern und
13,5% bei den Frauen rangiert das kolorektale Karzinom hiermit nach Prostata- und
Mammakarzinom an Platz zwei der Krebsneuerkrankungen. Auch hinsichtlich der
Sterbefille in 2008 belegt das kolorektale Karzinom den zweiten Platz. Das Risiko zu
erkranken steigt mit zunehmendem Alter. Mehr als die Haélfte aller Fille betreffen
Menschen jenseits des 70. Lebensjahres. Erfreulicherweise wird jedoch - bei beiden
Geschlechtern - ein Riickgang der altersstandardisierten Sterberaten um 20% in den
letzten 10 Jahren verzeichnet (Krebsregister Deutschland, 2012).

In Europa steigt die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms mit zunehmendem Alter stark
an. Interessant hierbei ist jedoch, dass sich das mediane Erkrankungsalter europaweit
unterscheidet (Brenner et al., 2008).

Weltweit belegt das kolorektale Karzinom bei Minnern den dritten Platz der
neudiagnostizierten malignen Tumoren, bei Frauen sogar den zweiten Platz mit mehr als
1,2 Millionen Neuerkrankungen bei beiden Geschlechtern insgesamt in 2008. Die
hohesten Inzidenzraten finden sich in Australien, Neuseeland, Europa und Nordamerika,

die niedrigsten in Afrika und Asien (Jemal et al., 2011).

1.1.2 Atiologie

70-80% der kolorektalen Neoplasien entstehen sporadisch (Karoui et al., 2007). Dieses
Geschehen ist multifaktoriell bedingt. Hierbei spielt die Lebensfiithrung der Betroffenen
eine bedeutende Rolle. Besonders die Erndhrung ist wesentlich fiir die Erkrankung, sie
kann diese je nach Zusammensetzung begiinstigen oder ihr entgegenwirken. In einer
Vielzahl von Studien wurde nachgewiesen, dass hohe Aufnahme von Fett und
tierischem Protein ein Risikofaktor fiir die Entwicklung von intestinalen Neoplasien
darstellt. Der Verzehr von reichlich Ballaststoffen, Friichten und Gemiise hingegen hat
einen protektiven Effekt (Campos et al., 2005). Besonders der regelmifBige Verzehr von
rotem Fleisch steht in Zusammenhang mit der Entwicklung von intestinalen

Karzinomen. Die statistische Auswertung mehrerer voneinander unabhéngiger Studien
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im Jahre 2002 wies ein erhohtes Risiko von 35% fiir kolorektale Neoplasien bei hohem
Konsum von rotem Fleisch nach (Cross and Sinha, 2004).

Durch problematisches Erndhrungsverhalten hervorgerufene sogenannte ,Lifestyle-
related-diseases wie Diabetes, Adipositas, Hyperinsulindmie und Insulinresistenz
werden auch mit einem erhohten Risiko fiir kolorektale Neoplasien assoziiert
(Takahashi et al., 2007). Auch langjéhriger Abusus von Nikotin (mindestens 16 Jahre)
wurde in einer Studie als Risikofaktor fiir die Entwicklung von Neoplasien identifiziert
(Tiemersma et al., 2002). In einer Studie, die den Zusammenhang zwischen moderatem
Alkoholkonsum (max. 30 g/d (Park et al., 2010)) und erhohtem Neoplasierisiko
untersuchte, wurde hingegen keine signifikante Risikoerh6hung im Vergleich zur
abstinenten Kontrollgruppe gefunden, nachdem Lebensfiihrung und dietétische
Faktoren an diese angepasst worden waren (Park et al., 2009).

Neben der Lebensfiihrung stellen auch langjdhrige chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wichtige Risikofaktoren fiir
das Entstehen kolorektaler Karzinome dar. Auf deren Boden entwickeln sich nach
Schétzungen < 2% der kolorektalen Karzinome jdhrlich (Triantafillidis et al., 2009).
Einen geringen Anteil an kolorektalen Neoplasien stellt die familidre Disposition
aufgrund genetischer Determination. Hierbei fallen < 1% der Félle auf die familidre
adenomatdse Polyposis (FAP) und 2-3% auf das hereditire, nichtpolypdse
Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) (Karoui, Tresallet et al., 2007).

1.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese aller kolorektalen Karzinome unterliegt genetischer Instabilitét, welche
man in zwei Kategorien unterteilt: Zum einen die chromosomale Instabilitit (CIN) in
ca. 80-85% der Fille, zum anderen die Mikrosatelliteninstabilitidt (MSI) in ca. 15% der
Fille (Hung and Chung, 2006).

Im Modell der CIN kommt es zu progressiven Verdnderungen der DNA mit Aktivierung
von Onkogenen und Inhibition von Tumorsuppressor-Genen. Dies fiihrt in einem
stufenweisen Prozess zur Umwandlung von Kolonmukosa in ein kolorektales
Karzinom. In der Mehrzahl der Félle verlauft diese Umwandlung der Schleimhaut {iber
die Vorlauferldasion des Adenoms und kann Dekaden dauern. Durch Hyperproliferation
und verminderte Apoptose kommt es in der Schleimhaut zur Entwicklung dieser
Polypen und mit zunehmendem Dysplasiegrad zur Entstehung eines malignen Tumors

(Alberts, 2002). Dies wird als Adenom-Karzinom Sequenz bezeichnet, bei der es nach



Vogelstein et al. initial zu molekulargenetischen Verdanderungen im APC-Gen
(Adenomatdses Polyposis Coli Gen) und zum Verlust der Heterozygositit im
zugehorigen Chromosom in frithesten Stadien der Polypenbildung kommt. Im néchsten
Schritt finden Mutationen im ras-Gen statt, welche dazu fiihren, dass ein urspriinglich
kleines Adenom schneller wachsen kann und einen hoheren Dysplasiegrad erreicht.
SchlieBlich sind Mutationen im p53-Gen spéte Ereignisse auf der Schwelle vom
vorangeschrittenen Adenom zum invasiven Karzinom (Watanabe and Muto, 2000).
Dieser die Mutation des APC-Gens als initiales Element der Karzinomentstehung
enthaltende Weg begriindet sowohl die Entstehung von sporadischen Neoplasien als
auch die der FAP. Es gibt jedoch noch einen anderen der Karzinomentstehung zugrunde
liegenden Weg. Es handelt sich hierbei um Mutationen in DNA-Mismatch-Reparatur-
Genen (MMR). Diese filhren zum Auftreten von MSI infolge defekter DNA-Reparatur.
Diese MSI wurden bei der Erforschung von Patienten mit dem HNPCC-Syndrom
entdeckt (Hung and Chung, 2006). Ein aufgrund dieser MSI hdufig von Mutationen
betroffenes Gen ist unter anderem der TGF-beta-Rezeptor. Es handelt sich dabei um ein
Tumor-Suppressor-Gen, dessen Inaktivierung zu Zellproliferation flihrt (Treanor and
Quirke, 2007). Es existiert eine Reihe weiterer Gene, die an der Regulation der
Zellproliferation, dem programmiertem Zelltod und dem Erhalt der genomischen
Integritét beteiligt sind.

Zuziiglich zu genetischen Mutationen konnen auch epigenetische Verdnderungen die
Karzinogenese bedingen. Die beim kolorektalen Karzinom am héaufigsten
vorkommende ist die aberrante Methylierung der DNA im Bereich von Cytosin-
phosphatidyl-Guanin-Inseln (CPG), auch CPG Island Methylator Phenotype (CIMP)
genannt, in bestimmten Promotorregionen. Diese Methylierung fiihrt nachweislich zur

Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen (Hung e Chung, 2006).

1.1.4 Morphologie des kolorektalen Karzinoms

Der iiberwiegende Anteil der Karzinome entsteht im rektosigmoidalen Bereich des
Darms, in den letzten Jahren steigt der Anteil der proximal gelegenen Karzinome jedoch
an. Makroskopisch unterscheidet man polypoid (exophytisch), ulzerierend
(endophytisch) und diffus-infiltrierend wachsende Tumoren, Mischformen sind héaufig
(Bocker et al., 2008).

Es handelt sich histologisch in den meisten Fillen um Adenokarzinome. Diese werden

abhingig vom Ausmal der Driisenbildung in hoch (> 95% Driisenbildung), méBig (50-



95%  Driisenbildung) und niedrig differenzierte  (0-49%  Driisenbildung)
Adenokarzinome unterteilt (WHO, 2010). Des Weiteren handelt es sich bei Karzinomen
mit viel extrazellulirem Schleim (> 50%) um muzindse Karzinome, solche mit
intrazelluldren ~ Schleimvakuolen (> 50% der Tumorzellen) werden als
Siegelringzellkarzinome bezeichnet. Beim adenosquamdsen, kleinzelligen und
medulldrem Karzinom sowie dem Plattenepithelkarzinom handelt es sich um seltene

histologische Varianten (Bocker et al., 2008).

1.1.5 Staging und Grading

Dukes fiihrte 1932 die erste Stadieneinteilung fiir das kolorektale Karzinom ein, die
auch heute in Grundziigen noch Giiltigkeit besitzt. 1967 ergidnzte Turnbull sie um das
Stadium D (Fernmetastasen). Heute teilt man das kolorektale Karzinom nach der 7.
Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren der UICC von 2010 ein. In diese
Einteilung gehen die TNM-Klassifikation und die Stadieneinteilung, der
histopathologische Differenzierungsgrad, die Residualtumorklassifikation nach
Resektion und fakultative Deskriptoren wie die vendse Invasion, die
LymphgefaBinvasion und die perineurale Invasion ein (Tabellen 1-3) (Hiddemann et al.,

2004) (Wittekind and Meyer, 2010).



Einteilung Beschreibung

T - Primartumor

X

Priméartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder
in nichtperitonealisiertes perikolisches oder perirektales Fett

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

perforiert das viszerale Peritoneum

N —regionére

Lymphknoten

NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in 1-3 regiondren Lymphknoten
Nla Metastase in 1 regiondrem Lymphknoten
N1b Metastasen in 2-3 regiondren Lymphknoten
Nlc Tumorkndtchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa
oder im  nicht-peritonealisierten  perikolischen/perirektalen
Fettgewebe ohne regionidre Lymphknotenmetastasen

N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4-6 regiondren Lymphknoten
N2b Metastasen in 7 oder mehr regionidren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen

MIla Metastase(n) auf ein Organ beschrinkt (Leber, Lunge, Ovar,
nichtregionére Lymphknoten)
M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Pn — Perineurale

Invasion

PnX Perineurale Invasion kann nicht beurteilt werden
Pn0 Keine perineurale Invasion

Pnl Perineurale Invasion

Tabelle 1 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (Wittekind and Meyer, 2010)




Grad Beschreibung

Gl Gute Differenzierung: Ein Karzinom mit histologisch und zelluldren Merkmalen, die

normalem Epithel sehr dhnlich sind

G2 MaiBige Differenzierung: Ein Karzinom, das im Differenzierungsmuster zwischen G

I und G III einzuordnen ist

G3 Schlechte Differenzierung: Ein Karzinom mit histologischen und zelluldren

Merkmalen, die normalem Epithel kaum dhneln

G4 Undifferenziert: Es lassen sich keine glandulédren-

oder plattenepitheltypischen Differenzierungsmuster erkennen

Tabelle 2 Histopathologisches Grading des kolorektalen Karzinoms (Hiddemann et al.,
2004)

Stadium TNM-Klassifikation Dukes
Stadium 0 Tis NO MO -
Stadium I T1,T2 NO MO Dukes A
Stadium ITA T3 NO MO Dukes B
Stadium IIB T4 NO MO -
Stadium A | T1, T2 N1 MO Dukes C
Stadium IIIB | T3, T4 N1 MO -
Stadium IIIC | Jedes T N2 MO -
Stadium IV Jedes T Jedes N Ml Dukes D

Tabelle 3 Stadiengruppierung des kolorektalen Karzinoms, Vergleich mit der Dukes-
Klassifikation (Hiddemann et al., 2004)

1.2 EGFR und K-Ras in epithelialen Geweben und Tumoren

1.2.1 EGFR

Der Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor) ist ein
transmembranes 170 k-Da Glykoprotein und gehort zur erbB-Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen. Die wichtigsten Liganden sind EGF (epidermal growth factor) und
TGF-a (transforming growth factor-a) (Herbst, 2004). Die Aktivierung von EGFR setzt
Signalkaskaden in Gang, die zu erhohter Zellproliferation und zunehmender Migration,

Invasion und Metastasierung der Tumorzelle flihren. AuBerdem kann die



Tumorangiogenese induziert und die Apoptoserate vermindert werden (Deng et al.,
2009).

EGFR-Expression findet sich in einer Vielzahl menschlicher Tumore, beispielsweise in
Gliomen, Lungenkarzinomen, in Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches, der Brust, der
Bauchspeicheldriise, der Harnblase oder der Niere (Krasinskas, 2011).

Assoziationen mit schlechter Prognose und reduziertem Uberleben wurden hierbei
beobachtet. Aullerdem spielt sie eine Rolle bei der Resistenz der Tumorzellen
gegeniiber Chemotherapeutika und Radiatio (Herbst, 2004).

Im kolorektalen Karzinom wird die EGFR-Expression in vielen Studien mittels
immunhistochemischer Methoden untersucht. Die Ergebnisse unterscheiden sich hdufig
hinsichtlich der Expressionsraten: EGFR-Expression (n=102) in 75,5% der Fille
(Goldstein and Armin, 2001); EGFR-Expression (n=249) in 72,7% (McKay et al.,
2002); EGFR-Expression (n=474) in 82,1% der Fille (Cunningham et al., 2004). Dies
ist auch der Variabilitit der Immunhistochemie geschuldet, welche unter anderem
bedingt sein kann durch unterschiedliche Antikorperklone, Férbeprotokolle,
Scoringverfahren und CutOff-Werte. Aus diesem Grund ist die Studienlage zur
klinischen Signifikanz der EGFR-Expression und deren Assoziation mit klinisch-
pathologischen Faktoren sowie der Prognose beim kolorektalen Karzinom kontrovers
(Krasinskas, 2011).

Die im Folgenden zitierten Arbeiten basieren sdmtlich auf immunhistochemischen
Methoden.

Einen Bezug zwischen EGFR-Expression und fortgeschrittenem Tumorstadium fanden
Spano et al. und Theodoropoulos et al. (Spano et al., 2005; Theodoropoulos et al.,
2009).

Mc Kay et al. und Abd El All et al. konnten eine Assoziation zwischen der EGFR-
Expression und dem Differenzierungsgrad des Tumors nachweisen, wohingegen
Resnick et al., Goldstein et al. und Spano et al. dies nicht gelang (Abd El All et al.,
2008; Goldstein and Armin, 2001; McKay et al., 2002; Resnick et al., 2004; Spano et
al., 2005).

Auch hinsichtlich der Korrelation der EGFR-Expression mit dem Uberleben besteht in
den gesichteten Studien kein Konsens. Einige Arbeitsgruppen stellten eine Korrelation
mit verminderten Uberlebensraten fest (Goldstein and Armin, 2001; Resnick et al.,
2004), andere hingegen nicht (McKay et al., 2002; Saeki et al., 1995; Spano et al., 2005;
Yasui et al., 1988).



Die EGFR-Expression scheint beim kolorektalen Karzinom jedoch Einfluss auf die
Aggressivitit und das Metastasierungspotential zu nehmen. Schon 1995 wiesen
Radinsky et al. nach, dass es bei erhohter Proteinexpression vermehrt zur Bildung von
Lebermetastasen kommt (Radinsky et al., 1995). Abd El All et al. konnten 2008 eine
Korrelation zwischen EGFR-Expression, Lymphknotenmetastasen und dem Einbruch in
Lymphgefae nachweisen (Abd El All et al., 2008). Dies deckt sich mit fritheren
Ergebnissen von Karameris et al., die 1993 das vermehrte Auftreten von mesenterialen
Lymphknotenmetastasen mit einer erhohten EGFR-Expression korrelieren konnten
(Karameris et al., 1993).

In der Metaanalyse von Nicholson et al. wurde EGRF nur als maBiger
Prognoseindikator eingestuft (Nicholson et al., 2001). Auch in anderen Studien konnte
EGFR nicht als unabhédngiger Prognoseindikator identifiziert werden (Spano et al.,
2005; Theodoropoulos et al., 2009). Eine Metaanalyse von 2013 hingegen konnte EGFR

als Prognoseindikator identifizieren (Hong et al., 2013).

1.2.2 K-ras

K-ras gehort zur Familie der Ras-Proteine, zu der die Proteine H-ras, N-ras und K-ras in
seinen beiden Formen 4A und 4B gehoren. Es handelt sich um eine Gruppe von
GTPasen, die in sich homolog und an der inneren Plasmamembran lokalisiert sind. Die
Ras-Proteine bestehen aus 188 Aminosauren, bzw. 189 Aminosduren im Fall von K-ras
4B, und haben eine molare Masse von 21 kDa (Ellis and Clark, 2000).

Die Ras-Proteine liegen entweder in inaktiver, GDP-gebundener oder aktiver, GTP-
gebundener Form vor. Durch GTP-Austauschfaktoren (GEF - Guanosine triphosphate
Exchange factor) kommt es zum Austausch von GDP zu GTP und zur Aktivierung des
Ras-Proteins. GTPase-aktivierende Proteine (GAP — GTPase-activating proteins)
spalten GTP mittels Hydrolyse zu GDP und inaktivieren den Komplex (Castagnola and
Giaretti, 2005).

Es wurde eine Reihe von Mutationen in den Ras-Genen identifiziert, die zu konstitutiver
Aktivierung fithren. In Folge dieser Aberrationen kommt es zu gesteigerter und
unkontrollierter Zellproliferation und maligner Transformation (Elsabah and Adel,
2013).

Diese Punktmutationen finden sich in hoher Pridvalenz in menschlichen Karzinomen,
meist lokalisiert in Kodon 12, 13 oder 61. Die Folge ist Resistenz fiir die GAP-

induzierte Inaktivierung. Mutationen von K-ras stellen die Mehrheit dar. Haufige



Neoplasien mit K-ras-Mutation sind Pankreas, das kolorektale Karzinom und die Lunge
(Friday and Adjei, 2005).

Mutationen im K-ras-Onkogen treten bereits frith in der Adenom-Karzinom-Sequenz
auf. Die Haufigkeit der Mutationen nimmt hierbei mit der GroBe der Adenome zu
(Vogelstein et al., 1988). In ca. 30-60% aller kolorektalen Karzinome ist K-ras mutiert,
in den Ubrigen liegt der Wildtyp vor (Liu et al., 2011; Wicki et al., 2010).

Die zumeist angewandte Methode zur Testung von Geweben auf K-ras-Mutation ist
aufgrund der auch noch bei niedriger Tumorzelllast guten Sensitivitdt die PCR. Elsabah
et al. konstatieren, dass zur Erfassung der K-ras-Mutation zukiinftig eine Ergdnzung um
immunhistochemische Methoden sinnvoll sein kdnnte (Elsabah and Adel, 2013).

Bisher haben sich viele Studien mit der Assoziation zwischen K-ras-Mutation und
klinisch-pathologischen Charakteristiken beim kolorektalen Karzinom beschéftigt. Die
Ergebnisse sind jedoch kontrovers. Conlin et al. wiesen eine Korrelation zwischen K-
ras-Mutation und verringertem Uberleben nach und stuften K-ras auch als Marker fiir
die Aggressivitit des Tumors ein. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Geido et al.
und einer fritheren Studie von Cerottini et al. 1998 (Cerottini et al., 1998; Conlin et al.,
2005; Geido et al.,, 2002). In der groBen Multi-Center-Studie ,,RASCAL®“ konnte
ebenfalls ein hoheres Risiko fiir ein Rezidiv mit Todesfolge bei vorliegender K-ras-
Mutation belegt werden (Andreyev et al., 1998).

Smakman et al. konstatieren, dass bei kolorektalen Karzinomen mit K-ras-Mutation
eine stiarkere Tendenz dazu besteht, Metastasen zu bilden (Smakman et al., 2005).
Andere Arbeitsgruppen hingegen, wie die von Roth et al, konnten keinen
Zusammenhang von K-ras-Mutation mit schlechter Prognose nachweisen (Roth et al.,
2010). Und auch die Ergebnisse von Morrin et al. und Markowitz et al. widersprechen
der Annahme, dass K-ras einen negativen Einfluss auf das Uberleben beim kolorektalen
Karzinom hat (Markowitz et al., 1995; Morrin et al., 1994).

Die Metaanalyse von Ren et al. konnte ebenfalls keine Assoziation von K-ras-

Mutationen mit der Prognose erkrankter Patienten feststellen (Ren et al., 2012).

1.3 PTEN in epithelialen Geweben und Tumoren

Bei PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) handelt es sich
um eines der am héufigsten mutierten Tumorsuppressorgene in Krebserkrankungen des
Menschen. Es befindet sich auf Chromosom 10g23, einem Genlocus, der in

Primdrtumoren sehr empfanglich fiir Mutationen ist. Die Haufigkeit von Mutationen
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wird bei sporadischen Tumoren auf ca. 50% bis 80% geschitzt, wie zum Beispiel beim
Endometriumkarzinom, Glioblastom oder Prostatakarzinom. Bei Brustkrebs und
bosartigen Neubildungen von Lunge und Colon betrdgt die Mutationsrate ca. 30% bis
50%. Der komplette Verlust von PTEN ist assoziiert mit fortgeschrittenen Tumoren und
Metastasierung (Salmena et al., 2008).

PTEN ist eine Lipidphosphatase, deren Hauptaufgabe die Regulation der PI3K-
Signalwege darstellt. PI3Ks (Phosphatidylinositol-3-Kinasen) sind Proteine, die unter
anderem Wachstum, Metabolismus und Proliferation der Zelle regulieren. Der Verlust
und die Mutation von PTEN wurde in einer Vielzahl maligner Tumore nachgewiesen
und fiihrte dort zu iberméBiger PI3K-Aktivierung (Carracedo and Pandolfi, 2008).

Da die homozygote Deletion von PTEN embryonale Letalitit verursacht, geht man
davon aus, dass PTEN essentiell fiir die embryonale Entwicklung ist. Aktuelle Studien
zeigen auch, dass PTEN eine Rolle in der Erhaltung chromosomaler Stabilitdt spielt, da
der Verlust von PTEN zu ausgedehnten Verdnderungen der Chromosomen fiihrt. In
PTEN-defizienten Zellen kommt es zu erhohter Proliferation und Migration und
verminderter Apoptose. Die Uberexpression von PTEN in Karzinomzellen hingegen
filhrte zu Apoptose, Blockade der Zellzyklusprogression und Zellmigration (Yin and
Shen, 2008).

Schon im Jahr 2000 stellten Guanti et al. einen Zusammenhang zwischen einer
Mutation im PTEN-Gen wund der Entstehung kolorektaler Karzinome mit
Mikrosatelliteninstabilitdt fest (Guanti et al., 2000). Auch Jang et al. wiesen den Verlust
der PTEN-Expression hiufiger bei Karzinomen mit Mikrosatelliteninstabilitét nach. Als
unabhiingiger Prognosefaktor fiir das Uberleben konnte PTEN-Verlust jedoch nur bei
Tumoren im Stadium II identifiziert werden (Jang et al., 2010). Colakoglu et al.
identifizierten PTEN-Verlust sogar als unabhingigen Parameter fiir das Auftreten von
Lokalrezidiven, konnten im Gegensatz zu Jang et al. aber keinen Zusammenhang mit
dem Uberleben nachweisen (Colakoglu et al., 2008). Generell scheinen Mutationen im
PTEN-Gen bei kolorektalen Karzinomen mit fortgeschrittenen Tumorstadien und

Metastasenbildung assoziiert zu sein (Dicuonzo et al., 2001; Salmena et al., 2008).
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1.4 IAPs in epithelialen Geweben und Tumoren

1.4.1 EinfUhrung

Die IAP (inhibitors of apoptosis)-Familie umfasst derzeit acht Proteine —wie in Tabelle
4 néher aufgefiihrt - deren definierendes Merkmal eine BIR (baculovirus IAP repeat) -
Doméne ist. IAP’s enthalten 1-3 BIR-Doménen bestehend aus 70-80 Aminosduren
(Altieri, 2010).

Die IAP’s unterdriicken die Apoptose durch die Hemmung von Caspasen. Hierbei
handelt es sich um Proteasen, die den apoptotischen Zelltod regulieren. Dariiber hinaus
haben die IAP’s andere wesentliche Aufgaben hinsichtlich der Signaltransduktion in der
Zelle. Besonders wichtig scheint die Interaktion mit NF-kB (nuclear factor "kappa-light-
chain-enhancer’of activated B-cells) zu sein. Hierbei handelt es sich um einen fiir
Entziindung, Immunitit und Uberleben der Zelle essentiellen Transkriptionsfaktor. Die
IAP’s sind also malligeblich an der Homoostase der Zelle beteiligt. Bei der
Untersuchung maligner Tumore wird deshalb auch héufig die Deregulation ihrer

Expression oder Funktion beschrieben (Altieri, 2010; LaCasse et al., 2008).

IAP Hauptfunktion
NAIP spezialisiert (angeborene Immunitét, Neuroprotektion)
cIAP1 Signaltransduktion (TNFR, NF-kB-Aktivierung)

cIAP2 Signaltransduktion (TNFR, NF-kB-Aktivierung)

XIAP Apoptoseinhibition

Survivin | Mitose (Zytokinese)

BRUCE Mitose (Zytokinese)

Livin spezialisiert (Entwicklung, andere?)

ILP2 spezialisiert (Spermatogenese?)

Tabelle 4 I1AP-Familie (LaCasse et al., 2008)

1.4.2 Survivin

Survivin ist das kleinste Protein der IAP-Familie. Es besteht aus 142 Aminosduren und
hat eine geringe molare Masse von 16,5-kDa. Das kodierende Gen befindet sich auf
Chromosom 17g25. Survivin ist in der Lage, sowohl die Aktivierung als auch die

Aktivitit bereits mobilisierter Caspasen (Caspase-3 und Caspase-7 (Ponnelle et al.,
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2005)) zu inhibieren (Xiaoyuan et al., 2010). AuBerdem gehort es zu den CPP’s
(chromosomal passenger proteins), die als Multiprotein-Komplex (CPP-Komplex)
fungieren und eine Rolle bei der Zellteilung spielen (Yang et al., 2004).

Eine Uberexpression von Survivin wurde in nahezu jeder darauf untersuchten
Tumorentitit gefunden. Im adulten Normalgewebe wird es jedoch allenfalls in sehr
geringem Ausmal} exprimiert (Vorkommen in fetalem Gewebe, Kolonepithel,
Endometrium, Plazenta und Knochenmark) (Qi et al., 2009). Darin unterscheidet sich
Survivin von den anderen Proteinen der [IAP-Familie, die auch im Normalgewebe
nachweisbar sind (Altieri, 2010).

Chen et al. untersuchten mittels Immunhistochemie kolorektales Karzinomgewebe auf
Survivin. Lag Survivin-Expression vor, wurden ein niedriger Al (apoptotic index) und
ein hoher PI (proliferating cell nuclear antigen labelling index) beschrieben. In den
Survivin-negativen Karzinomen lag ein im Vergleich héherer Al vor und ein niedriger
PI. Hieraus ldsst sich schlussfolgern, dass Survivin durch Apoptose-Inhibition und
Akzeleration von Zellproliferation die kolorektale Tumorentstehung vorantreibt (Chen
et al., 2004).

Beim kolorektalen Karzinom wird Survivin im Zytoplasma und im Nukleus der
Tumorzellen exprimiert. Die Lokalisation ist mitentscheidend fiir die Prognose.
Survivin-Expression im Zellkern wurde assoziiert mit einer besseren, Survivin-
Expression im Zytoplasma mit einer schlechteren 5-Jahres-Uberlebensrate (Qi et al.,
2009). Moglicherweise liegt der Grund hierfiir in der Tatsache, dass zytoplasmatisches
und nukledres Survivin voneinander unabhingig im Zellzyklus moduliert werden.
Hierbei wird zytoplasmatisches im Gegensatz zu nukledrem Survivin von der Cyklin-
abhédngigen Kinase p34°0lcz (O'Connor et al., 2000a) phosphoryliert und hat daher eine
starkere Affinitdit zu den Caspasen. Diskutiert wird, ob nukledres Survivin durch
fehlende Phosphorylierung die Apoptose induziert. Aullerdem tendieren kolorektale
Karzinome mit zytoplasmatischer Expression eher zu Fernmetastasierung als solche mit
nukledrer (Qi et al., 2009).

Im Zentrum der Erforschung von Survivin stehen auch die therapeutischen
Interventionsmoglichkeiten, die sich aus den Signalwegen dieses Proteins ergeben. Es
hat sich gezeigt, dass das Immunsystem von Patienten mit kolorektalem Karzinom in
der Lage ist, spezifisch auf Survivin zu reagieren. Involviert sind hierbei CD8+ und
CD4+ T-Lymphozyten, die nach Erkennen antigener Determinanten Survivins eine

Immunkaskade auslosen. Diese Erkenntnis spricht fiir einen moglichen Erfolg bei
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Einsatz einer Immuntherapie bei kolorektalen Karzinomen mit Survivin-Expression
(Casati et al., 2003). Kameshima et al. identifizierten in diesem Zusammenhang ein
HLA-Antigen -Survivin-2B80-88 — welches von CD8+ T-Lymphozyten erkannt wird.
Im Rahmen verschiedener Impfprotokolle wurde Survivin-2B80-88 Patienten mit
fortgeschrittenem kolorektalen Karzinom subkutan verabreicht. In einigen Fallen konnte
ein Riickgang der Tumormarker und der TumorgroBBe (CT-morphologisch) beobachtet
werden (Kameshima et al., 2011). Interessant ist auch, dass Survivin proangiogenetisch
wirkt. Es stabilisiert Kapillarnetze und sorgt so fiir einen konstanten Blutfluss im
Karzinomgewebe. Aufgrund dessen wurde konstatiert, dass Survivin die Wirksamkeit
anti-angiogenetischer Therapie reduziert (Blanc-Brude et al., 2003). Das Spektrum
potentieller Therapieansédtze umfasst auch molekulare Antagonisten wie Antisense. Die
Zufiihrung des natiirlichen Survivin-Antisense, Faktor-Xa-Rezeptor EPR-1 (effector cell
protease receptor-1), fithrte in kolorektalen Tumorzellen sowohl zur Abnahme der
Survivin-Expression und Zellproliferation als auch zur Zunahme von Apoptose und
Sensitivitdt gegeniiber Chemotherapeutika (Yamamoto et al., 2002). Des Weiteren
haben Antagonisten der Phosphorylierung von Survivin erfolgsversprechende
Ergebnisse gezeigt. Die genetische, molekulare oder pharmakologische Ausschaltung

4°“2_Kinase resultierte im Verlust der Survivin-Expression, Apoptose und starker

der p3
Antitumor-Wirkung (O'Connor et al.,, 2002). Anhaltspunkt fiir therapeutische
Intervention bietet auch die Interaktion von Survivin mit HSP90, einem molekularem
Chaperon. Die Unterbrechung des Survivin-HSP90-Komplexes fiihrt zum Abbau von
Survivin, Apoptose und Zellzyklusarrest mit Zellteilungsdefekten (Fortugno et al.,
2003).

Erforschung der genauen Signalwege und Einfliisse Survivins auf die Regulation von

Apoptose und Mitose haben zu einem besseren Verstindnis der Karzinogenese gefiihrt

und neue Therapiemdglichkeiten erdftnet (Altieri, 2004).

1.4.3 XIAP
XIAP (X-linked inhibitor-of-apoptosis protein) besteht aus 497 Aminosduren und hat

eine molare Masse von 57-kDa. Das kodierende Gen befindet sich auf Chromosom
Xq25 (Takeuchi et al., 2005). Unter den IAP’s stellt XIAP das molekular am besten
charakterisierte Protein dar. Das Protein inhibiert die Caspasen -3, -7 und -9 durch
direkte Hemmung und durch Markierung und konsekutiven Abbau durch das

Proteasom. Jedoch existieren zunehmend Anhaltspunkte dafiir, dass XIAP die Apoptose

13



unabhingig von der Interaktion mit Caspasen inhibiert und in andere Signalwege
involviert ist (Dean et al., 2007). Die Uberexpression von XIAP spielt eine wichtige
Rolle in der Entwicklung und der Progression von malignen Tumoren und wurde unter
anderem beim hepatozelluldren Karzinom, dem Prostatakarzinom oder der akuten
myeloischen Leukdmie nachgewiesen (Xiang et al., 2009b).

Xiang et al. korrelierten in ihrer Arbeit die XIAP-Expression (Auswertung mittels
Immunhistochemie) mit schlechter Tumordifferenzierung, vendser Invasion und den
Dukes Stadien C und D. Zudem wurde eine Assoziation zwischen XIAP-Expression
und kiirzerem rezidivfreien Intervall sowie schlechteren Uberlebensraten konstatiert
(Xiang et al., 2009b).

Es war bekannt, dass XIAP als Kofaktor in Smad-, JNK- und NF-xB-Signalwegen
mitwirkt. Unklar war jedoch, ob die Wirkung nicht nur indirekt durch die Fahigkeit zur
Caspasen-Inhibition moglich war, denn Caspasen sind ebenfalls in diesen Signalwegen
aktiv. Daher fiihrten Lewis et al. Punktmutationen in das Protein ein, die dazu fiihrten,
dass XIAP nun nicht mehr in der Lage war, Caspasen zu inhibieren. Die XIAP-
Mutanten waren alle in der Lage, obengenannte Signalwege zu aktivieren. Dies bestdtigt
die Vermutung einer von der Caspasen-Interaktion unabhédngigen Anti-Apoptose
Wirkung durch XIAP (Lewis et al., 2004). Interessant ist hierbei unter anderem die
Aktivierung von NF-kB, einem Transkriptionsfaktor, der die Apoptose unterdriickt. Er
ist in einer Vielzahl von malignen Tumoren aktiviert und steht in Zusammenhang mit
der Resistenz von Karzinomzellen gegen die durch Chemotherapeutika induzierte
Apoptose (Karin and Lin, 2002). XIAP aktiviert NF-kB durch seine E3-Ubiquitin-
Ligase-Aktivitdt, die sich auf der Ring-Doméne des Proteins befindet. Therapeutika, die
diese Ring-Doméne attackieren, konnten demnach Apoptose induzieren (Schimmer et
al., 2006). Durch die E3-Ligase ist XIAP des Weiteren in der Lage, endogene
Antagonisten auszuschalten, indem es sie fiir den Abbau im Proteasom markiert
(MacFarlane et al., 2002). Besonderes Augenmerk richtet die Forschung momentan auf
Antisense-Oligonukleotide und kleinmolekulare Inhibitoren. Es zeigte sich, dass gegen
XIAP gerichtete Antisense-Oligonukleotide fahig sind, Apoptose zu induzieren und die
Sensitivitidt gegeniiber Chemotherapeutika zu erhoéhen. Kleinmolekulare Inhibitoren
haben in Abhidngigkeit von der Doméne des Proteins, an welche sie angreifen,
unterschiedliche Wirkungen. So imitieren beispielsweise auf die BIR 3-Domine
zielende Inhibitoren die Wirkung von Smac und verhindern so die Bindung zwischen

XIAP und Caspase-9. In diesen Versuchen kam es sowohl zur Apoptoseinduktion als
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auch zur Sensibilisierung gegeniiber Chemotherapeutika. Hierbei ist jedoch noch zu
kldaren, ob die Wirkungen tatsédchlich nur durch Interaktion mit XIAP vermittelt werden,
oder ob die Inhibitoren noch auf weitere, von XIAP unabhingige, Angriffspunkte
abzielen. Bei den gegen die BIR 2-Domine gerichteten Inhibitoren kam es unter
anderem beim kolorektalen Karzinom zur Wachstumsverzégerung im Tumorgewebe
(Schimmer et al., 2006).

Ein weiterer Signalweg, der bei der Entwicklung und Progression des kolorektalen
Karzinoms eine Rolle spielt, ist der HGF/c-Met/Akt-Signalweg. Man geht davon aus,
dass das Protoonkogen c-Met an der Progression des kolorektalen Karzinoms beteiligt
ist. Mehrere Studien wiesen die Uberexpression dieses Rezeptors fiir HGF (Hepatocyte
Growth Factor) im kolorektalen Karzinomgewebe nach. Bei Bindung von HGF an den
c-Met-Rezeptor kommt es {iber den Akt-Signalweg zur Regulation zelluldrer
Funktionen. Dazu gehoren Proliferation, Motilitit, Adhdsion und Invasion. Dies bedingt
die Tumorprogression (Takeuchi et al., 2005). Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung
von XIAP, da XIAP Substrat von Akt ist und durch dieses phosphoryliert wird. Dies
reduziert den Abbau von XIAP und die durch Cisplatin induzierte Caspase-3-Aktivitét.
Akt-Inhibitoren sind in Erforschung und eine Option bei kolorektalen Neoplasien
(Takeuchi et al., 2005).

Weitere Ansdtze umfassen die mogliche Existenz von gegen XIAP gerichteten
Antikorpern. Diese konnten die Grundlage einer Immuntherapie bilden. Das Verstindnis
iber die Funktionsweise von XIAP ist in den letzten zehn Jahren sehr erweitert worden
und bereitet so den Weg fiir die Entwicklung von Therapeutika, die direkt an das Protein
angreifen und es in seiner Wirkweise hemmen. Der optimale Einsatz der neu

entwickelten Therapien ist jedoch noch genau zu erforschen (Dean et al., 2007).

1.5 Smac/DIABLO in epithelialen Geweben und Tumoren

Die Mitochondrien sind unerldsslich fiir den Zellstoffwechsel. Sie spielen unter
anderem eine Rolle bei der Festlegung des ,point-of-no-return im apoptotischen
Prozess. Als Reaktion auf eine Vielzahl apoptotischer Stimuli sezernieren die
Mitochondrien sogenannte Todesproteine ins Zytosol. Zu diesen gehdren unter anderem
Cytochrom C, HtrA2/Omi und auch Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspases, direct IAP-binding protein with low isoelectric point ). Im Zytosol
triggern diese Proteine dann sowohl die Caspasen-abhingige als auch die Caspasen-

unabhingige Apoptose (Endo et al., 2009). Das 25-kDa Protein Smac/DIABLO fordert
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die Apoptose durch seine Fihigkeit, die IAP-vermittelte Hemmung der Caspasen zu
antagonisieren. Es existieren mehrere Isoformen von Smac, wie unter anderem Smacf
und Smac3. Studien, die diese Proteine untersuchten, deuten darauf hin, dass der
proapoptotische Effekt von Smac von zusdtzlichen, IAP-unabhédngigen Mechanismen
vermittelt werden konnte (LaCasse et al., 2008). Obschon sich Smac und seine
Isoformen eventuell darin unterscheiden, wie sie die Apoptose potenzieren, ist die
Interaktion aller Smac-Proteine mit den IAP’s eine wirkungsvolle MaBinahme, um den
Ablauf der Apoptose zu gewdhrleisten. Auller NAIP kann Smac/DIABLO alle TAP’s
binden, deren Interaktion mit den Caspasen unterbrechen, die Aktivitdt ihrer Ubiquitin-
Ligase beeintrachtigen und so effektiv den Untergang der Caspasen durch IAP-
vermittelte Ubiquitinierung verhindern (LaCasse et al., 2008).

Die Expression von Smac konnte in einer Vielzahl von malignen Tumoren
nachgewiesen werden. Uberexpression fiihrte zum Beispiel beim Magenkarzinom,
Osteosarkom und hepatozellulirem Karzinom zu erhdhter Chemosensitivitit.
Dahingegen fiihrte niedrige Expression beim Schilddriisenkarzinom zu frither Resistenz
gegen Chemotherapeutika und war beim Nierenkarzinom mit einer schlechteren
Prognose assoziiert (Endo et al., 2009).

Endo et al. untersuchten die Smac-Expression beim kolorektalen Karzinom mittels
immunhistochemischer Methoden. Das Kollektiv mit fehlender Smac-Expression war
signifikant mit mehr Lymphknoten- und Fernmetastasen sowie einer geringeren Rate
von Dukes Stadien A und B assoziiert. Des Weiteren korrelierte eine fehlende Smac-
Expression mit der Aggressivitdt des Karzinoms. Die 1-, 3- und 5-Jahresiiberlebensraten
waren fiir die Smac-positive Gruppe deutlich besser als fiir die Gruppe ohne Smac-
Expression (Endo et al., 2009).

Huerta et al. stellten Zelllinien aus unterschiedlichen Stadien des kolorektalen
Karzinoms eines Patienten her. Die erste Zelllinie wurde aus einem Dukes Stadium B
entnommen, die zweite zu einem spiteren Zeitpunkt aus einer Lymphknotenmetastase.
Ziel war es, herauszufinden, inwieweit sich die Zelllinien beziiglich ihrer Sensitivitat fiir
Radio-Chemotherapie unterschieden und ob diese Unterschiede durch die wéhrend des
Progresses zur metastasierten Form stattgefundenen genetischen Modifikationen
begriindet waren. Die Zelllinie aus dem Dukes Stadium B war sensitiver fiir die Radio-
Chemotherapie und zeigte eine hohere Smac-Expression als die Zelllinie aus der
Lymphknotenmetastase. Dies konnte die Resistenz gegen therapeutisch induzierte

Apoptose bei metastasierten kolorektalen Neoplasien erkldren (Huerta et al., 2007).
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Die Ergebnisse einiger Studien weisen darauf hin, dass die Einnahme von
nichtsteroidalen Antirheumatika einen priaventiven Effekt beziiglich der Entwicklung
eines kolorektalen Karzinoms hat (Gupta et al., 2002; Keller and Giardiello, 2003).
Bank et al. fanden in diesem Zusammenhang heraus, dass der Einsatz von Smac-
Mimetika die Anti-Tumor-Wirkung der nichtsteroidalen Antirheumatika potenzierte
(Bank et al., 2008). In der Arbeit von Schimmer et al. konnte gezeigt werden, dass
maligne Zellen nach Internalisierung von Smac-Peptiden sensitiver auf
Chemotherapeutika reagierten. In Kombination mit Cisplatin und TRAIL (tumor
necrosis factor-alpha-related apoptosis inducing ligand) wurde beim Lungenkarzinom
sogar eine Wachstumsverzégerung erreicht. Somit sind Molekiile, die die Eigenschaften
von Smac/DIABLO als einem endogenen Gegenspieler von XIAP imitieren, eine

vielversprechende Therapieoption (Schimmer et al., 2006).
1.6 Angiogenese Faktoren in epithelialen Geweben und Tumoren

1.6.1 EinfUhrung

Die Angiogenese im menschlichen Kdorper wird durch eine Balance von pro- und
antiangiogenetischen Faktoren streng reguliert und ruht im adulten Gewebe
normalerweise. Die einzige Ausnahme stellen Ovar und Endometrium wiahrend des
Menstruationszyklus und die Wundheilung dar. Fiir die Kanzerogenese spielt die
Angiogenese jedoch eine wichtige Rolle, denn Tumorwachstum und Metastasierung
sind angiogeneseabhiingig. Es kommt zum Uberwiegen proangiogenetischer Stimuli
und zur Stérung der unter physiologischen Bedingungen erhaltenen Balance. Die
Storung dieses Gleichgewichts (,,angiogenic switch®) geht vielfach einher mit
vermehrter Expression angiogenetischer Proteine wie VEGF. Studien deuten darauf hin,
dass der angiogenic switch frilh wihrend der Tumorentwicklung stattfindet, bedingt
durch genetische Alterationen oder eventuell auch als Reaktion auf lokalen Stress wie
Hypoxie und niedrigen pH. Die Hypoxie bedingt einen Anstieg der
Transkriptionsfaktoren Hif-1 und Hif-2 in den Tumorzellen, welche wiederum die
Transkription von Genen fiir VEGF und eine Vielzahl anderer proangiogenetische

Faktoren vorantreiben (Daly et al., 2003; Hayashi et al., 2014).

1.6.2 VEGF
Bei VEGF (vascular endothelial growth factor), auch VEGF-A genannt, handelt es sich

um ein Glykoprotein mit einer molaren Masse von 45 k-Da, welches zur VEGF platelet-
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derived-growth-factor (PDGF) Familie strukturell verwandter Mitogene gehort. Hierzu
zahlt man weitere Proteine wie VEGF-B, -C und -D, die unterschiedlich homolog zu
VEGTF sind (Carmeliet, 2005).

Die Aufgabe von VEGF ist die Vermittlung der Angiogenese wihrend der fetalen
Entwicklung und es ist von Bedeutung bei der Wundheilung im adulten Gewebe. VEGF
tragt auch zur Entwicklung von malignen Tumoren bei und wurde in einer Vielzahl von
Neoplasien nachgewiesen. Es fordert das Tumorwachstum, indem es die Bildung neuer
Blutgefdfle aus nahegelegenen Kapillaren stimuliert und so dem Tumorgewebe den fiir
das weitere Wachstum wichtigen Zugang zu Sauerstoff und Nahrstoffen ermoglicht. Des
Weiteren schiitzt VEGF durch Induktion von anti-apoptotischen Faktoren wie
beispielsweise Survivin die Neovaskularisation im Tumorgewebe vor Apoptose.
AuBerdem initiiert VEGF die Ausschiittung und Aktivierung von Enzymen, die die
extrazelluldre Matrix abbauen, und begiinstigt so die ungehinderte Entwicklung weiterer
Blutgefie im Tumorgewebe (Carmeliet, 2005; Ferrara et al., 2003). Die Erforschung
von VEGF und seinem Einfluss auf die Entwicklung von intestinalen Neoplasien hat
ergeben, dass VEGF den vorherrschenden angiogenetischen Faktor beim kolorektalen
Karzinom darstellt und in bis zu 50% der Fille dieser Tumorentitidt nachweisbar ist,
wohingegen die Expression in gesunder Darmschleimhaut und Adenomen gering ist
(Bendardaf et al., 2008). UbermiBige VEGF-Expression im kolorektalen Karzinom ist
assoziiert mit gesteigerter vaskuldrer Dichte, Metastasierung und Neigung zu Rezidiven.
Anti-VEGF-gerichtete Therapien wie beispielsweise der monoklonale Antikdrper
Bevacizumab zidhlen zu den bedeutsamsten Fortschritten in der Krebstherapie (Oliveira

et al., 2010).

1.6.3 Hif-1

Hif-1 (hypoxia-inducible factor-1) ist das Schliisselprotein, welches die
Sauerstoffhomdostase in der Zelle reguliert. Es handelt sich um ein Heterodimer aus
einer o- und einer B-Untereinheit. Hif-1p ist dauerhaft im Kern nachweisbar und wird
nicht durch den pO2 beeinflusst, wohingegen Hif-1o pO2-labil ist. Bei hohem pO2 wird
Hif-1a proteasomal abgebaut, bei Hypoxie wird es stabilisiert, reichert sich in der Zelle
an und wird in den Kern transloziert. Aktuell lassen sich zwei Gruppen eindeutig
identifizierter Zielgene von Hif-1 unterscheiden. Zum einen Gene, die ATP bereitstellen,
zum anderen Gene, die die Gewebeoxygenierung durch Steigerung von Angiogenese

und Erythropoiese verbessern (Fandrey and Joachim, 2007). Hif-1 ermoglicht der Zelle
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also eine Anpassungsreaktion auf die ihr Uberleben bedrohende Hypoxie. Dies spielt
auch bei der Tumorgenese eine wichtige Rolle. In der Mikroumgebung von Tumoren
kommt es aufgrund von strukturellen und funktionalen Anomalien der Gefdle und
erhohtem Sauerstoffverbrauch bei hoher Zellproliferationsrate hdufig zu Hypoxie. Der
Sauerstoffmangel im Tumorzentrum fiihrt zu Apoptose und Nekrose und ohne
Angiogenese kann ein Tumor nicht weiter wachsen. Die Hypoxie im Tumorgewebe ist
nun das Signal fiir die Aktivierung proangiogenetischer Faktoren, welche alle von Hif-1
kontrolliert werden. Besondere Bedeutung kommt hier VEGF zu. Hif-1a aktiviert die
Expression des VEGF-Gens, indem es an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) in der
Promotorregion von VEGF bindet (Cao et al., 2009).

Aufgrund dieses Einflusses auf die VEGF-Expression stellt Hif-1 den Schliissel-
Initiator der Angiogenese-Aktivitdt in Tumoren dar (Jiang et al., 2004).

Die Bedeutung von VEGF fiir das kolorektale Karzinom wurde bereits erldutert. Da
VEGF wesentlich von Hif-1 bestimmt wird, ist die Expression von Hif-1 und seine
Wechselwirkung mit VEGF im kolorektalen Karzinom ebenfalls von Bedeutung. Eine
Studie untersuchte Zelllinien des kolorektalen Karzinoms auf Hif-la- und VEGF-
Expression und fand heraus, dass der Grad der Hif-1a-Expression signifikant mit der
Expression von VEGF und der Tumorangiogenese korreliert. Aulerdem gaben die
Ergebnisse Anlass zu der Annahme, dass Hif-1a Einfluss auf Tumorinvasion und
Metastasierung hat, denn es fand sich sowohl eine hohere Hif-1a-Expression in den
Dukes Stadien C und D als in Stadien A und B, als auch in Lymphknoten- und
Fernmetastasen (Jiang et al., 2004).

Hif-1a interagiert auch mit Survivin, indem es an ein HRE in der Promotorregion dieses
Apoptoseinhibitors bindet und die Genexpression hochreguliert, resultierend in der
Resistenz der Tumorzellen gegen Apoptose. Die Herabregulierung von Hif-1a mittels
siRNA (small interfering RNA) fiihrte in der Zelllinie eines kolorektalen Karzinoms zur
Reduktion der Survivin-Expression. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass Hif-1a
einen Haupttranskriptionsfaktor fiir die Survivin Genexpression darstellt (Fan et al.,
2008).

Hif-1a stellt also aufgrund seiner Wirkung auf Wachstum, Vaskularisation und
Metastasenbildung in soliden Tumoren ein vielversprechendes Ziel bei der Erforschung
therapeutischer Strategien dar. Die Untersuchung des neuen Benzimidazol-Analogons
ACI1-004 erbrachte interessante Ergebnisse im Hinblick auf eine Zelllinie eines

kolorektalen Karzinoms. Es kam nach Applikation von AC1-004 sowohl zur Inhibition
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der Hypoxie-getriggerten Hif-1a-Akkumulation im Tumorgewebe als auch zur
Abnahme der Genexpression von VEGF und EPO. Aulerdem fiihrte es zum Abbau von
Hif-1a im Proteasom (Won et al., 2009).

Es gibt eine Vielzahl von bereits bekannten Therapeutika, die ihre antiangiogenetische
Wirksamkeit iiberwiegend iiber den Eingriff in die Signalwege von Hif-1 vermitteln.
Hierzu gehort unter anderem der fiir die Therapie des Mamma-Karzinoms essentielle
Her-2/neu-Inhibitor Trastuzumab (Herceptin®) (Laughner et al., 2001). Es sind jedoch
auch neue Krebsmedikamente in Erforschung wie zum Beispiel Inhibitoren des
Hitzeschockproteins 90 (HSP90). HSP90 bindet an Hif-la und fithrt so zur
Stabilisierung des Proteins. Inhibitoren wie Geldanamycin hemmen die Bindung von
HSP90 an Hif-1a und fithren so zum proteasomalen Abbau von Hif-1a. Auch Histon-
Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren) fiihrten in Versuchen zum Abbau von Hif-
lo und hemmten dessen Transaktivierungsdoméne. Die transkriptionelle Aktivitit von
Hif-1a konnte auBerdem durch den Proteasominhibitor Bortezomib gehemmt werden.
Die Wirkung dieser Inhibitoren auf das kolorektale Karzinom ist jedoch noch nicht
ausreichend erforscht und die tatsdchliche Nutzbarkeit fiir die Behandlung bleibt zu

belegen (Semenza, 2010).

1.7 Fragestellung der Arbeit

EGFR, K-ras, PTEN, Survivin, XIAP, Smac/DIABLO, VEGF und Hif-1a vermitteln
Signalkaskaden, die bedeutend fiir die Entstehung und die Ausbreitung von malignen
Tumoren im menschlichen Organismus sind.

Dies trifft auch fiir das kolorektale Karzinom zu. Es wurde eine Vielzahl von Studien
durchgefiihrt, die sich mit der Rolle der Expression dieser Proteine in der Biologie des
kolorektalen Karzinoms beschéftigen. Im Mittelpunkt dieser Studien steht meist die
Bedeutung der Expression fiir die Entstehung, Progression und Prognose des
kolorektalen Karzinoms, ebenso wie die Entwicklung therapeutischer Strategien, die in
diese Signalkaskaden eingreifen. Nur wenige Studien beschiftigen sich allerdings mit
der Expression obengenannter Proteine in Lymphknotenmetastasen korrespondierender
Primartumoren und dabei wurden in der Regel nur einzelne Proteine analysiert. Eine
systematische, vergleichende Analyse der Expression aller genannten Proteine in
korrespondierenden Lymphknoten von Primirtumoren aus einem Patientenkollektiv

wurde nicht angefertigt.
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Fir diese Arbeit wurden 48 Fille von kolorektalen Karzinomen mit
Lymphknotenmetastasen ausgewdhlt. Die Daten der korrespondierenden Priméirtumoren
liegen vor (Luczak, 2010; Reinwald, 2010). Durch den Vergleich von
Lymphknotenmetastase und Primdrtumor soll untersucht werden, ob beide in ihrer
Markerexpression konkordant sind und somit eine gleichwertige prognostische

Aussagekraft aufweisen.

2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Das Kollektiv besteht aus 48 an kolorektalem Adenokarzinom erkrankten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen. Die Gewebeproben der Lymphknoten dieses Kollektivs aus
den Jahren 1990 bis 1995 wurden dem Archiv des Institutes fiir Pathologie der
Universitdt Diisseldorf entnommen, (Direktor: Universititsprofessor Dr. med. Helmut
Erich Gabbert). Aus den routinemifig formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Lymphknoten wurden Tissue microarrays hergestellt, wobei jeweils 2 Proben aus einem

befallenen Lymphknoten gewonnen wurden.

2.2. Tissue microarrays

Tissue microarrays sind gut geeignet fiir die Untersuchung von Markern mittels
verschiedener Methoden wie beispielsweise der Inmunhistochemie.

Es handelt sich hierbei um Paraffinblocke, die mehrere unterschiedliche Gewebeproben
enthalten. Fiir die Herstellung werden mit einer Stanze Gewebezylinder aus zahlreichen,
in Paraffin archivierten Gewebeproben (Spenderblocken) entnommen und in einem
Empfingerblock zusammengesetzt. Danach werden aus den Empfiangerblocken
Diinnschnitte angefertigt und immunhistochemisch gefarbt. Auf jedem Schnitt kann nun
parallel eine Vielzahl von Gewebeproben ausgewertet werden. Studien mit Tissue
microarrays ermoglichen einen einheitlichen Auswertungsprozess mit hohem Standard

und Kosteneffizienz (Dancau et al., 2010; Dhir, 2008)
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2.2.1 Herstellung der Tissue microarrays

Im ersten Schritt wurden im Archiv der Pathologie Paraffinblocke (Spenderblocke)
selektiert, in denen Lymphknoten von Patienten mit kolorektalem Karzinom eingebettet
waren. Von diesen wurden Schnitte angefertigt und mit Hdmatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt. Nach lichtmikroskopischer Sichtung dieser Schnitte wurden die metastatisch
verdnderten Lymphknotenareale auf dem Objekttrager markiert. Es folgte das Auflegen
des markierten Objekttrigers auf den zugehdrigen Paraffinblock, um beim Stanzen eine
moglichst hohe Treffsicherheit fiir das lichtmikroskopisch ausgewéhlte Areal zu
erreichen. Das entsprechende Areal wurde mit einer Stanze des Durchmessers 1 mm
und einer Eindringtiefe von 3 mm gestanzt und die gewonnenen Gewebeproben in die
im Empfangerblock vorhandenen Stanzldcher eingebracht. Verwendet wurde hierfiir ein
Tissuearrayer der Marke Beecher Instruments. Pro Patient wurden zwei Gewebeproben
gestanzt, in einem Array befanden sich die Gewebeproben von 15 Patienten. Um die
Orientierung im Empfangerblock zu gewihrleisten, befand sich unten rechts eine
externe Kontrolle mit plazentarem Gewebe.

Abschliefend wurden die fertig gestellten Paraffinblocke fiir flinf Minuten bei 60° C

erhitzt, geglittet, geschnitten und immunhistochemisch gefarbt.
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Verwendete Antikorper

In Tabelle 5 erfolgt eine Ubersicht iiber die verwendeten Antikdrper zur Darstellung
von EGFR, K-ras, PTEN, Survivin, XIAP, Smac/DIABLO, VEGF und Hif-1a.

Proteine Antikorper Produzent

EGFR EGFR pharmDX™Kit DakoCytomation, Hamburg

K-ras Polyklonaler Antikorper Ras | LabVision, Fremont, CA,
AB-1 USA

PTEN Monoklonaler Antikorper Biozol, Eching
28H6

Survivin Epitope Specific Rabbit Thermo Scientific, Fremont
Antibody

XIAP Monoklonaler Antikorper BD Biosciences, Heidelberg
hILP (human IAP-like
Protein)

Smac/DIABLO Polyklonaler Antikorper Merck, Darmstadt
Kaninchen Anti-
Smac/DIABLO

VEGF Polyklonaler Antikorper Zymed Laboratories Inc.,
Kaninchen Anti-VEGF USA

Hif-1a Monoklonaler Antikorper Chemicon International,

Maus Anti-Hif-1a

Hofheim

Tabelle 5 Verwendete Antikorper zur Darstellung von EGFR,

K-ras, PTEN, Survivin, XIAP,

Smac/DIABLO, VEGF und Hif-1a, EGFR = endothelial growth factor receptor, PTEN =

phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, XIAP = x-linked inhibitor-of-

apoptosis protein, Smac/DIABLO = second mitochondria-derived activator of caspases, direct

IAP-binding protein with low isoelectrc point, VEGF = vascular endothelial growth factor, Hif-1a

= hypoxia inducible factor 1a

EnVision™ + System-HRP, Rabbit bzw. Mouse der Firma Dakocytomation sind in Tris-

HCL-Puffer geloste, mit Peroxidase markierte Polymerkonjugate. Diese dienten als

Sekundirantikdrper. Als Substratlosung wurde Diaminobenzidin (DAB) fir EGFR

verwendet, fiir die tibrigen Antikérper 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC).
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2.3.2 Immunhistochemische Methode

Die hier verwendete Polymerkonjugatmethode nutzt sowohl ein enzym- als auch ein
antikorpermarkiertes Polymerkonjugat. Dessen Riickgrat besteht aus einem inerten
Dextranmolekiil (Polysaccharid). An dieses konnen durchschnittlich 70 Enzymmolekiile
und 10 Antikorper binden. Bei dem fiir den Nachweis genutzten EnVision™-System ist
der Sekundérantikorper an das Dextran-Trédgermolekiil gebunden.

Zuerst wird der Primérantikdrper gebunden und dann das EnVision™-Polymer. Im
Vergleich zu anderen Methoden sind bei dieser nicht nur weniger Inkubationsschritte
notwendig, sondern sie zeichnet sich aulerdem durch eine hohe Sensitivitdt und geringe

Neigung zu unspezifischen Hintergrundfarbungen aus.

2.3.3 Farbeprotokolle
2.3.3.1 EGFR-Farbeprotokoll

1. Entparaffinierung

Vor der immunhistochemischen Féarbung steht die Entparaffinierung und anschlieende
Rehydrierung der Gewebeschnitte. Zunédchst werden die 2-4 um dicken Paraffinschnitte
iiber Nacht bei 37° C getrocknet und danach 15 Minuten in Xylol getaucht. Um die
Ausschwemmung des Paraftins und die Rehydrierung des Gewebes zu erreichen werden
die Objekttriager fiir jeweils eine Minute in eine absteigende Alkoholreihe mit 2x100%,
2x95% und 1x70% getaucht. Die anschlieBende Spiilung mit Leitungswasser bedingt
die Auschwemmung des Paraffins und die Rehydrierung. Die vollstindige
Entparaffinierung ist wichtig, da Uberreste des Paraffins zu unspezifischer Firbung

filhren konnen.

2. Fdrbung

Nun folgt die proteolytische Andauung der Gewebeprobe mittels Proteinkinase K. Dafiir
werden die Proben vollstinding mit Proteinase-K-Losung bedeckt (mindestens 3
Tropfen ( 100uL ) ) und 5 (= 0,5) Minuten inkubiert. Dann erfolgt die Spiilung des
Gewebes mit Wasser und das Eintauchen in ein frisches Wasserbad mit Reagenzqualitit
fir 5 (= 1) Minuten. Um die Gefahr der Zerstorung der Zellmembran durch
proteolytische Andauung zu vermeiden, sollten die genauen Zeitvorgaben moglichst

eingehalten werden.
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Um unerwiinschte Hintergrundfarbungen durch die endogene Peroxidase zu reduzieren,
werden die Proben mit einem Peroxidase-Block (3% Hydrogen Peroxid) bedeckt
(mindestens 3 Tropfen (100 pL)) und 5(= 1) Minuten inkubiert. Danach folgt eine
Spiilung mit Wasser und das Eintauchen in ein Bad aus 0,03% Triton aqua dest..

Die Gewebeprobe wird dann mit dem priméren Antikorper (mindestens 3 Tropfen
(100uL)) und einem negativen Kontrollreagenz 30 (+ 1) Minuten, um Austrocknung zu
vermeiden, in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert und danach erneut gespiilt. Es folgt
die Hinzugabe des markierten Polymers (mindestens 3 Tropfen (100uL) ) und die
erneute Spiilung nach 30 (+ 1) miniitiger Inkubation. Danach wird DAB+Substrat-
Chromogenldsung (mindestens 3 Tropfen (100uL)) auf den Objekttrager gegeben und
fiir 10 (£ 1) Minuten inkubiert. Anschlieend werden die Proben fiir 2-5 Minuten in ein

frisches Wasserbad von Reagenzqualitdt getaucht.

3. Gegenfdrbung mit Himatoxylin nach Meyer

Die Objekttrager werden fiir 6 Minuten in Meyer’s Himatoxylin gestellt und danach mit
Leitungswasser gesplilt. Hierbei ist es sehr wichtig, dass alle Hamatoxylinreste
vollstindig entfernt werden. Die Préparate werden nach einem 2-5 miniitigem
Wasserbad in einer aufsteigenden Alkoholreihe und mit Xylol behandelt. Es folgt die
Benetzung mit angewarmter Glycerin-Gelatine und die blasenfreie Abdeckung der

gefiarbten Gewebsschnitte mit Deckgldschen.

4. Negativkontrolle

Um durch unspezifisches Binden der Antikorper hervorgerufene Férbeartefakte zu
vermeiden, wird bei jedem Férbedurchlauf eine negative Kontrollgewebeprobe
angefertigt. Hierbei wird diese wie die urspriinglichen Gewebeproben gefdrbt, jedoch
wird auf die Applikation des Primédrantikérpers verzichtet. Eine signallose

Negativkontrolle bestétigt die Spezifitit der Farbung.

2.3.3.2 EnVision™+HRP (DAKO) Farbeprotokoll fur K-ras, PTEN, Survivin, XIAP,
Smac/DIABLO, VEGF und Hif-1a

1. Entpardffinierung
Zur vollstindigen Entfernung des Paraffins werden die Gewebeschnitte fiir 2x5 Minuten
in Xylol und danach fiir 2x5 Minuten in 100% Aceton gestellt. Hiernach werden sie fiir

2x5 Minuten mit Leitungswasser gespiilt.

25



2. Vorbehandlung des Antikérpers

Die Gewebeschnitte werden in einen Citratpuffer gestellt (pH6) und fiir 3x5 Minuten in
einer Mikrowelle erhitzt. Es ist hierbei wichtig zu beachten, dass die Schnitte die ganze
Zeit von Puffer bedeckt sind. Ist der Puffer verkocht, wird frischer Puffer nachgefiillt.
Die Objekttrager miissen nach der Behandlung in der Mikrowelle 10 Minuten abkiihlen,
werden dann mit Leitungswasser abgespiilt und abschlieBend fiir weitere 5 Minuten

darin platziert.

3. Peroxidaseblock
Nach Inkubation der Gewebeschnitte fiir 20 Minuten in 0,3%igem H202-Methanol-Bad
(Iml H202 in 100ml Methanol bei zwei Kiivetten) und anschlieBender Spiilung mit

Leitungswasser werden sie fiir 2x5 Minuten in TBS-Puffer (pH 7,4) belassen.

4. Inkubation mit dem Primdrantikérper

Der Antikorper wird mit einem Antikorperverdiinnungspuffer (Zymed, San Francisco,
USA) verdiinnt:

K-ras mit 1:200, PTEN mit 1:50, Survivin mit 1:100, XIAP mit 1:250, Smac/DIABLO
mit Spg/ml, VEGF mit 1:100 und Hif-loo mit 1:500. Die mit der Verdiinnung
beschichteten Gewebeproben werden tliber Nacht bei 4° C inkubiert.

5. Inkubation mit der EnVision™-Polymerl6sung

Nach einer Einwirkzeit von 2x5 Minuten in einem TBS-Puffer (pH 7,4) werden die
Gewebeschnitte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit der EnVision™+HRP-
Polymerldsung inkubiert, (goat anti-mouse bei monoklonalem AK, goat anti-rabbit bei

polyklonalem AK). Hiernach werden sie erneut fiir 2x5 Minuten in TBS-Puffer gestellt.

6. Inkubation mit der Substratlésung
Es folgt die Inkubation der Schnitte mit AEC-Substratlosung fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Bei AEC besteht die Mdglichkeit, die Inkubation bis zu 30 Minuten

zu verldngern, danach wird mit Leitungswasser gespiilt.
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7. Gegenfidrbung mit Hdmatoxylin nach Meyer

Die Schnitte werden fiir 5 Minuten in Meyer’s Hdmatoxylin gestellt, danach mit
Leitungswasser gespiilt und blduen dann fiir 5 Minuten in warmem Leitungswasser.
Abschliefend werden sie fiir 15 Minuten in Aqua bidest. gegeben und schlieBlich mit

Glycerin-Gelatine benetzt und blasenfrei eingedeckt.

2.4 Mikroskopische Auswertung und statistische Analyse

Die Préparate wurden bei 400-facher VergroBerung lichtmikroskopisch gesichtet und
ausgewertet. FEingeteilt wurden die Lymphknotenmetastasen entsprechend der
geschitzten Prozentzahl der immunreaktiven Tumorfliche nach folgendem Score-

System:

Score 0: 0%

Score 1: <10%
Score 2: > 10 —49%
Score 3: > 50 — 89%
Score 4: > 90%

Die Férbeintensitit wurde folgendermallen eingeteilt:

Starke 0: Kein Marker im Lymphknoten nachweisbar
Stiarke 1: Schwache Anfarbung

Stirke 2: MaBige Anfarbung

Starke 3: Starke Anfarbung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS® 19.0 fiir Windows durchgefiihrt. Das
Patientenkollektiv und die Verteilung der Scores und Férbeeigenschaften der Marker in
den Lymphknoten wurden mittels deskriptiver Verfahren beschrieben. Errechnet wurden
absolute und relative Haufigkeiten. Fiir die Korrelation von Primdrtumor und
Lymphknoten wurde der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient verwendet, ebenso wie
zur Beurteilung der Konstellation der acht Proteine in den Lymphknotenmetastasen und
der Korrelation von Uberleben (in Monaten) in Zusammenhang mit der
Markerexpression in den Lymphknoten. Als Signifikanzniveau wurde das allgemein

ibliche a=5% gewihlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Es handelt sich um eine retrospektive Untersuchung von 48 Patienten mit kolorektalem
Adenokarzinom aus den Jahren 1990-1995. Das Kollektiv setzt sich zusammen aus 13
minnlichen und 35 weiblichen Patienten. Das Alter der jiingsten Patientin betrug 28,
das der éltesten 87 Jahre. Das mediane Alter lag bei 67,9 Jahren. Die erhobenen Daten
aus den Lymphknotenmetastasen wurden verglichen mit den Daten aus den
korrespondierenden Primértumoren, die fiir zwei vorhergehende Dissertationen erhoben

worden waren.

3.2 Beschreibung des Gesamtkollektivs hinsichtlich klinisch-

pathologischer Parameter

Es folgt die Beschreibung des Patientenkollektivs hinsichtlich klinisch-pathologischer
Parameter (Tabelle 6).

Variable Hiufigkeit Prozent UICC

Lokalisation 1 0 0
Caecum/Ascen | 16 33,3 2 0 0
dens 3 46 95,8
Transversum 3 6,3 4 2 4.2
Sigma/Descen | 17 35,4 Grading

dens 1 1 2,1
Rectum 12 25 2 25 52,1
pT 3 20 41,7
1 1 2,1 4 2 4,2
2 2 4,2 LVI

3 36 75 negativ 31 64,6
4 9 18,75 positiv 17 35,4
pN BVI

0 0 0 negativ 42 87,5
1 26 54,2 Intramural/extr | 6 12,5
2 22 45.8 amural

pM1 2 4,2 Total 48 100

Tabelle 6 Patientenkollektiv mit klinisch-pathologischen Parametern, LVI = Lymph vessel

invasion, BVI = Blood vessel invasion
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3.3 Statistische Analyse der Protein-Immunhistochemie

3.3.1 Haufigkeitsverteilung der Reaktivitat und der Farbeintensitat

Zur Beurteilung der Reaktivitdt der Lymphknotenmetastasen wurden vier Prozentstufen
festgelegt. Die Intensitdt der Anfarbung wurde ebenfalls mit 4 Stufen beurteilt (sieche
auch 2.4)

Sechs der untersuchten Proteine waren in der Mehrzahl der Lymphknotenmetastasen
nachweisbar. K-ras, PTEN und Smac/DIABLO konnten in allen 48 Féllen
nachgewiesen werden. Survivin fand sich in 98% und XIAP in 87,5% aller Félle. VEGF
wurde in 95,8% aller Fille nachgewiesen. EGFR und Hif-la hingegen zeigten die
geringsten Anteile. EGFR fand sich in 66,7%, Hif-1a nur in 29,1% aller Félle (Tabelle
7). Beziiglich der Firbeintensitit zeigten EGFR, XIAP, VEGF und Hif-1a eher ein
schwaches Farbemuster. PTEN, Survivin und Smac/DIABLO waren in der Mehrzahl
der Félle méaBig intensiv angefarbt. K-ras imponierte in liber 50% der Fille mit einer

starken Farbeintensitét (Tabelle 8).

Score | 2 3 4
Prozentrang <10 % >10-49 % [>50-89 % [>90 %
EGFR (%) 26 (54,2) 9(18,8) 12 (25) 1(2,1)
K-ras (%) 0 3(6,3) 32 (66,7) 13 (27,1)
PTEN (%) 0 2 (4,2) 32 (66,7) 14 (29,2)
Survivin (%) (2 (4,2) 9(18,8) 30 (62,5) 7 (14,6)
XIAP (%) 10 (20,8) 20 (41,7) |17 (35,4 1(2,1)
Smac/DIABLO |1 (2,1) 2(4,2) 24 (50) 21 (43,8)
(“o)

VEGF (%) 8(16,7) 14 (29,2) |26 (54,2) 0

Hif-1 a (%) 43 (89,6) 3(6,3) 1(2,1) 1(2,1)

Tabelle 7 Haufigkeitsverteilung der Reaktivitidt, EGFR = endothelial growth factor receptor,
PTEN = phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, XIAP = x-linked inhibitor-
of-apoptosis protein, Smac/DIABLO = second mitochondria-derived activator of caspases, direct
IAP-binding protein with low isoelectrc point, VEGF = vascular endothelial growth factor,

Hif-1a = hypoxia inducible factor 1a
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Stiirke 0 | 2 K)
Firbeintensitit keine schwach | mittel stark
EGFR (%) 16 (33,3) | 32(66,7) |0 0

K-ras (%) 0 1(2,1) 21 (43,8) | 26(54,2)
PTEN (%) 0 6 (12,5) 32 (66,7) | 10(20,8)
Survivin (%) 1(2,1) 13(27,1) | 28(58,3) | 6(12,5)
XIAP (%) 6 (12,5) 28(58,3) | 13(27,1) | 1(2,1)
Smac/DIABLO (%) | 0 8(16,7) 35(73) 5(10,4)
VEGF (%) 2(4,2) 40 (83,3) |6(12.5) 0

Hif-1 (%) 34 (70,8) |8 (16,7) 5(10,4) 1(2,1)

Tabelle 8 Haufigkeitsverteilung der Farbeintensitit, EGFR = endothelial growth factor
receptor, PTEN = phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, XIAP = x-
linked inhibitor-of-apoptosis protein, Smac/DIABLO = second mitochondria-derived activator of
caspases, direct |1AP-binding protein with low isoelectrc point, VEGF = vascular endothelial
growth factor, Hif-1a = hypoxia inducible factor 1a

3.3.2 Korrelation von EGFR-, K-Ras-, PTEN-, VEGF- und Hif-1a-Expression in
Lymphknoten und Primartumor und immunhistochemische

Expressionsmuster

Nur fir EGFR, K-ras, PTEN, VEGF und Hif-loa lagen Daten aus den
korrespondierenden Primértumoren vor. Die ermittelten Werte fiir Score und Stérke aus
dem Lymphknoten wurden korreliert mit den entsprechenden Daten aus dem

Tumorzentrum und der Invasionsfront des korrespondierenden Primértumors.
3.3.2.1. EGFR

Fiir EGFR fand sich ein Zusammenhang zwischen dem Score im Primdrtumor und im
Lymphknoten. Die Scores an Invasionsfront und Lymphknoten korrelierten hierbei
starker miteinander als die in Tumorzentrum und Lymphknoten. Lag im Primértumor
also eine prozentual hohe immunreaktive Tumorfliche vor, war dies auch in der
Lymphknotenmetastase der Fall und umgekehrt. Die Intensitit der Anfarbung
korrelierte zwischen Tumorzentrum und Lymphknoten (Tabelle 9). In den
ausgewerteten Lymphknotenmetastasen zeigte EGRF eine iiberwiegend als schwach

gewertete Farbeintensitit mit teils méBig angefarbten Anteilen (Abb. 1).
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EGFR

TZ Score LK IF Score LK

Score (n |1 |2 |3 |4 |n |Score |n |1 |2 |3 |4 |n
1 23 |15 12 |6 |0 (231 29 120 |4 |5 |0 |29
2 14 |18 [4 (2 |0 [14]2 9 |3 (2 |4 |0 |9
3 7 13 (2 (2 |0 |7 |3 5 13 (2 |0 |0 |5
4 4 |0 |1 (2 |1 |4 |4 5 10 (1 |3 |1 |5
Total 48 48 Total 48 48
r;: 0,271 p-value: 0,031 r5: 0,397 p-value: 0,003

EGFR

TZ Stiarke LK IF Stiarke LK

Stirke ([n |0 |1 |2 |3 |n |Stitke|n [0 |1 |2 |3 |n
0 8 |6 (2 |0 |0 |8 |0 8 [3 |5 |0 |0 |8
1 27 |7 120 |0 |0 (271 29 110 {19 |0 |0 |29
2 10 |3 |7 (0 |0 [10]2 8 [3 |5 |0 |0 |8
3 3 10 {3 (0 |0 |3 |3 3 10 (3 |0 (0 |3
Total 48 48 Total 48 48
rs: 0,318 p-value: 0,014 r5: 0,087 p-value: 0,278

Tabelle 9 Korrelation Primartumor/Lymphknoten fiir

TZ=Tumorzentrum,

IF=

Invasionsfront,

EGFR Score und Starke,
LK=Lymphknoten, r&=

Rangkorrelationskoeffizient, EGFR=endothelial growth factor receptor

Spearman’scher

31



Abb. 1 Immunhistochemisches Expressionsmuster von EGFR, EGFR=epidermal growth
factor receptor, 200-fache VergrdolRerung, Score 2 (>10-49%), Starke 1-2 (Farbeintensitat
schwach bis mafig)

3.3.2.2. K-ras

Wurde bei K-ras ein hoher Anteil immunreaktiver Tumorfliche im Priméirtumor
beobachtet, so traf dies auch fiir die Lymphknotenmetastase zu und umgekehrt. Es
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen Expression in Tumorzentrum und
Lymphknoten nachgewiesen werden. Die Intensitdt der Anfarbung korrelierte hingegen
negativ zwischen Invasionsfront und Lymphknoten (Tabelle 10). In den ausgewerteten

Lymphknotenmetastasen zeigte K-ras eine méBige bis starke Farbeintensitit (Abb. 2).

K-ras

TZ Score LK IF Score LK

Score [n |1 |2 |3 |4 |n |Score |[n |1 |2 (3 |4 |n
1 0 |0 |0 |0 |0 |0 |1 0 |0 (0 |0 |0 |O
2 0 |0 |0 |0 |0 |0 |2 0 |0 (0 |0 |0 |0
3 4 |0 |1 (3 |0 |4 |3 1 |0 (0 |1 |0 |1
4 44 |0 |2 (29 |13 |44 |4 47 10 |3 |31 |13 (47
Total 48 48 |Total 48 48
r5: 0,247 p-value: 0,045 r5: 0,064 p-value: 0,334

TZ Stiarke LK IF Stiarke LK

Stairk {n |0 |1 |2 |3 |n |[Stirke |ln |0 |1 |2 |3 |n
e

0 0 |0 |0 (O [0 (O |O 0 |0 (0O |0 |0 |0
1 6 (0 (I (1 (4 |6 |1 6 |0 (0 |1 |5 |6
2 22 10 |0 |11 |11 |22]2 26 |0 |0 |11 |15 |26
3 20 |0 [0 |9 |11 |20 3 16 |0 (1 |9 |6 |16
Total 48 48 |Total 48 48

r5: 0,009 p-value: 0,476 ts: 0,299 p-value: 0,019

Tabelle 10 Korrelation Primartumor/Lymphknoten fiir K-ras Score und Starke,
TZ=Tumorzentrum, IF= Invasionsfront, LK=Lymphknoten, re= Spearman’scher
Rangkorrelationskoeffizient
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Abb. 2 Immunhistochemisches Expressionsmuster K-ras, 200-fache VergroRerung, Score 4
(>90%), Starke 2 (Farbeintensitat magig)

3.3.2.3. PTEN

Fir PTEN konnte nicht nachgewiesen werden, dass ein hoher/niedriger Anteil
immunreaktiver Tumorfliche im Primirtumor mit entsprechend hohem/niedrigem
Anteil in der Lymphknotenmetastase einhergeht. Auch beziiglich der Férbeintensitét
ergab sich kein Zusammenhang zwischen Primértumor und Lymphknotenmetastase
(Tabelle 11). In den ausgewerteten Lymphknotenmetastasen zeigte PTEN eine méaBige
bis starke Farbeintensitdt (Abb. 3).

PTEN

TZ Score LK IF Score LK

Score |n |1 |2 |3 |4 |n |Score \n |1 (2 |3 |4 |n
1 0 |0 (0 |0 |0 (0 |1 0 {0 (0 |0 |0 |0
2 2 10 (0 |2 |0 (2 |2 I (0 (0 (I |0 |1
3 30 {0 (2 |19 ]9 |30 (3 3810 (2 |26 |10 |38
4 16 |0 |0 |11 |5 |16 |4 9 |10 [0 |5 |4 |9
Total 48 48 Total 48 48
15: 0,098 p-value: 0,254 15: 0,189 p-value: 0,1

PTEN

TZ Stiarke LK IF Stiarke LK

Starke ([n |0 |1 |2 |3 |n |Stirtke |n [0 |1 |2 |3 |n
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0 0 |0 (0 (O |0 [0 |O 0 {0 (0 |O |0 |0
1 10 |0 |1 |7 |2 |10]1 2 |10 |0 |1 |1 |2
2 18 10 |3 |12 |3 |18 ]2 2810 (5 |17 |6 |28
3 20 |0 |2 |13 |5 (203 1810 |1 |14 |3 |18
Total 48 48 Total 48 48
r;: 0,066 p-value: 0,328 r;: -0,011 p-value: 0,471

Tabelle 11 Korrelation Primartumor/Lymphknoten fir PTEN Score und Starke,

TZ=Tumorzentrum, IF= Invasionsfront, LK=Lymphknoten, rs= Spearman’scher

Rangkorrelationskoeffizient, PTEN=phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10

Abb. 3 Immunhistochemisches Expressionsmuster PTEN, PTEN=phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10, 200-fache Vergroferung, Score 4 (>90%), Starke 3

(Farbeintensitat stark)

3.3.2.4. VEGF

Fiir VEGF liel3 sich nachweisen, dass bei hohem Anteil immunreaktiver Tumorflache im
Primirtumor auch ein hoher Anteil immunreaktiver Tumorfliche in der
Lymphknotenmetastase bestand. Hierbei bestand ein stirkerer Zusammenhang zwischen
Invasionsfront und Lymphknoten als zwischen Tumorzentrum und Lymphknoten. Die
Férbeintensitit von Primédrtumor und Lymphknotenmetastase korrelierte hingegen nicht
miteinander (Tabelle 12). In den ausgewerteten Lymphknotenmetastasen zeigte VEGF
eine schwach bis méiBige Farbeintensitéit (Abb. 4).
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VEGF

TZ Score LK IF Score LK

Score [n |1 |2 |3 |4 |n |Score |n |1 |2 |3 |4 |n
1 12 14 |4 |4 |0 |12]1 1514 |4 |7 |0 |15
2 2 |0 |0 (2 |0 |2 |2 3 {1 (2 |0 |0 |3
3 13 13 |3 |7 |0 [13]3 103 |4 |3 |0 |10
4 21 |1 |7 (13 |0 (21 |4 200 (4 |16 |0 |20
Total 48 48 Total 48 48
Spearman: 0,244 p-value: 0,048 Spearman: 0,377 p-value: 0,004
VEGF

TZ Stiarke LK IF Stiarke LK

Starke [n [0 |1 |2 |3 |n |Stirke |n |0 |1 (2 |3 |n
0 12 |1 |11 |0 |0 [12]0 151 (12|12 |0 |15
1 26 |1 |20 (5 |0 [26]1 23 {1 |20 (|2 |0 |23
2 9 |0 (8 |1 |0 |9 |2 100 |8 |2 |0 |10
3 ! |0 |1 (0 |0 |1l |3 0 {0 (0 |O |0 |0
Total 48 48 Total 48 48
Spearman: 0,166 p-value: 0,129 Spearman: 0,095 p-value: 0,260

Tabelle 12 Korrelation Primartumor/Lymphknoten fiir VEGF, TZ=Tumorzentrum, IF=

Invasionsfront, LK=Lymphknoten, r= Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient,

VEGF=vascular endothelial growth factor

Abb. 4 Immunhistochemisches Expressionsmuster VEGF, VEGF = vascular endothelial
growth factor, 200-fache VergréflRerung, Score 3 (50-89%), Starke 2 (Farbeintensitat maRig)
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3.3.2.5 Hif-1a

Hif-1a zeigte von allen fiinf untersuchten Proteinen den stirksten Zusammenhang
zwischen Primdrtumor und Lymphknotenmetastase. Lag im Primirtumor ein
hoher/niedriger Anteil immunreaktiver Fliche vor, so war dies auch in der
Lymphknotenmetastase der Fall. Es konnte sowohl fiir den Anteil der immunreaktiven
Tumorfliche als auch fiir die Férbeintensitit ein deutlicher Zusammenhang
nachgewiesen werden (Tabelle 13). In den ausgewerteten Lymphknotenmetastasen
zeigte Hif-1a iiberwiegend eine schwache Férbeintensitit mit méBig angefirbten

Ausnahmen (Abb. 5).

TZ Score LK IF Score LK

Score |n |1 |2 |3 |4 |n |Score \n |1 (2 |3 |4 |n
1 41 |40 |1 (0 |0 [41]1 40 |39 |1 |0 |0 |40
2 3 |3 (0 |0 |0 |3 |2 2 12 {0 |0 |0 |2
3 1 |0 |1 |0 |0 |1l |3 3 12 |1 |0 |0 |3
4 3 10 (1 |1 |1 |3 |4 3 10 |1 |1 |1 |3
Total 48 48 Total 48 48
1s: 0,686 p-value: 0 15: 0,638 p-value: 0

Hif-1a

TZ Stiarke LK IF Stiarke LK

Starke ([n |0 |1 |2 |3 |n |Stirtke |n [0 |1 |2 |3 |n
0 36 |33 (3 |0 |0 3610 3533 |2 |0 |0 |35
1 1 |0 |1 |0 |0 |1 |1 3 10 (3 |0 [0 |3
2 7 11 (3 |3 |0 |7 |2 8 |1 (3 |4 (0 |8
3 4 |10 |1 (2 |1 (4 |3 2 10 (0 |1 |1 |2
Total 48 48 Total 48 48
r5: 0,829 p-value: 0 15: 0,864 p-value: 0

Tabelle 13 Korrelation Primartumor/Lymphknoten fiir Hif-la Score und Starke,
TZ=Tumorzentrum, IF= Invasionsfront, LK=Lymphknoten, r&= Spearman’scher

Rangkorrelationskoeffizient, Hif-1a=hypoxia inducible factor 1a
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Abb. 5 Immunhistochemisches Expressionmuster Hif-1a, Hif-1a=hypoxia inducible factor a,
200-fache Vergrofierung, Score 3 (50-89%), Starke 2 (Farbeintensitat maRig)

3.3.3 Haufigkeitsverteilung, Farbeintensitat und immunhistochemisches

Expressionsmuster fur Survivin, XIAP und Smac/DIABLO

Fiir Survivin, XIAP und Smac/DIABLO lagen keine Daten aus Primdrtumoren vor. Es
folgt eine reine Darstellung der Verteilung von Scores und Farbeintensititen.

Im Fall des Survivin betrug der Anteil immunreaktiver Tumorfldche in der Mehrzahl der
Lymphknotenmetastasen mehr als 50% (Tabelle 14). Die Férbeintensitéit war hierbei
malig bis stark ausgeprigt (Abb. 6).

Stirke
Score |n 0 |1 {2 |3 |n
1 2 L |1 |/ |/ |2
2 9 /15 (4 |/ |9
3 30 /|7 (21 |2 |30
4 7 I (314 |7
Total 48 Total 48

Tabelle 14 Haufigkeitsverteilung von Reaktivitdt und Farbeintensitat fiir Survivin
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Abb. 6 Immunhistochemisches Expressionsmuster Survivin, 200-fache VergrdRerung,
Score 3 (50-89%), Starke 2 (maRige Farbeintensitat)

Im Fall des XIAP betrug der Anteil immunreaktiver Tumorfliche in der Mehrzahl der
Lymphknotenmetastasen weniger als 50% (Tabelle 15). Die Férbeintensitét war hierbei schwach

bis miBig ausgeprigt (Abb. 7).

Stéirke
Score |n 0 (1 |2 |3 |n
1 10 6 |4 |/ |/ |10
2 20 /|17 13 |/ |20
3 17 /17 19 |1 |17
4 1 A VA D O VA |
Total 48 Total 48

Tabelle 15 Haufigkeitsverteilung von Reaktivitat und Farbeintensitat fiir XIAP
XIAP=x-linked inhibitor-of apoptosis protein
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Abb. 7 Immunhistochemisches Expressionsmuster XIAP, XIAP = X-linked inhibitor-of-
apoptosis protein, 200-fache VergroRerung, Score 3 (50-89%), Starke 2 (Farbeintensitat manig)

Im Fall des Smac/DIABLO betrug der Anteil immunreaktiver Tumorfldche in der

Mehrzahl der Lymphknotenmetastasen mehr als 50% (Tabelle 16). Die Farbeintensitét

war hierbei maBig ausgepréigt (Abb. 8).

Stirke

Score |n 0 |1 {2 |3 |n

1 1 A O VA VA B |

2 2 r2 |2

3 24 /14 |18 |2 |24

4 21 /|1 |17 |3 |21
Total 48 Total 48

Tabelle 16 Haufigkeitsverteilung von Reaktivitdt und Farbeintensitat fiir Smac/DIABLO,
Smac/DIABLO=second mitochondria-derived activator of caspases, direct IAP-binding protein

with low isoelectrc point
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Abb. 8 Immunhistochemisches Expressionsmuster Smac/DIABLO, 200-fache
VergroéRRerung

Smac/DIABLO=second mitochondria-derived activator of caspases, direct IAP-binding
protein with low isoelectric point, Score 4 (>90%), Starke 2 (Farbeintensitat mafig)

3.3.4 Anteil der acht untersuchten Proteine in den Lymphknotenmetastasen

Die Scores aller acht Proteine wurden gegeneinander korreliert. Dies sollte erfassen, ob
eine Tendenz fiir das Auftreten bestimmter Proteine in identischer Auspriagung in den
Lymphknotenmetastasen vorliegt. Es fand sich ein Zusammenhang zwischen VEGF,
Survivin und XIAP. In 46% der Félle waren diese mit identischem Score in den

Lymphknotenmetastasen nachweisbar (Tabelle 17).

Survivin  XIAP

EGFR KU 0,266 |-0,143 |0,103 |0,218 |0251 |-0,66 |0,103
p-value 0,034 | 0,167 |0244 0,069 |0043 |0328 |0243
[CTYI 0266 | 1,0 0,204 |-0,034 |0,018 |0,1163 |0297 |[0,119
p-value [NEE 0,082 | 0409 | 0452 |0135 |0020 |0210
ISV 0,143 0204 | 1,0 0,296 | -0,157 | 0,128 |0,170 | -0,133
PRI 0,167 | 0,082 0,020 | 0,143 | 0,192 0124 |0,183
GGl 0,103 | -0,034 | -0296 | 1,0 0,434 | 0,107 | 0,401 | 0,010
YRV 0244 | 0,409 | 0,020 0,001 | 0235 |0,002 |0474
VI 0218 | 0,018 |-0,157 | 0434 |10 0,001 |0325 |0,111

PRI 0.069 | 0452 | 0143 | 0,001 0497 | 0,012 |0226
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S/D 0,251 0,163 | 0,128 0,107 0,001 1,0 0,057 0,016
yRYIITE 0,043 0,135 | 0,192 0,235 0,497 0,350 0,458

A\ &0 -0,066 | 0,297 | 0,170 | 0,401 0,325 | 0,057 | 1,0 0,138
p-value RSP 0,020 | 0,124 0,002 0,012 0,350 0,175

Hif-10. R 0,119 |-0,133 | 0,010 0,111 0,016 | 0,138 1,0
p-value KIFEN 0,210 | 0,183 0,474 0,226 | 0,458 | 0175

Tabelle 17 Korrelation der Proteine im LK mit Spearman-Rangkoeffizient,
EGFR=endothelial growth factor receptor, PTEN=phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10, XIAP=x-linked inhibitor-of-apoptosis  protein, S/D=Smac/DIABLO,
VEGF=vascular endothelial growth factor, Hif-1a=hypoxia inducible factor 1q,

3.3.5 Uberlebensanalyse

Zur Erfassung, ob zwischen der Auspriagung der Marker in den Lymphknoten und der
Uberlebenszeit in Monaten eine signifikante Korrelation besteht, wurde auch hier eine
Korrelation mittels Spearman-Rangkoeffizient durchgefiihrt. Fiir keines der acht
Proteine ergab sich jedoch eine signifikante Korrelation. Auf die Darstellung der

Uberlebenszeitraume wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet (Tabelle 18).

EGFR K-ras | PTEN VEGF Hif-la Survivin XIAP  Smac/

DIABLO
I -0,069 | 0,034 | 0,172 | 0,190 | 0,021 | 0,110 0,097 | -0,090
p-value | 0,321 0,410 | 0,121 | 0,098 | 0445 | 0,228 0,256 | 0271

Tabelle 18 Uberlebensanalyse, r, . Spearman'scher Rangkorrelationskoeffizient,
EGFR=endothelial growth factor receptor, PTEN=phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10, XIAP=x-linked inhibitor-of-apoptosis  protein, S/D=Smac/DIABLO,
VEGF=vascular endothelial growth factor, Hif-1a=hypoxia inducible factor 1a

4. Diskussion

4.1 Einleitung

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms beinhaltet neben der Tumorchirugie den
Einsatz von Zytostatika und monoklonalen Antikérpern. Das jeweilige Outcome ist

jedoch von Patient zu Patient unterschiedlich. Hier sind Marker nétig, die zuverldssig
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das Ansprechen auf die jeweilige Therapie und den Einfluss auf das Uberleben
vorhersagen konnen. Ziel ist eine individualisierte Therapie, fuBend auf molekularen
Tumorcharakteristika (Rossi et al., 2013; Watanabe et al., 2001). Ublicherweise wird fiir
die Erforschung solcher Marker Primdrtumorgewebe gewonnen und untersucht. Dies
geschieht in der Annahme, dass sich Primédrtumor und Metastase hinsichtlich ihrer
Biologie und Expression von Markern nicht unterscheiden, wobei viele Studien gezeigt
haben, dass auch dies der Fall sein kann (Deng et al., 2009). Diese Heterogenitit
zwischen Primértumoren und Metastasen konnte Grund flir das Versagen obiger

Therapien sein und bedarf ndherer Aufmerksamkeit (Jin et al., 2012).

4.2 EGFR

EGFR war der erste Wachstumsfaktor, der als moglicher Angriffspunkt fiir die Therapie
des kolorektalen Karzinoms untersucht wurde, da eine Auspridgung in der Mehrheit der
epithelialen malignen Tumoren nachgewiesen wurde. Hierbei spielen sowohl die
extrazellulire Rezeptordoméne des EGFR blockierende monoklonale Antikorper als
auch Inhibitoren der EGFR-Tyrosinkinase eine wesentliche Rolle (Arteaga, 2002).

Fir die Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms sind derzeit zwei
monoklonale Antikérper zugelassen, Cetuximab (chimirer, monoklonaler Mensch-
Maus-IgG1 AK) und Panitumumab (humaner monoklonaler IgG2 AK). Beim Einsatz
dieser EGFR-Antagonisten ist jedoch die sorgfaltige Auswahl, der zu therapierenden
Patienten notig. Ein Ansprechen auf die Therapie wird nur in 10-20% der Fille
beobachtet (Ciardiello and Tortora, 2008; Yang et al., 2013).

Wesentlich hierbei sind die Ras-Proteine, welche eine Schliisselposition im EGFR-
Signalweg einnehmen. EGFR bindet an der Zelloberfliche an Rezeptoren und setzt
hiermit konsekutiv die Bindung der Ras-Proteine an GTP in Gang. Diese sind folgend
aktiviert und interagieren mit einer Vielzahl von Effektormolekiilen, die ihrerseits
Zellproliferation, - iiberleben und — differenzierung regulieren (Schubbert et al., 2007).
Viele Arbeiten haben sich seither damit beschéftigt, warum nur ein Teil der Patienten
gut auf eine anti-EGFR basierte Therapie anspricht und aus welchem Grund die
Entwicklung von Resistenzen beobachtet wird. Zentral hierbei ist die Untersuchung der
beteiligten Signalwege, die durch die Ras-Proteine vermittelt werden (Amado et al.,
2008; Benvenuti et al., 2007; Bokemeyer et al., 2009; Silvestris et al., 2009; Van
Cutsem, 2008).
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Benvenuti et al. kommen in ihrer Arbeit zu uneinheitlichen Ergebnissen. Einerseits
schlussfolgern sie, dass Patienten mit mutiertem K-ras nicht von einer anti-EGFR
Therapie durch monoklonale Antikorper profitieren. Andererseits sind Falle
dokumentiert, in denen Patienten trotz K-ras-Mutation auf die Antikorpertherapie
ansprechen (Benvenuti et al., 2007).

Amado et al. hingegen konnten eindeutig nachweisen, dass die Therapie mit
Panitumumab nur effektiv ist, wenn der Wildtyp K-ras vorliegt (Amado et al., 2008).

Es liegen mittlerweile auch die Ergebnisse mehrerer gro3 angelegter Studien vor. In der
OPUS-Studie wurde die Therapieckombination aus FOLFOX-4 (Folinsdure, 5-
Fluoruracil, Oxaliplatin) und Cetuximab untersucht, in der CRYSTAL-Studie die aus
FOLFIRI (Folinsdure, Fluoruracil, Irinotecan) und Cetuximab. In beiden Fillen
profitierten Patienten mit Wildtyp-K-ras deutlich von der Kombination (i.S. von
Ansprechraten und progressionsfreiem Uberleben), wohingegen Patienten mit K-ras-
Mutation mehr von der zytostatischen Monotherapie profitierten (Bokemeyer et al.,
2009; Van Cutsem, 2008).

Silvestris et al. haben in ihrer Verdffentlichung mehrere Studien miteinander verglichen
und kommen zu dem Schluss, dass die alleinige Selektion behandelter Patienten nach
K-ras-Status nicht ausreicht, um die Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf
monoklonale Antikdrper zu verbessern. Vielmehr fordern sie die Erforschung weiterer
Biomarker, um die Patientenselektion weiter zu optimieren und so die Erfolgsquoten
eingesetzter Chemotherapeutika zu steigern (Silvestris et al., 2009).

Wichtig ist hierbei die Erforschung der Auswirkung, die die Heterogenitit der EGFR-
Expression in Primédrtumor und korrespondierender Metastase im Hinblick auf die
Wirksamkeit einer anti-EGFR basierten Therapie hat. Diese Hypothese bildet die
Grundlage mehrerer Arbeiten (Bralet et al., 2005; Deng et al., 2009; Jin et al., 2012;
McKay et al., 2002; Molinari et al., 2009; Scartozzi et al., 2004; Wei et al., 2011).
Molinari et al. untersuchten 38 Primértumoren und ihre korrespondierenden Metastasen
— darunter 15 Lymphknotenmetastasen. Die EGFR-Expression wurde zum einen
immunhistochemisch untersucht, wobei sie im Primdrtumor und der zugehorigen
Lymphknotenmetastase korrelierte (Molinari et al., 2009).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der EGFR-Expression 1im  Primdrtumor und der zugehorigen
Lymphknotenmetastase nachgewiesen werden. In 22 von 48 Fillen liegt sogar ein

identischer prozentualer Anteil immunreaktiver Tumorfliche in Tumorzentrum und
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korrespondierender Lymphknotenmetastase vor, die Auswertung von Invasionsfront und
Lymphknotenmetastase zeigt eine Ubereinstimmung in 23 von 48 Fillen. Dies
impliziert das Vorliegen von Homogenitit zwischen Primartumor und Metastase.
Molinari et al. untersuchten des Weiteren den Gen-Status von EGFR in Primértumor
und Metastase. Trotz immunhistochemisch nachweislicher Ubereinstimmung zwischen
Primirtumor und Metastase stimmt der Gen-Status nicht in allen Fillen {iberein. Sie
kommen zu dem Schluss, dass diese Unterschiede in der molekularen Struktur von
EGFR im Primartumor und in den korrespondierenden Metastasen flir unterschiedliches
Ansprechen auf eine Therapie mit monoklonalen Antikorpern ursdchlich sein kdnnen
(Molinari et al., 2009). Bezugnehmend auf die vorliegende Arbeit wire also die Analyse
des EGFR-Gen-Status sowohl im Primdrtumor als auch in der Lymphknotenmetastase
interessant, um weitere Aussagen zur titsichlichen Ubereinstimmung der beiden
Entitdten hinsichtlich ihres Markerprofils treffen zu konnen.

McKay et al. untersuchten ebenfalls die EGFR-Expression 249 kolorektaler Karzinome
und 42 korrespondierender Lymphknotenmetastasen mittels Immunhistochemie. Hier
wurde nachgewiesen, dass sich das Ausmal} der Expression zwischen Primadrtumor und
Lymphknotenmetastase in 59,5% (25/42) der Fille unterschied. In 7 Metastasen konnte
EGFR iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. McKay et al. konstatieren, dass
demzufolge die Expression von EGFR im Primartumor nicht die Expression in der
Lymphknotenmetastase reflektiert und kommen zu dem Schluss, dass die
ausschliefliche Untersuchung des Primértumors hinsichtlich der EGFR-Expression
nicht ausreicht, um ein Ansprechen auf ein therapeutisches Regime vorherzusagen.

Wei et al. wiesen EGFR nur in 16 von 56 Primdrtumoren und nur in 8 der 56
zugehorigen Lymphknotenmetastasen nach (Wei et al., 2011). Bralet et al. wiesen in
ihrer Arbeit in 95% der kolorektalen Karzinome EGFR nach, jedoch nur in 88% der
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen und 79% der korrespondierenden
Lebermetastasen (Bralet et al., 2005). Auch Scartozzi et al. plddieren fiir die weitere
Untersuchung von Metastasen, die im Gegensatz zu ihrem Primirtumor kein EGFR
mehr exprimieren (Scartozzi et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde EGFR in 16 von 48 Lymphknotenmetastasen nicht
nachgewiesen. Im Tumorzentrum der 16 korrespondierenden Primértumoren liel sich
EGFR in 10 von 16 Fillen nachweisen, an der Invasionsfront in 13 von 16 Féllen. Dies
bedeutet, dass es im Verlauf der Metastasierung zu einem Verlust der EGFR-Expression

kommt.
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Dies scheint auch die Arbeit von Jin et al. zu unterstiitzen. Untersucht wurde der
Einfluss heterogener EGFR-Expression in Primértumor und Metastasen (Lymphknoten
und Leber) anhand eines Xenograft-Modells. Es konnte unterschiedliches Ansprechen
auf anti-EGFR basierte Therapie nachgewiesen werden (Jin et al., 2012).

Die  prognostische  Uberlegenheit  einer  starken = EGFR-Expression  in
Lymphknotenmetastasen im Vergleich zur Expression im Primértumor wurde von Deng
et al. untersucht. Es wurden 94 Primartumoren und 49 korrespondierende
Lymphknotenmetastasen untersucht. Starke EGFR-Expression in den
Lymphknotenmetastasen war assoziiert mit geringerem Uberleben, starke EGFR-
Expression im Primédrtumor hingegen nicht (Deng et al., 2009).

In der hier vorliegenden Arbeit korrelierte der Grad der Expression von EGFR in den
Lymphknotenmetastasen nicht mit dem Uberleben. Ebensowenig konnte ein Einfluss
auf die Uberlebenszeit fiir die EGFR-Expression im korrespondierenden Primértumor
nachgewiesen werden (Reinwald, 2010). Hier stimmen Lymphknotenmetastase und
Primdrtumor also iiberein, anders als bei Deng et al. (Deng et al., 2009).
Zusammengefasst zeichnet die Studienlage ein eher heterogenes Bild der EGFR-
Expression in Primédrtumoren und korrespondierenden Metastasen. Die Tatsache, dass
nur in einzelnen Studien die prognostische Bedeutung der EGFR-Expression in
Primadrtumoren und Metastasen getrennt untersucht wurde, erschwert zudem die
Beurteilung ihrer prognostischen Relevanz.

Die hier vorliegende Arbeit hat die prognostische Bedeutung der EGFR-Expression in
Primértumor und Lymphknotenmetastase getrennt voneinander untersucht. Sowohl fiir
die EGFR-Expression als auch fiir deren Einfluss auf die Uberlebenszeit konnte fiir
Primadrtumor und Lymphknotenmetastase eine Konkordanz nachgewiesen werden,
wobei jedoch kein Einfluss der jeweiligen Gewebeentititen auf das Uberleben ermittelt

werden konnte.

4.3 K-Ras

K-Ras ist ein Schliisselprotein fiir Entstehung, Therapie und Prognose des kolorektalen
Karzinoms, wie bereits unter 1.2.2 und 4.2 erldutert. Derzeit wird nur anhand des K-ras-
Mutationsstatus entschieden, ob eine Therapie mit monoklonalen Antikdrpern zur
Anwendung kommt oder nicht. Hierbei wurde bisher immer von einer hohen

Konkordanz zwischen Primirtumor und Metastase ausgegangen (Baas et al., 2011).
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Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expression von K-Ras im Primdrtumor und korrespondierendem Lymphknoten
nachgewiesen werden. Eine Einordnung dieses auf immunhistochemischer Auswertung
basierenden Ergebnisses ist schwierig. Im Mittelpunkt der gesichteten Arbeiten steht die
Bestimmung des K-ras-Mutationsstatus, besonders im Hinblick auf die Entwicklung
therapeutischer Ansétze.

Die Expression von K-ras in Primadrtumoren und korrespondierenden Metastasen, ist
bisher kaum immunhistochemisch erforscht. Aus diesem Grund bezieht sich die
Diskussion hier auf Arbeiten, die die Homo- bzw. Heterogenitit des K-ras-
Mutationsstatus in Primirtumor und korrespondierenden Metastasen auf molekularer
Ebene untersuchten.

Erwdhnenswert ist hierbei, dass diskordante Ergebnisse verschiedener Studien unter
anderem durch Anwendung technisch unterschiedlicher Methoden begriindet sein
konnen. Einen Goldstandard fiir die Mutationsanalyse von K-ras gibt es bisher nicht
(Anderson, 2011; Franklin et al., 2010; Miglio et al., 2013).

Baldus et al. untersuchten 55 Fille gepaarter Primédrtumoren und
Lymphknotenmetastasen. In 31% der Fille wurde eine Diskordanz des Mutationsstatus
nachgewiesen. Zudem konnten sie zeigen, dass sich der Mutationsstatus von K-ras
innerhalb mehrerer Lymphknotenmetastasen eines Primértumors unterscheiden kann
und konstatieren, dass die Untersuchung betroffener Lymphknoten hinsichtlich der K-
ras-Mutation keine Schlussfolgerung beziiglich des K-ras-Status des Primirtumors
zuldsst und deshalb auch fiir die Routine-Diagnostik nicht geeignet ist. Hier wurde die
Methode der DNA-Sequenzierung angewandt (Baldus et al., 2010).

Floriani et al. d&uBlern sich allgemein kritisch zur Metastasenbiopsie. Sie beziehen sich
auf die Arbeit von Molinari et al. Hier wird die Analyse von Metastasen vor Einbindung
in eine Therapiestudie mit monoklonalen Antikdrpern vorgeschlagen (Molinari et al.,
2009). Abgesehen von Kritikpunkten an der Studie selbst, sehen Floriani et al. auch
Probleme im klinischen Alltag. Sie merken insbesondere an, dass es durch die
Entnahme von Metastasen und deren Aufarbeitung zu einer Verzogerung der
Therapieeinleitung kommt, zudem noch mit fraglichem Nutzen (Floriani et al., 2009).
Mariani et al. verglichen mittels PCR den Mutationsstatus von K-ras im Primartumor
und korrespondierenden Metastasen (unter anderem Lymphknoten) bei 38 Patienten mit
kolorektalem Karzinom. Es konnte eine Ubereinstimmung des Mutationsstatus von 97%

nachgewiesen werden (Mariani et al., 2010). Auch Zauber et al. wiesen ein identisches
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molekulares Profil von K-ras in kolorektalen Karzinomen und korrespondierenden
Lymphknotenmetastasen nach (Zauber et al., 2003).

Zu éhnlichen Ergebnissen kommen Santini et al., die auch mittels PCR 96%
Ubereinstimmung des K-ras-Mutationsstatus zwischen Primértumoren und zugehdrigen
Fernmetastasen — in diesem Falle jedoch nur hepatische und pulmonale Metastasen —
aufzeigen konnten (Santini et al., 2008). Voutsina et al. untersuchten 83 Patienten mit
kolorektalem Karzinom und korrespondierenden Metastasen (iiberwiegend Leber und
Lunge) mittels DNA-Sequenzierung. Eine Ubereinstimmung des Mutationsstatus wurde
in 94% der Fille nachgewiesen (Voutsina et al., 2013). Miglio et al. dokumentieren
ebenfalls eine hohe Konkordanz des K-ras-Mutationsstatus (in 96% der Fille
Ubereinstimmung von Primértumoren und Metastasen) (Miglio et al., 2013). Und auch
Murata et al., Molinari et al. und Paliogiannis et al. bestdtigten in ihren Studien den
konkordanten Mutationsstatus von K-ras in Primartumoren und Metastasen (Molinari et
al., 2009; Murata et al., 2013; Paliogiannis et al., 2014).

Die Mehrzahl der Studien weist also eine hohe Ubereinstimmung des Mutationsstatus
von K-ras in Primirtumoren und Metastasen nach. Fiir den klinischen Alltag konnte dies
bedeuten, dass es ausreichend wire, entweder Primirtumorgewebe oder
Metastasengewebe zu analysieren, um Patienten fiir eine Therapie mit monoklonalen
Antikorpern zu selektieren (Artale et al., 2008; Miglio et al., 2013).

Baas et al. fithrten 2011 eine systematische Literaturrecherche durch, 21 Studien wurden
letztlich inkludiert. Es wurden Konkordanzraten des K-ras-Mutationsstatus zwischen
76% und 100% erfasst mit einer Gesamtkonkordanz von 93%. Interessanterweise war
die Konkordanz zwischen Primértumor und Lymphknotenmetastasen geringer (84%) als
die zwischen Primédrtumor und Lebermetastasen (95%) (Baas et al., 2011). Die
Metaanalyse von Han et al. aus dem Jahr 2012 kommt zu dhnlichen Diskordanzraten
von Primdrtumoren und Lymphknotenmetastasen. Die Autoren konstatieren deshalb,
dass die Analyse von Lymphknotenmetastasen nicht dazu geeignet ist, eine
Entscheidung iiber ein anti-EGFR-gerichtetes Therapieregime zu treffen (Han et al.,
2012).

Insgesamt kommen die gesichteten Studien beziiglich des K-ras-Mutationsstatus in
Primértumor, Fern- und Lymphknotenmetastase zu dhnlichen Ergebnissen. Auch die
vorliegende  Arbeit konnte nachweisen, dass das immunhistochemische
Expressionsmuster von K-ras in Primédrtumor und Lymphknotenmetastase signifikant

miteinander korrelierte. Auch hinsichtlich eines mdglichen Einflusses der K-ras-
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Expression auf das Uberleben wurden einheitliche Ergebnisse fiir Primértumore und
Lymphknotenmetastasen erhoben. Weder fiir die Primértumore (Luczak, 2010), noch fiir
die Lymphknotenmetastasen (vorliegende Arbeit), konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der Uberlebenszeit nachgewiesen werden.

Moglicherweise implizieren diese Ergebnisse, dass auch immunhistochemische
Verfahren fiir den Nachweis von K-ras in Primdrtumoren und korrespondierenden
Metastasen geeignet sein konnen. In der Praxis spielt hinsichtlich der

Therapieentscheidung derzeit allerdings nur der K-ras-Mutationsstatus eine Rolle.

4.4 PTEN

In der vorliegenden Arbeit wurde PTEN in allen 48 Primirtumoren und ihren
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen nachgewiesen. Jedoch konnte nicht
gezeigt werden, dass ein hoher beziehungsweise niedriger Anteil immunreaktiver
Tumorfliche im Primértumor mit entsprechend hohem oder niedrigem Anteil in der
Lymphknotenmetastase einhergeht. Ebenso ergab sich kein Zusammenhang mit dem
Uberleben.

Eine Einordnung dieses Ergebnisses ist schwierig, da sich die gesichteten Arbeiten
hiufig hinsichtlich der gewéhlten Scoringsysteme fiir PTEN und Grenzwerte zur
Festlegung von PTEN-Positivitit vs. PTEN-Negativitit unterscheiden. Die hier
vorliegende Arbeit orientiert sich an dem Scoringsystem, welches bereits zur
Auswertung der Primirtumoren verwendet wurde (Luczak, 2010; Reinwald, 2010).

Die nachfolgend zitierten Arbeiten basieren sdmtlich auf immunhistochemischen
Methoden.

Jang et al. legten in ihrer Arbeit identische Grenzwerte wie in der hier vorliegenden fest.
Es wurden Kolonmukosa, Adenome, Adenokarzinome und Lymphknotenmetastasen
immunhistochemisch auf PTEN-Expression untersucht. Wihrend noch alle Proben der
Kolonmukosa positiv fiir PTEN waren (nukledre Farbung), war dies bis hin zu den
Metastasen immer weniger der Fall (85,7% positive Polypen, 50% positive Karzinome,
46,4% positive Lymphknotenmetastasen). Hieraus entstand die generelle
Schlussfolgerung, dass das AusmaBl der PTEN-Expression im Rahmen der
Karzinogenese abnimmt. Gepaarte Primirtumoren und Metastasen wurden jedoch nicht

miteinander korreliert (Jang et al., 2010).
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In der Arbeit von Molinari et al. wurde ebenfalls ein Verlust der PTEN-Expression in
8/38 Primirtumoren und 12/38 Metastasen nachgewiesen. Hier galten jedoch bereits
Gewebeproben mit weniger als 50% immunreaktiver Tumorfliche als PTEN-negativ
und es wurde fast ausschliefSlich zytoplasmatische PTEN-Expression beurteilt (Molinari
et al., 2009).

Die in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse stehen im Widerspruch zu der
Annahme, dass die Expression von PTEN im Zuge der Karzinogenese abnimmt. Alle 48
Lymphknotenmetastasen exprimierten PTEN.

Voutsina et al. beobachteten, dass Metastasen PTEN-negativer Primartumoren durchaus
PTEN-positiv sein konnen. Es wurden sowohl nukledre als auch zytoplasmatische
Féarbung beurteilt mit jeweils unterschiedlichen Grenzwerten fiir positive bzw. fehlende
PTEN-Expression. Eine Ubereinstimmung zwischen Primértumor und Metastase konnte
hier jedoch nicht nachgewiesen werden (keine Angaben zur Lokalisation der
Metastasen) (Voutsina et al., 2013).

Und auch Park et al. sahen keine Konkordanz zwischen Primartumor- und
Metastasengewebe (Metastasen von Leber, Lunge, Lymphknoten und Peritoneum,
iiberwiegend zytoplasmatische Fiarbung, vierstufiges Scoringsystem mit Kombination
aus Farbeintensitit und Anteil der immunreaktiven Tumorflidche) (Park et al., 2011).
Barbier et al. verwendeten zur Auswertung der PTEN-Expression in Primirtumoren und
korrespondierenden Metastasen (Leber und Lunge) den IRS (immunoreactivity score).
Eine Konkordanz wurde nicht nachgewiesen (Barbier et al., 2010).

Etliche Arbeiten konnten jedoch - wenn auch teils mit erheblich abweichenden Raten —
eine Konkordanz zwischen Primirtumor und Metastase nachweisen (Atreya et al., 2013;
Baas et al., 2011; Loupakis et al., 2009; Molinari et al., 2009).

Loupakis et al. untersuchten 45 Primirtumoren und korrespondierende Metastasen
(keine Angaben zur Lokalisation der Metastasen, Scoringsystem siehe Park et al.). In
60% der Fille fand sich eine Ubereinstimmung der PTEN-Expression zwischen
Primértumor und Metastase (Loupakis et al., 2009).

Molinari et al. beobachteten in 89% der Fille eine identische PTEN-Expression in
Primértumor und Metastase (keine Angaben zur Lokalisation der Metastasen,
Scoringsystem s.o.) (Molinari et al., 2009).

Atreya et al. untersuchten 70 Primértumoren kolorektaler Karzinome und deren

gepaarte Lebermetastasen (Gewebeproben mit weniger als 10% Anfdrbung galten als
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PTEN-negativ, ausschlieBliche Beurteilung der zytoplasmatischen Fiarbung). In 98% der
Fille lag eine Konkordanz der PTEN-Expression vor (Atreya et al., 2013).

Die Konkordanzraten in Studien, die anstelle der Immunhistochemie die Methode der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung anwendeten, lagen zwischen 63% und 75% (Baas et
al., 2011). Diese Ergebnisse zeigen, dass die PTEN-Expression in Primirtumoren
kolorektaler Karzinome und deren Metastasen erheblich variiert.

Ein Grund hierfiir konnte der heterogene Verlust der Expression von PTEN im Zuge der
Karzinogenese und Metastasierung sein (Atreya et al., 2013). Gerlinger et al. sprechen
in diesem Zusammenhang davon, dass die Expression von Biomarkern innerhalb einer
Tumorentitdt in Folge von Mutationen und chromosomaler Imbalance unterschiedlich
sein kann und zu phénotypischer Diversitit fiihrt (Gerlinger et al., 2012).
Moglicherweise sind die Unterschiede zwischen Primértumor- und Metastasengewebe
aber auch bedingt durch die Verwendung unterschiedlicher immunhistochemischer
Verfahren (Atreya et al., 2013).

PTEN ist bisher kein etablierter Marker, der vor einer Therapieentscheidung getestet
wird. Sollten sich durch Etablierung validierter Testverfahren hohere Konkordanzraten
zwischen der Expression im Primértumor und der Expression in der Metastase ergeben,
konnte sich dies jedoch dndern (Atreya et al., 2013).

Dass PTEN relevant fiir die Prognose kolorektaler Karzinompatienten ist, konnten
bereits mehrere Studien zeigen, denen es gelang, den Verlust der PTEN-Expression mit
geringeren Uberlebensraten zu assoziieren (Atreya et al., 2013; Jang et al., 2010; Park et
al., 2011).

Allerdings gibt es Hinweise dafiir, dass der Verlust von PTEN in kolorektalen
Karzinomen mitverantwortlich ist fiir eine Resistenz gegen Cetuximab (Jhawer et al.,
2008). In der Studie von Frattini et al. sprach keiner der 11 Patienten mit
nachweislichem PTEN-Verlust auf eine Therapie mit Cetuximab an, wohingegen 10 von
16 Patienten mit PTEN-Expression von der Therapie profitierten (Frattini et al., 2007).
Sood et al. ermittelten fiir PTEN-Positivitidt (unabhidngig ob im Primértumor oder in
Metastasen) ein besseres Ansprechen auf Cetuximab und lingere Uberlebensraten (Sood
et al., 2012). Razis et al. assoziierten eine PTEN-Expression mit verldngerter
progressionsfreier Uberlebenszeit nach Cetuximab-Therapie (Razis et al., 2014).
Loupakis et al. konnten in diesem Zusammenhang ein ldngeres durchschnittliches
Uberleben nach Cetuximab-Therapie mit PTEN-positiven Metastasen korrelieren,

wohingegen dies fiir PTEN-positive Primédrtumore nicht gelang (Loupakis et al., 2009).
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Auch Negri et al. assoziierten den Verlust der PTEN-Expression in Metastasen
kolorektaler Karzinome mit vermindertem Ansprechen auf Cetuximab und
Krankheitsprogress (Negri et al., 2010).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es hinsichtlich eines pradiktiven Wertes in
Bezug auf Therapieansprechraten sinnvoll sein konnte, das Screening sowohl von
Primédrtumoren als auch von Metastasen um PTEN zu erweitern. Hinsichtlich der doch
recht heterogenen Studienlage beziiglich Konkordanz zwischen Primartumor und
Metastase erscheint es jedoch zuvor empfehlenswert, einen Standard fiir die
immunhistochemische Auswertung der PTEN-Expression festzulegen und weitere

Studien an grof3en Patientenkollektiven durchzufiihren.

4.5 VEGF

Wissenschaftliche Studien haben sich bereits friih mit dem Zusammenhang der VEGF-
Expression in kolorektalen Karzinomen und der mdglicherweise daraus resultierenden
verstarkten Metastasierung beschiftigt (Kondo et al., 2000; Takahashi et al., 1995).
Mehrere Arbeiten konnten bereits einen Zusammenhang zwischen der VEGF platelet-
derived-growth-factor Familie und der Metastasierung in Lymphknoten beim
kolorektalen Karzinom nachweisen und Mitglieder der VEGF-Familie werden sogar als
Promotoren der Lymphangiogenese bezeichnet (Cao et al., 2009; Funaki et al., 2003;
Soumaoro et al., 2006; Zafirellis et al., 2008). Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch
wiederum nicht nachweisen, dass eine erhohte VEGF-Expression mit der Invasion in
Lymphgefaf3e, Lymphknotenmetastasen und schlechter Prognose assoziiert ist (Choi et
al., 2011; Hanrahan et al., 2003).

Soumaoro et al. wiesen in ihrer Arbeit VEGF in 93,3% der Lymphknotenmetastasen
korrespondierender kolorektaler Primartumore nach, die Expression von VEGF in
Primédrtumor und Lymphknotenmetastase korrelierte signifikant miteinander. Zudem
wurde eine Korrelation zwischen VEGF-Expression und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen ermittelt (Soumaoro et al., 2006).

Zafirellis et al. konnten ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Expression von VEGF und der durchschnittlichen Anzahl von Lymphknotenmetastasen
in kolorektalen Karzinomen nachweisen (Zafirellis et al., 2008) und auch Barbier et al.
wiesen in Leber- und Lungenmetastasen hohere VEGF-Expressionsraten nach als im

korrespondierenden Primértumor (Barbier et al., 2010). Auch Akagi et al., Duff et al.
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und Wang et al. fanden iibereinstimmende Expressionsmuster zwischen Primdrtumor
und Lymphknotenmetastasen (Akagi et al., 2000; Duff et al., 2006; Wang et al., 2011).
Die zitierten Arbeiten basieren auf immunhistochemischen Verfahren.

Die Resultate der hier vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit diesen Ergebnissen.
VEGF konnte in 95,8% aller Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden. Zudem
korrelierte die Expression von VEGF in Primirtumor und Lymphknotenmetastase
signifikant miteinander.

In Anbetracht dessen erscheint die Annahme, zwischen Priméirtumor und
korrespondierender Metastase herrsche Konkordanz fiir die VEGF-Expression, legitim.
Die Studienlage ist hier jedoch kontrovers. Karamitopoulou et al. wiesen fiir VEGF
einen Expressionsverlust in Lymphknotenmetastasen korrespondierender Primédrtumore
nach (Karamitopoulou et al., 2010). Berney et al. untersuchten 58 kolorektale
Karzinome und 30 Lebermetastasen auf VEGF-Expression. In den Metastasen lag
schwichere VEGF-Expression vor (Berney et al., 1998). Barbier et al. fanden ebenfalls
keine  Korrelation  zwischen = VEGF-Expression in  Primédrtumoren  und
korrespondierenden Metastasen (Leber- und Lungenmetastasen) (Barbier et al., 2010).
Es gibt also durchaus Belege dafiir, dass sich das Expressionsmuster des VEGF in
Primdrtumor und Metastase unterscheidet.

Des Weiteren konnte in der hier vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen der
Expression von VEGF in den Lymphknotenmetastasen und dem Uberleben ermittelt
werden. Auch fiir die VEGF-Expression in den korrespondierenden Primirtumoren
wurde keine signifikante Korrelatiom mit der Uberlebenszeit nachgewiesen (Reinwald,
2010). Zu dhnlichen Ergebnissen kommen auch Karamitopoulou et al. und Madbouly et
al. (Karamitopoulou et al., 2010; Madbouly et al., 2007).

Eine Vielzahl von Arbeiten kommt zu anderen Ergebnissen (Bendardaf et al., 2008; Des
Guetz et al., 2006; Wang et al., 2014).

Die Metaanalyse von Des Guetz et al. ermittelte eine signifikante Korrelation zwischen
VEGF-Expression und kiirzerem rezidivfreiem Uberleben (Des Guetz et al., 2006;
Wang et al., 2014). Auch Bendardaf et al. kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Intensive
VEGF-Expression fand sich héufiger in fortgeschrittenen Tumorstadien, Tumorgewebe
mit hoher VEGF-Expression sprach schlechter auf Behandlung an und die Patienten
verstarben frither (Bendardaf et al., 2008). Auch die aktuellste Metaanalyse von Wang
et al. klassifiziert VEGF als prognostisch ungiinstigen Faktor (Wang et al., 2014).
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Diese Ergebnisse implizieren, dass die Beeinflussung von VEGF einen wesentlichen
Ansatz in der Behandlung kolorektaler Karzinompatienten darstellt. Die Hemmung von
VEGF resultiert {iber einen Umbau des Blutgefillsystems im Tumorgewebe in
gesteigerter Effizienz der GefaBarchitektur. Hierdurch fluten Chemotherapeutika
effektiver an (Ferrara, 2005).

Der humanisierte monoklonale Antikorper Bevacizumab, der in der Lage ist, alle
Isoformen des VEGF zu erkennen und zu inhibieren, ist in Kombination mit
Chemotherapie in Europa seit 2005 fiir die Therapie des metastasierten kolorektalen
Karzinoms zugelassen (Diaz-Rubio and Schmoll, 2005). Seitdem wurde in mehreren
klinischen Studien nachgewiesen, dass die Kombination aus Bevacizumab und
unterschiedlichen chemotherapeutischen Regimes Patienten einen signifikanten
Uberlebensvorteil bieten kann (Giantonio et al., 2007; Hurwitz et al., 2005).

Auch die Rezeptoren VEGFR 1, -2 und -3, tiber welche VEGF seine Wirkungen auf das
Gefidflendothel vermittelt, werden als potentielle Angriffspunkte in der Krebstherapie
untersucht. Die Tyrosin-Kinase-Inhibitoren Sunitinib, Vatalanib und Cediranib sind in
der Lage, alle drei Rezeptoren zu hemmen. Auch 16sliche VEGF-Rezeptoren wie das
rekombinante Fusionsprotein Aflibercept, die an VEGF-A und seine Isoformen binden
und so die Weitergabe angiogenetischer Signale an das Gefilendothel inhibieren,
befinden sich in der Erforschung (Loupakis et al., 2010; Oliveira et al., 2010).

Die Zahl therapeutischer Optionen wéchst also stetig. Jedoch gibt es bisher keinen
Biomarker, der zuverldssig vorhersagen kann, ob Patienten auf eine anti-VEGF-
gerichtete Therapie ansprechen werden. Solche priadiktive Marker sind aber wichtig fiir
die Auswahl von Patienten fiir eine Therapie (Loupakis et al., 2010).

Hier wire es moglicherweise sinnvoll, im Vorfeld die Konkordanz der VEGF-
Expression in Primdrtumoren und Metastasen zu untersuchen. Bei Vorliegen von
Heterogenitit zwischen Primirtumor und Metastase wire es moglich, dass eine gegen
VEGF-gerichtete Therapie nicht anspricht. Dieser Sachverhalt wurde von Jin et al.
anhand eines Xenograft-Modells untersucht. Sie stellten Unterschiede der VEGF-
Expression im  kolorektalen  Primdrtumor und dem  korrespondierenden
Metastasengewebe (Lymphknoten und Leber) fest. Im Metastasengewebe lag eine
hohere Expression von VEGF vor. Es wurde ein Ansprechen auf Bevacizumab
dokumentiert. Hier hatte die Heterogenitit keinerlei Auswirkung auf das

Therapieansprechen (Jin et al., 2012). Unbeantwortet bleibt dabei jedoch die Frage, wie
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sich das Ansprechen auf die Therapie im Falle einer niedrigeren VEGF-Expression in
der Metastase verhiilt.

Auch Pan et al. dokumentierten in ihrem auf einem Xenograft-Modell basierenden
Versuch unterschiedliche Ansprechraten von Primdrtumoren und korrespondierenden
Lymphknoten- und Lebermetastasen auf Bevacizumab bzw. Bevacizumab in
Kombination mit Capecitabine. Hieraus schlussfolgern sie, dass vor Auswahl einer
Therapiestrategie auch in Betracht gezogen werden sollte, ob zwischen Primértumor
und Metastasengewebe Konkordanz beziiglich des Markerprofils vorliegt, gegen das
sich die ausgewihlte Therapie richtet (Pan et al., 2013).

Zusammenfassend erscheint die aktuelle Studienlage auf den ersten Blick heterogen,
wobei bei der Sichtung der Literatur auffillt, dass die Zahl derer, die Konkordanz von
Primadrtumor und Metastase nachweisen konnten, iiberwiegt. Die hier vorliegende
Arbeit stiitzt die Annahme von Konkordanz zwischen Primirtumor und

Lymphknotenmetastase hinsichtlich der VEGF-Expression.

4.6 Hif-1a

Der Zusammenhang von Hif-la mit klinisch-pathologischen Faktoren beim
kolorektalen Karzinom wurde bereits in mehreren auf immunhistochemischen
Methoden basierenden Arbeiten untersucht (Chang et al., 2011; Wu et al., 2010; Xu et
al., 2014).

Xu et al. konnten nachweisen, dass die Expression von Hif-1a signifikant mit der
Lymphknotenbeteiligung korrelierte (Xu et al., 2014). Auch Wu et al. wiesen nach, dass
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen wahrscheinlicher ist, je hoher die
Expression von Hif-1o im Primirtumor ausgeprégt ist (Wu et al., 2010). Chang et al.
untersuchten Rektumkarzinome auf Hif-1a-Expression. In den Féllen, in denen eine
Mikrometastasierung in Lymphknoten vorlag, war die Hif-1a-Expression in den
Primértumoren signifikant hoher (Chang et al., 2011). Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Hif-1a-Expression im kolorektalen Karzinom Einfluss auf Tumorinvasion
und Metastasierung hat.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde fiir die Hif-la-Expression ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil immunreaktiver Tumorfliche im
Primédrtumor und der korrespondierenden Lymphknotenmetastase nachgewiesen. Auch

fiir die Féarbeintensitit zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
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Primértumor und Lymphknotenmetastase. Allerdings lie} sich dieser Marker nur in 14
Lymphknotenmetastasen (29,1%) nachweisen.

Bisher sind nur wenige Studien durchgefiihrt worden, die die Expression von Hif-1a in
Metastasen kolorektaler Karzinome untersuchten oder gar Primdrtumore und
korrespondierende Metastasen miteinander verglichen. Deren Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Expression von Hif-1a in Primédrtumoren und Metastasen konkordant ist.
Shimomura et al. untersuchten Primédrtumore und korrespondierende Lebermetastasen
auf Expression von Hif-1a. Zum einen wiesen sie nach, dass die Expressionsmuster in
Primirtumoren und Metastasen iibereinstimmten. Zum anderen identifizierten sie hohe
Hif-1a-Expression in Lebermetastasen als unabhidngigen Risikofaktor fiir ein Rezidiv
nach kurativer Tumorresektion. Fiir hohe Hif-la-Expression in den Primirtumoren
konnte dies nicht gezeigt werden (Malfettone et al., 2012; Shimomura et al., 2013).
Auch Rajaganeshan et al. dokumentierten in 55 Primdrtumoren und deren gepaarten
Lebermetastasen iibereinstimmende Expressionsmuster (Rajaganeshan et al., 2009).
Malfettone et al. verglichen ebenfalls Primirtumore und Metastasen (Lymphknoten und
Leber), allerdings handelte es sich nicht um korrespondierende Metastasen. Auch sie
konnten jeweils dhnliche Expressionsmuster flir Hif-1a nachweisen (Malfettone et al.,
2012).

Des Weiteren konnte die hier vorliegende Arbeit keinen Zusammenhang zwischen der
Hif-1o-Expression in den Lymphknotenmetastasen und dem Uberleben feststellen,
ebensowenig wurde eine Korrelation zwischen der Hif-la-Expression in den
Priméirtumoren und dem Uberleben nachgewiesen (Reinwald, 2010).

Die nachfolgend zitierten Arbeiten verdeutlichen jedoch, dass es sich bei Hif-1a um
einen Biomarker handelt, der beim kolorektalen Karzinom von Bedeutung fiir den
Erkankungsverlauf ist und weitere Studien einschlieBlich  Untersuchung
korrespondierender Metastasen rechtfertigt.

Cao et al. korrelierten hohe Hif-la-Expression im kolorektalen Karzinom mit
schlechteren 5-Jahres-Uberlebensraten und identifizierten Hif-la als unabhingigen
Prognosefaktor (Cao et al., 2009). Und auch die Metaanalyse von Chen et al. wies fiir
Hif-la-Uberexpression  einen  signifikanten =~ Zusammenhang mit  erhohtem
Mortalitétsrisiko im Sinne kiirzeren Gesamtiiberlebens und verringerten rezidivfreien

Uberlebens nach (Chen et al., 2013).
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4.7 Survivin und XIAP

Survivin war in der hier vorliegenden Arbeit in 98% der untersuchten
Lymphknotenmetastasen nachweisbar, XIAP in 87,5% der Fille. Die Korrelation mit
der Expression in den Primdrtumoren konnte nicht untersucht werden, da diese beiden
Proteine in diesen nicht untersucht worden waren (Luczak, 2010; Reinwald, 2010). Eine
Assoziation mit dem Uberleben konnte fiir keinen der beiden Marker nachgewiesen
werden.

Beim kolorektalen Karzinom tragen der Einbruch ins Lymphgefiaf3system und die
Ausbildung von Lymphknotenmetastasen wesentlich zur Prognose der Patienten bei.
Die Identifizierung von Markern, die hieran beteiligt sind und somit potentiell einer
Therapie zugénglich wéren, ist zentraler Aspekt vieler Studien (Royston and Jackson,
2009).

Dass Survivin und XIAP in einer so hohen Anzahl der Lymphknotenmetastasen
nachweisbar waren, ist moglicherweise ein Hinweis dafiir, dass diese molekularen
Marker eine wichtige Rolle bei der Metastasierung in lymphatisches Gewebe spielen.
Primdrtumoren mit Expression von Survivin oder XIAP neigen eventuell eher zu
Entwicklung von Lymphknotenmetastasen. Dies wiederum konnte wichtig sein sowohl
fiir die Prognose als auch fiir die Entwicklung individualisierter therapeutischer
Regimes.

Die Metaanalyse von Huang et al. (inkludiert wurden nur Studien, die Survivin mittels
immunhistochemischer Methoden nachgewiesen hatten) zeigte, dass die Survivin-
Expression mit Metastasierung in Lymphknoten assoziiert war und signifikant das
Uberleben vorhersagte (sowohl overall-survival als auch disease-free-survival) (Huang
etal., 2013).

Auch Chu et al. konnten eine hohe Survivin-Expression als unabhéngigen Pradiktor fiir
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen beim kolorektalen Karzinom identifizieren
(Chu et al., 2012).

Die auf molekulargenetischen Methoden basierende Arbeit von Hori et al. identifizierte
Survivin ebenfalls als pradiktiven Biomarker fiir Metastasierung in Lymphknoten (Hori
etal., 2013).

Obwohl einzelne Arbeiten keinen Zusammenhang zwischen der Survivin-Expression

und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen (Chen et al., 2004) und keine
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prognostische Relevanz nachweisen konnten (Kalliakmanis et al., 2010), gelingt dies
doch der iiberwiegenden Anzahl der gesichteten Studien.

Im Unterschied zur Studienlage beziiglich Survivin gibt es nur einzelne Arbeiten, die
XIAP hinsichtlich einer Korrelation mit klinisch-pathologischen Faktoren wie der
Metastasierung in Lymphknoten oder dem Einfluss auf das Uberleben hin analysieren.
Xiang et al. konnten keine Korrelation zwischen der XIAP-Expression und dem
Auftreten von  Lymphknotenmetastasen = nachweisen  (immunhistochemische
Untersuchung von 96 Gewebeproben kolorektaler Karzinome auf XIAP-Expression).
Allerdings wiesen Patienten mit starker Expression von XIAP eine geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf (Xiang et al., 2009).

XIAP konnte bei Li et al. ebenfalls nicht mit der Metastasierung in Lymphknoten in
Verbindung gebracht werden (Li et al., 2007).

Es ist erstaunlich, dass bisher nur so wenige Arbeiten durchgefiihrt wurden, die das Ziel
hatten, XIAP hinsichtlich prognostischer Aussagekraft zu analysieren. Denn XIAP gilt
als das IAP, welches Caspasen am stirksten inhibieren kann (De Oliveira Lima et al.,
2009). Es gibt Hinweise darauf, dass XIAP-Expression im kolorektalen Karzinom mit
Resistenz gegen Radiochemotherapie assoziiert ist (Hehlgans et al., 2013; Moussata et
al., 2012). Therapeutische Strategien, um die Expression von XIAP zu unterbrechen,
sind bereits in einer Vielzahl von Studien untersucht worden, wie bereits unter 1.4.3
erldutert. In Anbetracht dieser Fiille von Arbeiten, die sich mit der therapeutischen
Nutzbarkeit von XIAP beschiftigen, scheint also wenig Zweifel daran zu bestehen, dass
dieser Marker duferst relevant fiir das kolorektale Karzinom ist. Weitere Studien sind

notig, um XIAP als unabhéingigen Prognosefaktor zu identifizieren.

4.8 Smac/DIABLO

Smac/DIABLO war in der hier vorliegenden Arbeit in 100% der
Lymphknotenmetastasen nachweisbar. Die Untersuchung der Korrelation mit der
Expression in den Primértumoren war nicht moglich, da Smac/DIABLO in diesen nicht
untersucht worden war (Luczak, 2010; Reinwald, 2010). Eine Assoziation mit dem
Uberleben konnte nicht nachgewiesen werden.

Wie bereits unter 1.5 erldutert, ist Smac/DIABLO ein Gegenspieler der IAP’s, indem es
die Hemmung der Caspasen antagonisiert und dadurch die Apoptose fordert. In den

bereits angefiihrten Studien von Endo et al. und Huerta et al. war das Vorliegen von
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Smac/DIABLO assoziiert mit seltenerem Auftreten von Lymphknotenmetasen und
besserem Ansprechen auf Chemotherapie (Endo et al., 2009; Huerta et al., 2007).

Die Tatsache, dass Smac/DIABLO in der hier vorliegenden Arbeit in allen
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden konnte, scheint hierzu im Gegensatz zu
stehen. Hinsichtlich der unter 1.5 beschriebenen Funktionen dieses Proteins ldge die
Hypothese, Lymphknotenmetastasen exprimierten weniger Smac/DIABLO, ndher. Auch
Qiu et al. wiesen in ihrer Arbeit nach, dass die Expression von Smac/DIABLO im
Rahmen der Tumorprogression abnimmt. Untersucht wurden Gewebeproben normaler
Mukosa und kolorektaler Karzinome mittels Immunhistochemie. Wéahrend
Smac/DIABLO in 100% normaler Kolonmukosa nachweisbar war, nahm dies mit
fortschreitendem Tumorgrad ab (85,2% G1, 79,8% G2, 61% G3, 34,6% G4) (Qiu et al.,
2013). Krajewska et al. hingegen wiesen in Stadium II Karzinomen hdohere
Expressionsraten fiir Smac/DIABLO nach als in normaler Kolonmukosa (106
Gewebeproben, immunhistochemische Auswertung) (Krajewska et al., 2005).

Auch beziiglich der Frage, ob Smac/DIABLO zukiinftig als prognostischer Marker
gewertet werden kann, besteht weiterer Bedarf an Studien. Hector et al. konnten in ihrer
Arbeit keine Korrelation zwischen Smac/DIABLO-Expression und Uberlebensraten
nachweisen (immunhistochemische Auswertung von 224 Gewebeproben Stadium II und
I Karzinome) (Hector et al., 2012), wohingegen Krajewska et al. eine signifikante
Korrelation zwischen niedriger Smac/DIABLO-Expression und verringertem
Gesamtiiberleben beobachteten (Krajewska et al., 2005).

Interessant wére beispielsweise zum einen der Vergleich mit der Expression von
Smac/DIABLO im korrespondierenden Primértumor. Zum anderen wire interessant, ob
kolorektale Karzinome mit Smac/DIABLO-positiven Lymphknotenmetastasen besser
auf Chemotherapie ansprechen als solche mit Smac/DIABLO-negativen

Lymphknotenmetastasen.

4.9 VEGF, Survivin und XIAP

In 46% aller Félle waren VEGF, Survivin und XIAP in identischer Ausprigung in den
hier beurteilten Lymphknotenmetastasen nachweisbar. Eine Einordnung dieses
Ergebnisses ist schwierig. Vergleichbare Arbeiten, in denen alle drei Marker mittels

immunhistochemischer Methoden hinsichtlich ihrer Expression untersucht wurden, sind
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bisher nicht durchgefiihrt worden. Eine Interpretation des in dieser Arbeit erhobenen
Ergebnisses kann demnach nur ndherungsweise erfolgen.

In der Arbeit von Choi et al. konnte keine Assoziation zwischen VEGF und Survivin
nachgewiesen werden (basierend auf immunhistochemischer Auswertung von 37
Gewebeproben kolorektaler Karzinome) (Choi and Chang, 2012), anders als bei Yang et
al.. In deren Arbeit korrelierte die Expression dieser beiden Marker signifikant
miteinander (basierend auf immunhistochemischer Auswertung von 91 Gewebeproben
kolorektaler Primértumore) (Yang et al., 2005). Es gibt weitere Arbeiten, die einen
Zusammenhang zwischen VEGF und Survivin herstellen konnten. Schon 1999 wiesen
Tran et al. nach, dass VEGF die Induktion und Verstirkung sowohl von Survivin als
auch von XIAP bedingen kann (Tran et al., 1999). Auch O'Connor et al. konnten
zeigen, dass die VEGF-gesteuerte Induktion von Survivin zu angiogenetischen
Prozessen fiihrt (O'Connor et al., 2000Db).

De Oliveira et al. korrelierten die Expression von Survivin und XIAP miteinander
(basierend auf immunhistochemischer Auswertung von 130 Gewebeproben kolorektaler
Primartumore) und fanden hierbei einen signifikanten Zusammenhang (De Oliveira
Lima et al., 2009). Dieses Ergebnis erscheint aufgrund der Zugehdrigkeit beider Marker
zu der IAP-Familie nicht verwunderlich. Mehrere Arbeiten haben bereits die enge
Verbindung der beiden Proteine nachgewiesen (Dohi et al., 2004; Hehlgans et al., 2013;
Mehrotra et al., 2010). Dohi et al. wies zum Beispiel nach, dass Survivin und XIAP
einen Heterokomplex bilden konnen. Hierdurch erhdht sich die Stabilitit von XIAP
gegen Abbau im Proteasom und es kommt zu synergistischer Inhibierung von Caspase
9. Zellen waren so in der Lage, Apoptose zu entgehen (Dohi et al., 2004). Mehrotra et
al. wiesen in ihrer Arbeit nach, dass intermolekulare Kooperation zwischen Survivin
und XIAP assoziiert war mit Tumorzellinvasion und Metastasierung (Mehrotra et al.,
2010). Hehlgans et al. untersuchten dies auf potentiellen therapeutischen Nutzen.
Double knockdown von Survivin und XIAP resultierte hier in Apoptose, gesteigerter
Radiosensitivitdt und verringerter Migrationsaktivitit der Zellen (Hehlgans et al., 2013).
Wie die vorliegende Arbeit zeigt, deutet vieles darauf hin, dass eine Assoziation
zwischen VEGF und sowohl Survivin als auch XIAP besteht. Moglicherweise ist die

hier erhobene identische Expression in den Lymphknotenmetastasen Ausdruck dessen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im klinischen Alltag wird immer wieder beobachtet, dass das Vorliegen identischer
Tumorstadien und der Erhalt derselben therapeutischen Regimes bei Patienten mit
kolorektalen Karzinomen nicht selbstverstindlich zu vergleichbarem Ansprechen fiihrt.
Mogliche Griinde hierfiir stehen im Zentrum klinischer Forschung. Wesentlich hierbei
ist die Untersuchung von Biomarkern und deren Identifizierung als unabhingige
pradiktive Faktoren und Prognosefaktoren zur individuellen Risikoabschédtzung und
gezielter Patientenselektion im Rahmen der Therapieentscheidung.

Bei der Literaturrecherche fdllt auf, dass in der Mehrheit der gesichteten Arbeiten
unterschiedliche Biomarker im Primédrtumor untersucht wurden und dann beispielsweise
die Korrelation mit klinisch-pathologischen Faktoren erfolgte. Wenige Studien
beschiftigen sich mit der Untersuchung von Primidrtumoren wund ihren
korrespondierenden Metastasen.

In der vorliegenden Arbeit konnte herausgestellt werden, dass es besonders im Hinblick
auf Hif-1a, XIAP und Smac/DIABLO nur vereinzelte Arbeiten gibt, die sich mit dieser
Thematik beschiftigt haben.

Alle drei Marker wurden bereits unabhidngig voneinander in einen Zusammenhang mit
der  Metastasierung in  Lymphknoten  gebracht. Das  Vorliegen  von
Lymphknotenmetastasen gilt als der wichtigste Prognosefaktor fiir das Uberleben beim
kolorektalen Karzinom. Vor diesem Hintergrund erscheint die Untersuchung
metastatisch befallener Lymphknoten und ihre Korrelation mit dem Priméartumor
hinsichtlich des vorliegenden Markerprofils von essentieller Bedeutung.

K-ras wurde im Vergleich zu den drei obigen Proteinen sehr hiufig untersucht, jedoch
fand sich keine Arbeit, die auf immunhistochemischen Methoden basierte. Beziiglich
PTEN konnte gezeigt werden, dass Bedarf an einheitlichem Scoring bei der Auswertung
immunhistochemischer Verfahren besteht, um die Vergleichbarkeit von Ergebnissen zu
optimieren. Es gibt also noch viele Angriffspunkte, um prézise Markerprofile zu
erstellen. Mit diesen konnten bessere Kriterien entwickelt werden, um Patienten gezielt
fiir Therapien auszuwéhlen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression der Biomarker EGFR, K-
Ras, VEGF und Hif-la in Primirtumoren und korrespondierenden

Lymphknotenmetastasen signifikant miteinander korreliert. Besonderes hinsichtlich von
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K-ras handelt es sich um die erste Arbeit, die dieses Protein mittels Immunhistochemie
in Primartumoren und korrespondierenden Lymphknotenmetastasen untersucht.

Ein Zusammenhang mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte zwar fiir keinen der
Marker nachgewiesen werden, eventuell wére hier aber die Untersuchung eines
groferen Patientenkollektivs aussagekriftiger.

Des Weiteren wurde in 46% der Lymphknotenmetastasen eine Ko-expression von
VEGE, Survivin und XIAP beobachtet. Interessant ist hierbei insbesondere, dass
Survivin und XIAP beide zur IAP-Familie gehoren und ihre antiapoptotische Wirkung
durch &hnliche Wege der Signaltransduktion vermitteln. Dieses Ergebnis weist auf
vielversprechende weitere Forschungsmdglichkeiten hin. Beispielsweise sollte der
Einfluss dieser Ko-expression auf klinisch-pathologische Faktoren und das Uberleben
analysiert werden. Bezugnehmend auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die
aktuelle Studienlage erscheint es weiterhin sinnvoll, nicht nur die Metastasen, sondern
ebenfalls die Primdrtumore auf eine Ko-expression hin zu untersuchen. Dies wire im
Besonderen der Fall, wenn fiir das kolorektale Karzinom Therapeutika an Relevanz
gelangen wiirden, die gegen Survivin und XIAP gerichtet sind.

Wie unter 1.4.2 und 1.4.3 bereits erldutert, wird bereits intensiv nach Moglichkeiten
geforscht, um in die von Survivin und XIAP vermittelten Signalwege einzugreifen. Mit
immunhistochemischen Methoden wurden diese beiden Marker bisher jedoch immer
getrennt voneinander untersucht.

Auch die Ko-expression von VEGF konnte hier von Bedeutung sein. Wie unter 1.6.2.
erlautert, kann VEGF die Induktion von Survivin bewirken. Das hier beobachtete
Ergebnis ihrer Ko-expression deutet moglicherweise darauf hin, dass die Expression
von VEGF regelhaft mit der Expression von Survivin einhergeht und so auch Einfluss
auf das Therapieansprechen hat.

Die trotz scheinbar analoger Bedingungen hdufig sehr unterschiedlichen klinischen
Verlaufe kolorektaler Karzinompatienten lieBen sich durch weiterfithrende Forschung
also moglicherweise besser erschlieen. Die in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen
Ergebnisse implizieren, dass die Untersuchung von Primdrtumoren und
korrespondierenden Metastasen und auch die Ko-expression von Markern in einer

Tumorentitét von besonderer Bedeutung sein konnen.
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