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Zusammenfassung

Neuerkrankungsrate und Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) haben in den
letzten 50 Jahren stark zugenommen. Das KRK stellt bei Mannern und Frauen die
zweithaufigste Krebstodesursache innerhalb der europaischen Union dar. Das
Tumorstaging hat beim KRK den groften Stellenwert unter den Prognosefaktoren
und ist Basis flr die Therapieplanung. Nicht jeder Patient eines bestimmten
Tumorstadiums hat aber tatsachlich auch die gleiche Chance zu Uberleben. Diese
Tatsache hat zu einer Vielzahl von Ansatzen gefuhrt, weitere Prognosefaktoren zu
etablieren, jeweils mit dem Ziel, einerseits eine exaktere Risikostratifizierung und
individuelle Prognoseabschatzung zu ermoglichen als auch Hochrisikopatientinnen
zu identifizieren, die von neuartigen und malgeschneiderteren adjuvanten
Therapieansatzen profitieren konnten.

,K homology domain containing protein overexpressed in cancer’
(KOC/L523S), auch bekannt als IMP3 (Insulin-like Growth Factor Il mMRNA-bindendes
Protein 3), ist ein onkofetales RNA-bindendes Protein mit einem Molekulgewicht von
65-70 kDa. KOC reguliert die Transkripte des Insulin-like Growth Factor Il (IGF-II)
wahrend der Embryogenese und wird spater in einem Anteil neoplastischer Zellen in
verschiedenen Tumoren neu exprimiert. Uber die indirekte Hochregulation von
Insulin-like growth factor Il, einem potenten proliferationsférdernden Protein, kann
KOC das Tumorwachstum fordern. KOC wurde zuerst bei der Analyse
unterschiedlich exprimierter Genen in Pankreaskarzinomen und in normalem
Pankreasgewebe identifiziert. Der Stellenwert einer Expression bei kolorektalen
Karzinomen ist unklar.

Wir haben eine 5%-Zufallsstichprobe aus der Kolonkrebsdatenbank des
Instituts fur Pathologie der Medizinischen Universitat Graz mit einer Gesamtzahl von
7909 kolorektalen Karzinomen und 7564 Patientlnnen (4095 Manner, 3469 Frauen;
Ratio: 1,2:1) auf verschiedene histopathologische Parameter und die
immunhistochemische Expression von KOC hin untersucht. Anschliel3end haben wir
die Daten auf mogliche Assoziationen zwischen der Expression von KOC und
konventionellen histopathologischen Parametern sowie dem Uberleben der
betroffenen Patientlnnen analysiert.

Das in der Diplomarbeit untersuchte Kollektiv umfasste insgesamt 381

Tumoren, davon prasentierten sich bei Diagnosestellung 151 (40%) Patientinnen im
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UICC-Stadium Il und 23 (6%) im UICC-Stadium IV. Die Immunreaktivitat der
Tumorzellen fir KOC wurde in folgenden Kategorien eingeteilt: 0: keine Reaktivitat;
1+ (1-10%), 2+ (11-25%), 3+ (26-50%), 4+ (51-75%), 5+ (76-90%), 6+ (>90%). Um
die statistische Auswertung zu erleichtern, fuhrten wir eine Stratifizierung wie folgt
durch: 1: <10%, 2: 10-50%, 3: >50%. Des Weiteren gliederten wir die Intensitat der
Farbung in 1 (schwach), 2 (mittelstark) und 3 (stark) ein.

Eine zytoplasmatische Expression von KOC wurde bei 150 (41%) der
insgesamt 370 auswertbaren Primartumoren gefunden werden. In 73 (49%) dieser
Tumoren waren mehr als 50% der Tumorzellen angefarbt. Ubertragen in unser
Scoring-Schema lieferte unsere Analyse eine Anzahl von 35 (23%) flr den Score 1,
42 (28%) fur den Score 2 und 73 (49%) Score 3.

58 (41%) der 143 Lymphknotenmetastasen zeigten eine Expression von KOC,
66 (46%) waren KOC-negativ und 19 (13%) wurden als nicht auswertbar klassifiziert.
Unter den 43 Fernmetastasen zeigten 21 (49%) einer Expression von KOC, 18
(42%) waren KOC-negativ und 4 (9%) wurden als nicht auswertbar eingestuft. Eine
auffallende Diskrepanz bestand zwischen dem Farbeergebnis der Tumoren und
ihren zugehdrigen Lymphknoten- und Fernmetastasen.

Eine Korrelation der Expression von KOC mit Kklinisch-pathologischen
Parametern ergab eine signifikante  Assoziation (p=0.001) mit der
Tumordifferenzierung. Des Weiteren Kkorrelierte die KOC-Expression mit der
TumorgroéfRe (p=0,034). Ein Trend bestand im Hinblick auf eine Assoziation mit dem
Vorliegen einer lymphatischen Invasion (p=0,084).

Eine Beziehung mit dem Patientinnenuberleben, dies betrifft sowohl das
progressionsfreie als auch das krankheitsspezifische Uberleben, wurde nicht
gefunden.

Zusammenfassend bestand in unserem Kollektiv eine statistisch signifikante
Assoziation der KOC-Expression mit der Tumordifferenzierung und der Tumorgrof3e.
Eine Beziehung zwischen der Expression von KOC und dem Patientinnenuberleben

wurde nicht beobachtet.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) continues to be one of the most common malignancies
worldwide. TNM stage represents the most significant prognostic factor and is used
to select patients for (neo)adjuvant therapy. KOC/L523S (K homology domain
containing protein overexpressed in cancer), also known as IMP3 (insulin-like growth
factor Il binding protein 3), is a newly identified oncofetal RNA-binding protein that is
involved in cell growth and cell migration during embryogenesis. Our study aimed to
analyze the immunhistochemical expression of KOC in a large sample of surgically
resected colorectal adenocarcinomas and to correlate KOC expression with other
histopathological findings as well as survival of affected patients.

The expression of KOC was analyzed by immunohistochemistry in 381
surgically resected CRCs and corresponding regional lymph node and/or distant
metastases, if present. The proportions of tumor cells positive for KOC were scored
as 0: negative, 1+ (1-10%), 2+ (11-25%), 3+ (26-50%), 4+ (51-75%), 5+ (76-90%),
6+ (>90%). Furthermore, we stratified the intensity of KOC immunoreactivity into 3
groups: 1 (weak), 2 (intermediate), 3 (strong). The expression levels were correlated
with several clinicopathologic parameters and patient survival.

Cytoplasmic immunoreactivity for KOC was present in 150 (41%) of 370
evaluable cases. In detail, our analysis showed staining of <10% in 35 (23%), of
11-25% in 31 (21%), of 26-50% in 11 (7%), of 51-75% in 23 (15%), of 76-90% in 20
(13%) and of >90% in 30 (21%) cases, resepctively. Among 143 corresponding
lymph node metastases 58 (41%) were specifically stained, 66 (46%) were negative
and 19 (13%) metastases were not evaluable. Among the 43 distant metastases 21
(49%) were specifically stained, 18 (42%) were negative and 4 (9%) metastases
were were not evaluable.

Marked staining difference between primary tumors and corresponding
metases was observed. The expression of KOC in primary tumors was associated
with tumor differentiation (p=0.001) and tumor size (p=0.034). A trend was noted with
respect to association with lymphatic invasion (p = 0.087). No impact on survival was

noted.



1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt nach den aktuellsten Statistiken, in Bezug auf
die westliche Welt, die dritthaufigste maligne Tumorerkrankung bei Mannern und
Frauen dar (1). Jedes Jahr treten ca. 300 000 neue Erkrankungsfalle in Europa und
den USA auf, ca. 200 000 Betroffene versterben an diesem Malignom bzw. an
seinen Folgen.

Epidemiologische Studien zeigen weltweit erhebliche geographische und
soziobkonomische Unterschiede in der Inzidenz. Allgemein lasst sich sagen, dass
das KRK haufiger in wirtschaftlich hoch entwickelten Bevdlkerungen mit einer
westlichen Lebensweise, die sich besonders durch Verzehr von viel Fett und Fleisch
und wenig Ballaststoffen auszeichnet, auftritt. Dementsprechend findet man die
hdchsten Neuerkrankungsraten in Nordamerika, Australien und Neuseeland, gefolgt
vom westlichen Teil Europas. In Afrika, Asien und Lateinamerika werden hingegen
die niedrigsten Erkrankungsraten gefunden. Allerdings soll an dieser Stelle erwahnt
werden, dass besonders in den letzten Jahrzehnten eine starke Zunahme, vor allem
in Asien, bemerkt wurde (3). Uber die Ursache hierfir kann noch keine klare
Aussage getroffen werden. In Osterreich stellt das KRK bei Frauen die
zweithaufigste Tumorerkrankung hinter dem Mammakarzinom dar bzw. steht an
dritter Stelle nach dem Prostata- und Lungenkarzinom bei Mannern (2).

Das Lebenszeitrisiko, an einem KRK zu erkranken, liegt in Mitteleuropa bei
4-6 %, das Risiko daran zu versterben betragt 2,5-3%. Der Haufigkeitsgipfel liegt um
das 65. Lebensjahr mit einem steilen Anstieg ab dem 45. Lebensjahr. 70% der
Diagnosen werden im Alter zwischen 50 und 80 Jahren gestellt. In Osterreich liegt
der Altersgipfel bei Mannern zwischen dem 65. und 74. und bei Frauen im 75.
Lebensjahr und dariiber (2). In Osterreich verstarben 2002 2.483 Menschen an
einem KRK, davon 68% an einem Kolonkarzinom und 32% an einem
Rektumkarzinom. Die Letalitat pro 100.000 betrug fur das Kolonkarzinom bei
Mannern 21,7 und bei Frauen 20,2. Fur das Rektumkarzinom lag die Letalitatsrate
bei 11,6 bei Mannern bzw. 8,3 bei Frauen (2).

Die Lokalisation des KRK in Bezug auf die einzelnen Abschnitte des

Dickdarms hat sich in den letzten Jahren verandert. Eine Verlagerung auf die rechte



Seite (,shift to the right*) wird besonders in den letzten Jahrzehnten beobachtet. Der
Anteil der im Rektum detektieren Karzinome schwankt von 15-35%. Allerdings wird
die starkste Zunahme im Coecum und Colon ascendens beobachtet, die
rechtseitigen Karzinome machen heute rund ein Viertel aller KRK aus.

Von den 70er Jahren bis in die Mitte der 80er Jahre hat sich die
Lebenserwartung deutlich verbessert. Sie ist in erster Linie vom Stadium abhangig,
in dem das Karzinom diagnostiziert wird, ist aber auch mafRgeblich auf verbesserte

Therapiemalinahmen zurlckzuflhren.

1.2Formale Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Die Atiologie des KRK ist multifaktoriell. Der Grofteil wird durch ein komplexes
Zusammenspiel aus exogenen Einflissen (Umweltfaktoren, Ernahrung), hierdurch
verursachte Veranderungen auf genetischer Ebene und einem per se vorhandenem
individuellen Risiko auf Grund einer genetischen Pradisposition bestimmt. Bei den
genetischen Dispositionen kénnen exogene Einflisse das Risiko zu erkranken
vervielfachen (4).

80% der KRK treten sporadisch auf, fur die restlichen 20% ist eine familiare
Haufung nachzuweisen. Diese kann wiederum entweder auf eine genetische
Ursache oder eine gemeinsame Exposition der Familienangehdrigen in Bezug auf
exogene Risikofaktoren oder beides zurlckgefuhrt werden. Nur 5-6% aller KRK
weisen eine rein genetische Ursache im Rahmen einer definierbaren hereditaren
Erkrankung auf, Beispiele hierfur sind: Lynch-Syndrom (hereditary non-polyposis
colorectal cancer syndrome bzw. HNPCC-Syndrom), FAP, Li-Fraumeni-Syndrom,
Cronkhite-Canada-Syndrom und Peutz-Jeghers-Syndrom.

Wichtige ernahrungsspezifische Risikofaktoren fur die Entwicklung eines
sporadischen KRK sind fettreiche Nahrung (tierische Fette), hohe Kalorienaufnahme,
N-Nitrosamine (Proteinabbauprodukte), geringer Faser- und Ballaststoffanteil. Die
Rolle dieser ernahrungsspezifischen Faktoren fir die Entwicklung eines KRK wird in
der Literatur allerdings kontroversiell diskutiert. Ein deutlicher protektiver Effekt soll
mit dem haufigen Konsum von Frichten und Gemuse verbunden sein (5, 94). Es gibt
auch Untersuchungen Uber die Schutzwirkung von Vitaminen (A, C, E) und Selen

gegen Krebsradikale auf zellularer Ebene. Wesentlich flir den antikanzerogenen



Effekt durfte dabei sein, dass die jeweiligen Inhaltsstoffe in Obst und Gemuse und
nicht in isolierter Form eingenommen werden, da sich die protektiven Stoffe
moglicherweise in dieser Form erganzen und ihre Wirkung verstarken. (6) Eine
Studie hat gezeigt, dass eine ballaststoffreiche Ernahrung das KRK-Risiko um ca.
40% senken kann (94). Weitere Risikofaktoren stellen CED, wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa, sowie Vorerkrankungen, wie ein stattgehabtes KRK,
Mammakarzinom, Ovarialkarzinom und Uteruskarzinom dar. Zu den genetischen
Risikofaktoren zahlen eine positive Familienanamnese, Syndrome  mit
praexistierender Polyposis (FAP, Turcot Syndrom), Syndrome mit harmatomatdsen
Polypen (Peutz-Jeghers-Syndrom, Juvenile Polyposis) und Syndrome ohne
praexistierender Polypsis (Lynch-Syndrom). Zu den sonstigen pradisponierenden
Faktoren gehoren: Alter, Nikotinabusus, hoher Alkoholkonsum, Hypergastrinamie.

Unbestriten nimmt die Dysplasie (intraepitheliale Neoplasie) eine
Schlisselrolle im Ubergang von kolorektalen Adenomen in Karzinome ein. Die
Dysplasie stellt aus histologischer Sicht eine Neoplasie mit zellularer Atypie,
abweichender Differenzierung und gestorter epithelialer Architektur, jedoch ohne
invasives Wachstum dar, entsprechend einer prakanzerésen Lasion (6). Heute geht
man davon aus, dass sich praktisch alle KRK auf dem Boden eines Adenoms
entwickeln. Das heil3t, die Pathogenese des sporadischen KRKs ist durch eine
histologisch und makroskopisch nachweisbare stufenweise Progression (Adenom-
Karzinom-Sequenz) charakterisiert, welche mit spezifischen molekularen
Veranderungen (Multistep-Karzinogenese) einhergeht (13).

Das Entartungsrisiko der Adenome ist von mehreren Faktoren, wie
Adenomgrole, histologischem Differenzierungsgrad und Wuchsform abhangig.
Villdse Adenome zeigen das grofdte Entartungspotential, gefolgt von tubulovillésen

und tubularen Adenomen (7).

1.3 Molekulare Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms

Nach heutigem Kenntnisstand sind unterschiedliche molekulare Mechanismen der
Karzinogenese an der Entstehung des KRK beteiligt. Rund 80-90% der KRK beruhen

auf dem sog. Tumorsuppressor-Pathway (8, 36, 37, 38), der durch sequentielle



genetische Mutationen und Alterationen sowie ,loss of heterozygosity” (LOH)
charakterisiert ist. Fearon und Vogelstein haben dies als erste an einem Modell der
molekularen neoplastischen Transformation bei der FAP beschrieben (39).
Verschiedene Tumorsuppressorgene, wie adenomatous polyposis coli (APC),
mutated in colorectal cancer (MCC), deleted in colorectal cancer (DCC) und p53,
sowie Protoonkogene, wie K-ras nehmen eine Schllisselposition ein (8).

Der sog. Mutator-Pathway beruht hingegen auf autosomal dominant vererbten
Keimbahnmutationen, die zur Inaktivierung spezifischer DNA-Reparaturenzyme
fuhren, so dass Fehler bei der DNA-Replikation nicht mehr korrigiert werden kénnen.
Zum diagnostischen Nachweis dienen Langenpolymorphismen im Bereich einfacher
repetitiver DNA-Sequenzen, der sog. Mikrosatelliten. Diese Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI) ist charakteristisch fur das Lynch-Syndrom (38, 40). In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass KRK bei Lynch-Syndrom-Patientinnen trotz der oftmals
schlechteren histologischen Differenzierung eine bessere Prognose als sporadische
Karzinome aufweisen (41,42). Eine hochgradige MSI (MSI-H) liegt definitionsgemalf
dann vor, wenn zwei oder mehr der konsensusgemal untersuchten funf Genloci
betroffen sind, wahrend eine geringgradige MSI (MSI-L) bei Beeintrachtigung eines
Locus zu diagnostizieren ist (8).

Allerdings ist auch bei rund 10-20% der sporadischen KRK eine MSI-H
nachweisbar. Sporadische KRK mit MSI weisen teilweise klinische, morphologische
und molekulare Gemeinsamkeiten mit Tumoren bei Lynch-Syndrom auf. Sie sind
haufiger proximal der linken Flexur Ilokalisiert und muzinds differenziert.
Charakteristisch sind vor allem auch solid-medullare Wachstumsformen, die eine
bessere Prognose (43, 44) sowie eine starke intratumorale lymphozytare Infiltration
(45) aufweisen. In Abhangigkeit vom Mikrosatellitenstatus ergeben sich offenbar
auch bei sporadischen KRK unterschiedliche Lebenserwartungen. Die Mehrzahl der
Untersuchungen mit Rekrutierung groRer Patientenkollektive belegte, dass Patienten
mit MSI-H Tumoren eine signifikant bessere Prognose haben als solche mit
mikrosatellitenstabilen (MSS) Tumoren (44, 46).

Im Rahmen der Progression des KRK kommt es nach heutigem Kenntnisstand
zu Veranderungen an 4 verschiedenen Signalwegen, die von entscheidender
tumorbiologischer Bedeutung sind: dem wnt/Wingless-Pathway, dem K-ras-Pathway,
dem Transforming-growth-factor-(TGF-)R-Pathway und dem p53-Pathway (8, 37). Zu

einem frihen Zeitpunkt in der Karzinogenese treten Alterationen besonders des wnt/



Wingless- und des K-ras-Pathways auf und werden charakteristischerweise durch
Mutationen im APC- bzw. K-ras-Gen verursacht (8). Auf der anderen Seite kdnnen
mikrosatelliteninstabile Tumoren den wnt/Wingless-Pathway durch R-Catenin
stabilisierende Mutationen konstitutiv aktivieren. Veranderungen des TGFR-
Rezeptors Typ Il beobachtet man bei mikrosatelliteninstabilen Adenomen in enger
Korrelation mit der malignen Transformation zu Karzinomen (8, 47). Bei MSI-H
Karzinomen wurden zudem haufige Mutationen im TGFR-Rezeptor Typ I, bax und
insulin-like growth factor Il receptor- (IGF-II-Rezeptor)-Gen gefunden (48).

Der sog. Methylierungs-Pathway wurde flir sporadische MSI-H-Karzinome
vorgeschlagen, weil diese haufig eine Hypermethylierung bestimmter
Genpromotoren (z.B. von p16, hMLH1) aufweisen (49). Nun ergeben sich aus der
unterschiedlichen molekularen Pathogenese abweichende genetische Alterationen.
In einer groRen Studie wurde festgestellt, dass MSI-H Karzinome einen Verlust in
p53, eine geringere Proliferation sowie Prasenz von bcl-2 und p21 aufweisen; p27
wird offenbar unabhangig vom Mikrosattelitenstatus exprimiert. (8, 50) Dies wird in
der Literatur allerdings kontrovers diskutiert, denn es ist auch schon eine p53-
Uberexpression (51) in MSI-H Karzinomen beschrieben worden. Gerade wegen
solcher Ergebnisse ist es von groRRer Bedeutung, dass kiinftige Untersuchungen
immunhistochemisch nachweisbare Markerproteine und molekulare Alterationen als
Prognosefaktoren abklaren. Dadurch konnen Einblicke dariber gewonnen werden,
ob bestimmte Pradiktoren abhangig oder unabhangig vom Karzinogenese-Pathway
sowie tumorbiologisch und prognostisch bedeutsam sind.

Neben diesen relativ gut erforschten Wegen der Karzinogenese werden
aktuell noch weitere Entstehungswege des KRK im Rahmen von chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen und bei der Entstehung von KRK aus
hyperplastischen Polypen Uber den Zwischenschritt sessiler serratierter Adenome

(SSA) diskutiert (,serrated route to cancer®).

1.4 Pathologie des kolorektalen Karzinoms

Die WHO trifft folgende Einteilung fur die histologische Klassifikation des KRK:
Adenokarzinom, muzindses Adenokarzinom, Siegelringzellkarzinom, Plattenepithel-
karzinom, adenosquamodses Karzinom, kleinzelliges Karzinom und undifferenziertes

Karzinom (127). Die haufigsten KRK (90%) sind klassische Adenokarzinome und



diese weisen meist eine tubulare Differenzierung auf. In rund 10 % der Falle kommen
muzindse Karzinome vor, die durch die Produktion von Muzin (Schleim) durch die
Tumorzellen charakterisiert und dadurch definiert sind, dass mehr als 50 % der
Tumorflache aus Muzin besteht. Mit nur 1 % sind Siegelringzellkarzinome nur fur
einen kleinen Teil der KRK verantwortlich. Sie bestehen aus isolierten Tumorzellen,
die intrazytoplasmatisches Muzin enthalten und definitionsgemall die
Hauptkomponente (mehr als 50% der Flache) des Tumors ausmachen.

KRK koénnen unterschiedliche makroskopische Wuchsformen zeigen, die
haufigsten sind: ulzeriert, ringférmig, polypoid und stenosierend. In der Makroskopie
erscheinen sie in der Regel als gut abgrenzbare Tumoren mit einem aufgeworfenen
Randsaum. Haufig korreliert das Wachstumsverhalten mit den klinischen
Symptomen, wie tumorbedingten Blutungen oder prastenotischer Dilatation mit

Subileus- und lleussymptomen (7).

1.5Prognosefaktoren des kolorektalen Karzinoms

Ein Prognosemarker ist eine Variable, die prospektive Information Uber den
Krankheitsverlauf geben kann und dadurch eine therapeutische Entscheidungs-
findung ermdglicht.

Es existiert eine grole Anzahl an histopathologischen Prognosefaktoren fur
das KRK in der gangigen Literatur (15). Obwohl das pathologische Tumorstadium
(TNM-Stadium) der starkste prognostische Faktor ist (vergleiche unten), weisen noch
eine Reihe weiterer pathologischer Merkmale eine unabhangige prognostische
Signifikanz auf (9). Als solche weiteren ungunstige Pradiktoren gelten: Invasion
lymphatischer und venéser Gefalde, perineurale Infiltration, schlechte Differenzierung
sowie eine unvollstandige Tumorresektion mit positiven Resektatrandern (8). Ein
signifikant besseres Uberleben ist hingegen mit einer lymphozytaren Infiltration des
Tumors bzw. des peritumorésen Gewebes verbunden (10). Eine Zusammenstellung

zeigt Tabelle 1.



Zusammenfassung prognostisch bedeutsamer histopathologischer

Charakteristika des kolorektalen Karzinoms:
Pathologisches Tumorstadium (TNM der UICC)

e Lokale Ausbreitung (pT)

¢ Regionale Lymphkontenmetastasen (pN)

e Fernmetastasen (pM)

e Differenzierungsgrad (G)

¢ Invasion lymphatischer Gefalle (L1)

e Invasion venoser Gefalle (V1)

e Perineurale Invasion

e Tumorzelldissoziation (,Budding®) im Bereich der Invasionsfront

e Lymphozytare (peri)tumordse Infiltration

o Vollstandigkeit der Tumorresektion (R-Status)

Tab. 1

TNM-Klassifikation
Das pathologische Tumorstadium (,Staging“) ist nach wie vor der entscheidende
Pradiktor fur die Prognose des KRK und der Goldstandard flr die Evaluation anderer
Prognosemarker. Das pathologische Staging gilt als der starkste prognostische
Einzelfaktor und ist in vielen Fallen ausschlaggebend flr die adjuvante
Therapieentscheidung (11).

Die Bezeichung ,T“ bezieht sich auf die lokale Ausbreitung des Primartumors,
,N“ auf die regionale Lymphknotenmetastasierung und ,M“ auf die hamatogene
Fernmetastasierung. Die Ausbreitung des Tumors vor der Primartherapie (TNM-
Klassifikation) muss von derjenigen nach der Primartherapie (Residualtumor-R-
Klassifikation) unterschieden werden, da der weitere Krankheitsverlauf und das
therapeutische Vorgehen entscheidend vom Residualtumor abhangen. Patienten mit
makroskopisch nachweisbarem Resttumor (R2) haben eine kirzere mediane
Uberlebenszeit als solche mit lediglich mikroskopisch detektierbarem residualem
Karzinomgewebe im Sinne einer R1-Resektion (8).

Eine der wichtigsten Punkte in der Stadieneinteilung des KRK stellt die exakte
Analyse von regionalen Lymphknotenmetastasen dar. Obwohl spezielle Techniken,

wie immunhistochemische Farbungen, die Detektion von isolierten Tumorzellen in



regionalen Lymphknoten durchaus erleichtern kdnnen, empfehlen die zustandigen
Fachgesellschaften (AJCC, UICC und CAP) die H&E-Farbung fiur die
standardmafige Evaluierung des N-Status (12).

Blut- und LymphgefaBinvasion

Ein wesentlicher Schritt in der metastatischen Kaskade stellt die Invasion von Blut-
und LymphgefalRen dar. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass der Nachweis einer
Blut- oder LymphgefalRinvasion einen etablierten prognostischen Parameter beim
KRK darstellt. Die vendése Invasion erweist sich als Stadiums-unabhangiger
Prognostikator in der uni- (18) und multivariaten (16,17) Analyse. Die
Studienergebnisse bezuglich lymphatischer und vendser Infiltration sind jedoch
keineswegs eindeutig zu interpretieren. Es gibt auch zahlreiche Arbeiten, die die
prognostische Bedeutung einer Blutgefallinvasion nur in Univariatanalysen zeigen
(19,20). Ahnliche Ergebnisse existieren fiir die lymphatische Invasion (20). In einigen
Untersuchungen wurde nicht zwischen Blut- und LymphgefaRinvasion unterschieden
und die allgemeine Aussage einer Gefaldinvasion erschien als signifikant.

Die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren sich moglicherweise daraus, dass
der definitive histopathologische Nachweis einer Gefalinvasionen schwierig sein
kann. Das Auftreten von Tumor-induzierter Fibrose und Fixationsartefakten
(Schrumpfungsspalten) um die Tumorzellnester herum kann eine Identifizierung am
HE-Schnitt sehr schwierig machen und fihrt zu einer hohen Interoberserver-
Variabilitat. Spezielle Techniken, wie immunhistochemischen Farbungen des
Endothels bzw. der elastischen Anteile von Gefallwanden, kdnnen eine ldentifikation
der Gefalde erleichtern. Sie sind jedoch sehr laborintensiv, zeitaufwendig und teuer
und finden aus diesem Grund keine routinemafllige Anwendung (21). Fir die
histopathologische Evaluierung einer Gefalinvasion existieren derzeit keine weltweit
akzeptierten oder verbreiteten Standards oder Richtlinien. Ausgehend von der AJCC/
UICC Konvention beeinflusst das Vorhandensein von Tumorzellen innerhalb von
Lymphgefalken oder Venen im Primartumor nicht die pT-Klassifikation (21).
Allerdings mussen lymphatische oder vendse Invasionen im histopathologischen
Befund als solche dokumentiert werden und auch ihre Abwesenheit sollte stets

vermerkt werden (21).



Tumordifferenzierung
Die Literaturdaten hinsichtlich des Differenzierungsgrades lassen die grundsatzlichen
Probleme bei der Anwendung abweichender Graduierungsschemata erkennen.
Hinzu kommen die Subjektivitdt der Graduierung und damit die hohe Interoberserver-
Variabilitat (23). Obwohl schon eine grole Anzahl an Gradingsystemen in der
Literatur vorgeschlagen wurde, gibt es noch immer kein weit verbreitetes
Standardverfahren zur Festlegung des Differenzierungsgrades des KRK. In einigen
Systemen wird der Differenzierungsgrad auf der Basis einer einzigen
mikroskopischen Merkmals bestimmt, in anderen Systemen hingegen wird ein
groles Spektrum von histologischen Merkmalen fir die Beurteilung des
Differenzierungsgrades herangezogen (22).

Die WHO-Richtlinie fur die Graduierung kolorektaler Karzinome basiert auf
dem prozentuellen Anteil von Drusenformationen (127). Dementsprechend werden

Tumoren in die folgenden vier Differenzierungsgrade unterteilt

e Grad 1: Gut differenziert (>95% glandulare Differenzierung)
e Grad 2: Mittel differenziert (50-95% glanduléare Differenzierung)
e Grad 3: Schlecht differenziert (5-50% glandulare Differenzierung)

e Grad 4: Undifferenziert (<5% glanduléare Differenzierung)

Die Subjektivitat der Bestimmung des Tumorgrades kann in einigen Fallen auch auf
einen heterogenen Aufbau des Tumors an sich zurlckzufihren sein. Eine
ausgepragte Heterogenitat innerhalb eines Tumors kann das Grading sehr schwierig
machen, jedoch sollte in diesem Fall immer der am schlechtesten differenzierte Teil
fur die Graduierung ausschlaggebend sein. Die unmittelbare Invasionsfront, jedoch,
darf nicht bewertet werden.

Ungeachtet der hohen Subjektivitdt der Graduierung hat sich in Studien
gezeigt, dass der Differenzierungsgrad einen unabhangigen prognostischen Faktor in
der multivariaten Analyse darstellt (17, 24, 25). Es wurde im Speziellen bewiesen,

dass ein niedrigerer Differenzierungsgrad mit schlechter Prognose assoziiert ist (11).



Tumorzelldissoziation (,,Tumor Budding®)

Beim Tumor Budding handelt es sich um mikroskopische Cluster aus
Karzinomstrukturen in Einzelformationen oder Anhaufungen von bis zu vier
undifferenzierten Tumorzellen an der Invasionsfront des Tumors (11).

Es wurde mehrfach gezeigt, dass das Wachstum eines Tumors an der
Invasionsfront und die damit haufig verbundene Tumorzelldissoziation eine vom
Stadium unabhangige prognostische Signifikanz hat (9). Einige Studien weisen
darauf hin, dass diese Tumorzelldissoziation eine starkere prognostische Bedeutung
als der Differenzierungsgrad hat (22, 26, 27). Ein hochgradiges Tumor Budding ist
ein unabhangiger Risikofaktor flr lokale Rezidivheigung, Lymphknoten- und
Fernmetastasen sowie und schlechte Prognose nach kurativer Operation (28-30).

Interessanterweise wird die Abwesenheit von Tumor Budding in einigen
Untersuchungen mit dem Auftreten von intratumoralen Lymphozyten (sog. TILs) und
peritumoralen Lymphozyten assoziiert, welche auf immunologischer Ebene
moglicherweise zu einer Zerstorung der Budds fuhren kdnnen und so die Prognose

verbesseren (31).

Tumorkonfiguration an der Invasionsfront

Dieses morphologische Merkmal scheint ein Stadiums-unabhangiger prognostischer
Parameter beim KRK zu sein und durch ihn kann moglicherweise eine Vorhersage
Uber die Entwicklung von Lebermetastasen getroffen werden (27, 32). Grundsatzlich
kann man ein infiltratives von einem expansiven Wachstumsmuster unterscheiden.
Jass et al. (28) haben festgestellt, dass bei der Analyse der Tumorkonfiguration eine
hohe Interobserver-Variabilitat existiert, wenn keine spezifischen Definitionen oder
Richtlinien vorhanden sind. Compton (11) hat 2003 diagnostische Kriterien flr eine
infiltrative  Tumorkonfiguration aufgestellt. Diese sollen eine einheitlichere
Diagnosestellung ermoglichen und zu einer geringeren Interobserver-Variabilitat
fuhren. Ein signifikantes Kriterium, das auf ein infiltratives Wachstum hindeutet, ist
die perineurale Invasion. Dieses pathologische Merkmal wird nicht routinemallig
erhoben oder spezifisch angegeben, es wurde jedoch in mehreren Studien eine
prognostische Signifikanz festgestellt (11). Es hat sich gezeigt, dass Tumoren,
welche alle Kriterien fur ein infiltratives Wachstumsmuster erfillen, eine schlechtere

Prognose aufweisen als Tumoren mit verdrangendem Charakter (32).
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Lymphozytare Reaktion im Tumor

Die lymphozytare Infiltration des Tumors oder des peritumoralen Gewebes entspricht
einer immunologischen Antwort des Wirt-Gewebes auf ein invasiv wachsendes
Malignom, und in mehreren Studien wurde seine prognostische Bedeutung bewiesen
(11, 33, 34). Andererseits ist die Datenlage nicht so eindeutig, es gibt auch
Untersuchungen, die keine prognostische Signifikanz aufzeigen oder nur in der
univariaten Analyse. Daruber hinaus sind diese Untersuchungen schwer zu
vergleichen, da unterschiedliche histologische Kriterien fur die qualitative und
quantitative Evaluation des Infiltrates Verwendung fanden. Insofern sind weitere
klinische Studien unter Anwendung standardisierter Methoden notwendig, um diesen
vielleicht viel versprechenden prognostischen Parameter noch weiter zu
untersuchen.

Es gibt jedoch weitgehende Einigung daruber, dass eine groRe Anzahl an
Tumor infiltrierender Lymphozyten (sog. TILs) mit MSI-H Status assoziiert ist (11).
Tatsachlich sind viele TILs ein diagnostisches Merkmal von medullaren Karzinomen,
diese konnen aber auch in anderen histologischen Typen von MSI-H Tumoren
gefunden werden. Es wird empfohlen TILs von peritumoraler lymphozytarer
Infiltration zu unterscheiden und eine moderate bis hohe Anzahl an TILs (entspricht 4

pro high-power field) anzugeben (33).

Molekulare Prognosefaktoren
In den vergangenen Jahren sind zahlreiche molekularbiologische Parameter, die
bestimmte Eigenschaften der Tumorbiologie abbilden, beim KRK entdeckt worden.
Bis dato haben diese molekularen Veranderungen noch keinen Eingang in den
klinischen Alltag gefunden. Es ist aber zu erwarten, dass einige der gegenwartig
diskutierten Biomarker zuktinftig Bedeutung in der klinischen Betreuung von KRK-
Patientlnnen gewinnen werden.

Die wichtigsten molekularen Veranderungen kdnnen hier nur exemplarisch
aufgezeigt und nicht im Detail besprochen werden. Eine Zusammenstellung der

potenziell prognostisch bedeutsamen molekularen Veranderungen zeigt Tabelle 2.
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Synopse potenziell prognostisch bedeutsamer molekularer Veranderungen

Onkogene K-ras

Her-2/neu

EGFR

c-myc

IGF-I/IGF-II

,K homology domain contatining protein

overexpressed in cancer” (KOC)

Tumorsuppressorgene Adenomatous polyposis coli (APC)

Deleted in colorectal cancer (DCC)

Zellzyklusregulatoren Zyklin D1

Zyklin E

Zyklin-abhangige Kinasen (CDKs)

p16

p21 (WAF1/CIP1)

p27

p53

Retinoblastom-Protein (RB)

Proliferation/Apoptose Proliferations- und Apoptose-Indizes

bcl-2

Bax

Zelladhasion/Invasion Urokinase-Typ Plasminogenaktivator

Cathepsin D

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)

CD44

E-Cadherin

3-Catenin

Muzin-Core-Proteine

Angiogenese Vascular endothelial growth factor
(VEGF)

Platelet-derived endothelial growth factor
(PDGF)

Tab. 2

Onkogene

K-ras

Neben Alterationen des p53 zahlen K-ras-Mutationen zu den haufigsten und am
besten untersuchten genetischen Veranderungen in malignen Tumoren (8). Im KRK
gelten sie in den meisten Studien als unabhangige Parameter fur eine schlechte
Prognose (46). Eine Metaanalyse der Daten von 22 Arbeitsgruppen bestatigte dieses
Ergebnis an insgesamt 2721 Patientlnnen (52). Die Mutationen traten unabhangig

vom Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation oder Tumorstadium auf. In
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Multivariatanalysen korrelierte eine K-ras-Mutation mit jeweils signifikant héherem
Rezidiv- und Todesrisiko (8, 52).

her-2/neu (c-erbB2) und epidermal growth factor receptor (EGFR)

Insbesonders aufgrund der therapeutischen Konsequenzen ist das auf dem
Chromosom 17q lokalisierte her-2/neu-Onkogen in den Blickpunkt des Interesses
geruckt. Der epidermal growth factor receptor (EGFR) ist dem vom her-2/neu-Gen
kodierten transmembranosen Protein mit Tyrosin-Kinase-Aktivitdt homolog. Als
Rezeptor des epidermal growth factors (EGF) ist EGFR fur die Signaltransduktion
ausschlaggebend. Die Ergebnisse hinsichtlich der prognostischen Bedeutung im
KRK sind kontrovers: Einige Studien fanden signifikante Korrelationen zwischen
EGFR-Protein- oder mRNA-Expression und Tumorstadium (Dukes-Klassifikation),
Differenzierung und Prognose, wahrend dies von anderen nicht bestatigt werden
konnte (53).

c-myc
Das c-myc-Onkogen stellt ein Zielgen im Rahmen des wnt-Signalwegs dar, dessen
Amplifikation in kolorektalen Tumorzelllinien gezeigt werden konnte (8, 54). In
Hinblick auf die prognostische Bedeutung von c-myc ergab sowohl der Nachweis des
Transkripts als auch des Proteins ein widerspruchliches Ergebnis (15). Weitere
Studien mit grélReren Patientinnenenkollektiven sind nétig, um eine mogliche

unabhangige prognostische Relevanz dieses Onkogens beim KRK zu belegen.

IGF-I und IGF-II

Das Insulin-like growth factor (IGF)-System spielt eine bedeutende Rolle im
epithelialen Wachstum, in der Apoptoseregulation sowie auch in der Tumor-
entstehung (72-74, 83, 88). Das IGF-System umfasst Insulin-like growth factor | (IGF-
[) und Insulin-like growth factor Il (IGF-Il), deren dazu gehérige Rezeptoren IGF-IR
und IGF-IIR, die 6 Bindungsproteine (IGFBP-1 bis IGFBP-6) und die gro3e Gruppe
von IGFBP-Proteasen (75). Sowohl IGF-I und IGF-II sind essentiell fir ein normales
Wachstum und eine physiologische Entwicklung (89, 90). Die Mehrheit an IGFs wird
in der Leber produziert, daneben ist aber auch eine Vielzahl an Organen zur lokalen
Synthese dieser Peptide befahigt (90). Mehr als 90% der IGFs werden an IGFBP-3

gebunden (84, 91) und nur rund 1% zirkuliert in freier, ungebundener Form. Allen
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IGFBPs ist gemeinsam, dass sie die IGF-Aktionen inhibieren und so die Verteilung
der IGFs uber eine hochaffine Bindung kontrollieren (sie ist 2 - 50mal starker als die
Affinitat des IGF-IR). Wie bereits erwahnt, konnen die IGFBPs von verschiedenen
Proteasen degradiert werden. Diese Proteasen spalten die IGFBPs in Fragmente,
welche dann eine geringe Affinitat zu den IGFs aufweisen (94, 100). Die biologische
Aktivitat von IGF ist nun abhangig von den Interaktionen zwischen zirkulierendem
IGF-l und IGFBP und von der lokalen Produktion von IGF, IGFBP und IGFBP-
Proteasen (92).

IGF-1 und IGF-Il binden und aktivieren IGF-IR, dieser Prozess induziert
zellulare Proliferation und Wachstum (96, 98). Getriggert durch die Bindung von IGF-
| oder IGF-Il wird eine intrazellulare Signalkaskade in Gang getrieben, welche
wiederum durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in eine gesteigerte
Zellproliferation (bei gleichzeitiger Verminderung der Apoptose) und Transformation
muandet (71, 74, 85, 86). Die wachstumsfordernden Effekte von IGF-I und IGF-II auf
Malignomzellen werden durch den IGF-I-Rezeptor vermittelt, welcher einer
Tyrosinkinase entspricht. Es ist allgemein bekannt, dass Karzinomzellen, die eine
starke Tendenz zur Metastasierung aufweisen, durch eine hohere Expression von
IGF-IR gekennzeichnet sind (82, 88, 109). Der IGF-lI-Rezeptor ist ahnlich dem
Mannose-6-Phosphate-Rezeptor (107). Er unterscheidet sich durch seine fehlende
Tyrosinkinase-Aktivitat vom IGF-IR. Eine Uberexpression von IGF-IR wird bei vielen
Malignomen beobachtet und wurde bereits in einigen Studien auch innerhalb des
KRK beschrieben (76-79, 87, 88, 97, 108). Eine Studie von Barozzi et al. schlug IGF-
Il als einen der relevantesten biologischen Marker beim KRK vor (81). Laut ihren
Untersuchungen ist eine hohe Expression von IGF-Il ein pradiktiver Faktor fur
Lebermetastasen (80, 81).

Darlber hinaus kénnten IGF-I und IGF-II in Zukunft besondere Bedeutung als
pradiktive therapeutische Zielmolekule fur neuartige TherapiemalRnahmen (mit sog.
,Biologicals®) dienen (102).

Tumorsuppressorgene

Adenomatous polyposis coli (APC)

Die familiare adenomatdse Polypose ist charakterisiert durch das Auftreten von
Keimbahnmutationen des APC-Gens; jedoch sind auch in ca. 80% der sporadischen
KRK somatische APC-Mutationen detektierbar (8). Die Funktionen des vom APC-
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Gen kodierten Proteins sind unter anderem Signaltransduktion Uber den wnt-
Signalwegs, Vermittlung interzellularer Adhasionsphanomene und Stabilisierung des
Zytoskelett (55). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass chromosomale
Allelverluste im Bereich des APC-Locus (Chromosom 5q) keine prognostische
Relevanz haben (46). Dies scheint auch nicht weiter verwunderlich, da Alterationen
des APC-Gens als initiales Ereignis des Tumorsuppressor-Pathways angesehen
werden (8). Dementsprechend ist eine prognostische Relevanz weniger fur APC
selbst zu erwarten als fur andere, erst spater im Verlauf der Tumorprogression

alterierte Tumorsuppressorgene.

Deleted in Colorectal Cancer (DCC)

Mehrfach wurden Allelverluste im Bereich des Chromosoms 18q als Marker einer
schlechteren Prognose des KRK gewertet (15, 46). Darlber hinaus fand sich eine
signifikante Assoziation zwischen 18g-Allelverlust und p53-Uberexpression, wobei
sich nur Ersterer in der uni- und multivariaten Analyse als prognostisch bedeutsam
erwies (56). Shibata et al. zeigten, dass eine DCC-Proteinexpression ein signifikant
positiver Pradiktor eines langeren Uberlebens fiir Tumoren im Stadium Il und 1l war
(57).

p53

Besonders in den letzten 10 Jahren fokussierten zahlreiche Forschungsgruppen ihr
Interesse auf das auf dem Chromosom 17p13.1 lokalisierte p53-Gen. Zahlreiche
immunhistochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen, die die
Bedeutung des p53-Gens fur die Prognose des KRKs an uber 3 000 Patientinnen
evaluierten, ergaben eine zu gleichen Teilen entweder eine schlechtere
Uberlebensrate der p53-positiven Falle oder keine Assoziation zwischen p53-
Uberexpression und Prognose (8, 15). Einige Studien lieBen eine gréRere
prognostische Signifikanz erkennen, wenn zusatzlich zu p53-Alterationen auch bcl-2-
Veranderungen in denselben Patientinnen detektierbar waren. Eine simultane p53-
Uberexpression und bcl-2-Negativitat war mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(58-60). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass der immunhistochemische Nachweis
von p53 durch eine langere Halbwertszeit infolge Mutation bedingt ist. Der Nachweis
von p53 am Gewebeschnitt gilt aber nicht als Beweis flr das Vorliegen einer
Mutation (110).
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Eine in Amerika durchgeflhrte Untersuchung an fast 1500 Patientinnen zeigte
ein signifikant haufigeres Auftreten von p53-Mutationen in Tumoren des distalen
Kolons, in hoheren Tumorstadien sowie in Karzinomen ohne MSI und K-ras-
Mutation. Die univariate Analyse ergab fur Patientinnen mit p53-Mutation zwar eine
schlechtere Prognose, die multivariaten Analyse aber bestatigte eine unabhangige
prognostische Relevanz jedoch nur fir G245-hot-spot-Mutationen und fir Mutationen
in Tumoren des proximalen Kolons (61). Alles in allem ist auf Grund der kontroversen
Datenlage davon auszugehen, dass die Bestimmung von p53-Alterationen allein
keine signifikante Assoziation mit dem Krankheitsverlauf aufweist. Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass eine p53-Bestimmung in Kombination mit weiteren

molekularen Parametern eine prognostische Bedeutung haben konnte (8).

1.6 Problemstellung

Das auf dem Chromosom 7g11.5 lokalisierte ,K homology domain contatining protein
overexpressed in cancer” (KOC), auch bekannt als L523S oder IMP-3, ist ein Mitglied
der RNA-Bindungsprotein-Familie. Es wurde erstmals 1996 in pankreatischen
Karzinomen identifiziert (62) und 1997 kloniert (63).

Die Mitglieder der RNA-Bindungsfamilie sind IMP1, IMP2 und IMP3 (IGF-II
mMRNA binding proteins 1, 2, 3). CRD-BP (Coding Region instability Determinant-
Binding Protein) und KOC sind identisch mit IMP1 und IMP3 und p62 stellt eine
Splice-Variante von IMP2 dar (64). Fur alle von diesen Proteinen wurde
nachgewiesen, dass sie an vielen verschiedenen Stellen eines fetalen Subtyps der
IGF-Il mRNA, auch bekannt als ,leader 3 mRNA®, binden kdnnen. Darlber hinaus
spielen sie eine entscheidende Rolle in der RNA-Wanderung und Stabilisation, DNA-
Bindung und Transkription, Zellwachstum und Zellmigration. Die Mitglieder der RNA-
Bindungsfamilie weisen distinkte strukturelle Charakteristika auf: Alle beinhalten eine
sequenzielle RNA-Bindungsregion, ein RNA-Erkennungs-Motiv in der N-terminalen
Region und 4 hnRNP (heterogenous nuclear ribonucleoprotein) K homology (KH)
Domanen in der C-terminalen Region des Proteins (64, 67). Die IMPs sind Uber viele
Spezies weit verbreitet, werden wahrend der Embryogenese so gut wie in allen
Geweben exprimiert. In reifen Organen ist die Expression allerdings grotenteils auf

die Plazenta, die Gonaden und die intestinale Mukosa beschrankt (64).
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Seit seiner Entdeckung 1996 wurde die Rolle von KOC in der Karzinogenese
intensiv in vitro und vivo untersucht (62-65,67). Die zellulare Wirkung von KOC ist
folgende: KOC bindet an die Transkripte des IGF-II-Rezeptors und reguliert auf
diesem Weg die IGF-Signaltransduktionskaskade. Weiterhin heftet sich KOC/L523S
an die IGF-Il binding protein mRNA und fuhrt dadurch mittelbar zu erhdhter
Zellproliferation auf dem Boden einer ungehemmten IGF-1I-Wirkung.

Unter physiologischen Bedingungen wird KOC wahrend der Embryogenese so
gut wie in allen Gewebetypen exprimiert und ist entscheidend am zellularen
Wachstum beteiligt. Die KOC-Expression kann in unterschiedlichem Ausmal} in
verschiedenen Organen gefunden werden, zum Beispiel in der Plazenta, den
Gonaden und der intestinalen Mukosa. In zahlreichen Malignomen, wie zum Beispiel
der Lunge, des Magens, der Gallenblase, der Haut, der Ovarien und in
Weichteilsarkomen beobachtet man eine KOC mRNA-Uberexpression im Vergleich
zum Normalgewebe (62, 63, 66).

Eine Untersuchung von Rochelle et al. hat gezeigt, dass eine hohe
immunhistochemische = KOC-Expression in  extrapulmonalen  kleinzelligen
Karzinomen, unabhangig von der anatomischen Lokalisation, gefunden werden kann
(68). Es liel3 sich aber keine Expression in hoch differenzierten neuroendokrinen
Tumoren (Karzinoiden) des Gastrointestinaltrakts detektieren. In Analogie dazu
wurde eine hochgradige KOC-Expression in kleinzelligen Lungenkarzinomen (90%)
und grofdzelligen neuroendokrinen Kazinomen berichtet, aber keine Positivitat in
typischen und atypischen Karzinoiden der Lunge mit Ausnahme von einem
atypischen Karzinoidtumor, der eine schwache Anfarbkeit in onkozytischen
Tumorzellen aufwies, nachgewiesen (70). Obwohl sich die verschiedenen Typen
pulmonaler und extrapulmonaler neuroendokrinen Tumoren, ungeachtet ihres
anatomischen Ursprungs, viele gemeinsame neuroendokrine Merkmale teilen,
unterscheiden sie sich doch bedeutend bezogen auf ihre zytogenetischen und
molekularen Charakteristika und Mechanismen, was eine fundamentale molekulare
Divergenz innerhalb dieser Tumoren anzeigt. Zytogenetische Studien haben gezeigt,
dass sich besonders die chromosomalen Alterationen unter diesen Tumoren
dramatisch von einander unterscheiden (70).

Die geschilderten Beobachtungen an neuroendokrinen Tumoren / Karzinomen
legen nahe, dass KOC ein wichtiges Molekdl, vielleicht sogar ein Schlisselmolekdl,

in der Regulation des biologischen Verhaltens von Karzinomen mit neuroendokriner
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Differenzierung darstellt. Das Spektrum neuroendokriner Tumordifferenzierung bei
Karzinomen des Gastroinestinaltrakts umfasst neben den kleinzelligen Karzinomen
auch grofdzellige neuroendokrine Karzinome; dartber hinaus kdonnen auch in der
konventionellen Lichtmikroskopie ,gewohnliche” Adenokarzinom eine Expression
neuroendokriner Marker zeigen (111).

Beim KRK ist die immunhistochemische Expression von KOC bislang nicht
systematisch untersucht worden. Die Daten von anderen Malignomen sind aber viel
sprechend, dass sich KOC auch als ein neuer unabhangiger Prognosefaktor beim
KRK bewahren kénnte. Die Bestimmung von KOC beim KRK, einschliel3lich der
Korrelation mit konventionellen Tumorparametern und der Prognose betroffener
Patientinnen, erscheint uns als vielversprechender Ansatz, zum Beispiel in Hinblick
auf die maogliche Selektionierung von Patientinnen fir eine adjuvante Therapie.
Weiterhin stellt KOC selbst, da es laut Literatur bei anderen Karzinomen mit der

Tumorprogression hoch reguliert wird, ein mogliches Therapieziel (,Target®) dar.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Am Institut fir Pathologie der Medizinischen Universitat Graz wurde fur den Zeitraum
vom 01.01.1984 bis 31.12.2005 eine Datenbank samtlicher Kolon- und
Rektumkarzinome mit einer Gesamtzahl von 7909 KRK bei 7564 Patientinnen (4095
Manner, 3469 Frauen; Ratio: 1,2:1) zusammengestellt. Aus dieser Datenbank wurde
eine Zufallsstichprobe, die 400 Patientinnen (entspricht 5%) umfasste, von Janner
1992 (EinfUhrung der computergestltzten Datenerfassung) bis Dezember 2000
erhoben. Unser Ziel war es dabei, ein Follow-up von mindestens funf Jahren zu
erreichen. Die Erhebung der Follow-up Daten wurde von einem Mitstudenten (Cand.

med. Richard Lindtner) sorgfaltig und gewissenhaft durchgefihrt.

Wir definierten folgende Ausschlusskriterien fur unsere Untersuchung:

1. Patientlnnen, die neoadjuvant mit Chemo- und/oder Radiotherapie vorbehandelt
worden waren wegen Therapie-bedingter Alterationen des Tumorgewebes (unter
anderem betreffend Tumorstadium und Differenzierung)

2. Patienlnnen mit syn- oder metachronen Zweitkarzinomen im Kolon oder Rektum
wegen unklarer Situation im Follow-Up (konkurrierendes invasives Malignom)

3. Patientinnen mit einem oder mehreren anderen konkurrierenden invasiven
Karzinomen (z. B. Mammakarzinom) wegen unklarer Situation im Follow-Up

4. Patientlnnen, die nur mit einer Polypektomie wegen eines T1-Karzinoms

therapiert wurden, wegen fehlender Lymphknotenresektion (unklare N-Kategorie)

2.1.2. Histopathologie

FUr die histopathologische Re-Evaluierung standen 381 (95%) Tumoren der 400
Patientinnen zur Verfigung. Das Kollektiv beinhaltete 215 Manner und 166 Frauen
(Ratio 1,3:1). Das mediane Erkrankungsalter lag bei 68,5, der Mittelwert bei 69,9
Jahren (Spannweite 28-93 Jahre).

Drei Untersucher, Univ. Doz. Dr. med. Cord Langner , Cand. med. Verena

Pollheimer und Cand. med Marion Pollheimer) evaluierten unabhangig von einander
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die histopathologischen Schnittpraparate. Folgende histopathologischen Parameter

wurden fur die Re-Evaluierung herangezogen:

e TNM-Klassifikation gemafy UICC 2002 (112)

e Differenzierungsgrad gemaf WHO-Klassifikation (127)

e Histologischer Typ (beinhaltet auch Bestimmung von muzinésen sowie
plattenepithelialen Anteilen) gemals WHO-Klassifikation (127)

e Anzahl der resezierten Lymphknoten

¢ Anwesenheit einer extra- und/oder intramuralen Lymph- oder
Blutgefaliinvasion

e Perineurale Invasion

e Tumorkonfiguration an der Invasionsfront (Border)

e Tumorzelldissoziation (Budding)

e Intra- und peritumorale Entzindung

¢ Anteil an eosinophilen Granulozyten an den Entziindungszellen

e Vorhandensein von (Mikro)Abszessen

e Peritumorale Lymphfollikel (Crohn’s like lesions)

e Perivaskulare lymphozytare Infiltrate (Cuffs)

e Auspragungsgrad von Nekrose

e Auspragungsgrad von Desmoplasie

Die Tumorlokalisation und GroRe wurde aus der Krankengeschichte entnommen.
Alle drei Untersucher waren bezuglich der klinischen Daten blind, da das Follow-up,
wie oben bereits erwahnt, von einem anderen Studenten durchgeflihrt wurde.

Zur Analyse standen im Mittel 4,5 (Medianwert 4, Spannweite 1-17) Gewebsblocke
zur Verfugung und in mehr als 90% der Falle waren zumindest drei Blocke

vorhanden.
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2.1.3. Follow-up

Das Follow-up bestand aus den ublichen Nachsorgesorgeuntersuchungen mit
Anamnese und einer routinemafig durchgefuhrten physikalischen Untersuchung,
Labortests mit Bestimmung von Blutbild, CEA, CA19-9 und Leberenzymen alle 3
Monate flr die ersten 3 Jahre und danach in einem sechsmonatigen Intervall. Eine
abdominale Ultraschalluntersuchung sowie ein Thoraxrontgen wurden in den ersten
3 Jahren alle sechs Monate und in den weiteren einmal im Jahr durchgefuhrt.
Weiters wurde bei Patientinnen mit einem Rektumkarzinom jahrlich eine CT
Untersuchung des Beckens durchgefihrt.

Die Krankheitsprogression wurde definiert entweder als Auftreten von lokalem
Tumorrezidiv (jedes nachweisbare Rezidiv im Follow-Up, ob alleine oder in
Kombination mit generalisietem Krankheitsrickfall) oder als Auftreten von
systemischem Tumorrediziv (jede nachweisbare Fernmetastase im Follow-Up, aulder
Lokalrezidiv).

Die Studie wurde im April 2007 von der Ethikkommission der Medizinischen

Universitat Graz genehmigt.

2.1.4. TMA-Konstruktion

Im Anschluss an die histopathologische Re-Evaluierung erfolgte die Analyse von ,K
homology domain contatining protein overexpressed in cancer‘ (KOC/ L523S) durch
Immunhistochemie. Die Analyse wurde unter Zuhilfenahme der Tissue Microarray
(TMA) Technik durchgefuhrt. Die TMAs wurden mittels eines manuellen Tissue-
arraying-Instruments (Beecher, Silver Spring, MD, USA) konstruiert. Diese Technik
wurde vor etwa 10 Jahren eingefihrt. Sie ermdglicht die rasche kostenarme
Untersuchung grof3er Patientinnenkollektive. Ein weiterer Vorteil ist die gleichmaRige
Farbung vieler Proben auf einem Objekttrager in einem Farbedurchgang und damit
unter identischen Bedingungen (128).

Bei der Konstruktion der TMAs wurden jeweils zumindest 3 reprasentative
Gewebestanzen (Durchmesser 0,6mm) aus den primaren Tumorblocken
(formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe), von unterschiedlichen
Tumorabschnitten und wo vorhanden auch aus zugehérigen Lymphknoten- und

Fernmetastasen, in einen TMA-Block Uberfuhrt. Insgesamt wurden acht TMA-Blécke
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mit zusammen 2760 Stanzen erstellt. Darunter waren 1907 Stanzen der 381
Primartumoren (im Mittel und Median 5 Stanzen pro Tumor, Spannweite 3-14) und
853 Stanzen von 211 Metastasen (im Mittelwert 4.6 und Median 4 Stanzen pro
Metastase, Spannweite 3-12).

Die 381 Patientinnen teilten sich wie folgt auf: 220 nur mit Primartumor, 119
mit  Primartumor und Lymphknotenmetastase, 18 mit Primartumor und
Fernmetastase und 24 Patientinnen mit sowohl Lymphknoten- als auch
Fernmetastase. Von den 381 Primartumoren mussten letztlich 2 wegen im Archiv
nicht auffindbarer Tumorblocke aus der Auswertedatei entfernt werden. Somit
standen am Ende 379 Primartumoren flr die immunhistochemische Analyse zur
Verfugung.

Folgende Verteilung konnte fur die Lokalisation der Fernmetastasen gefunden
werden: Am haufigsten waren die Leber (insgesamt fiunfzehn Mal und einmal mit
einer ovariellen Mitbeteiligung) und das Peritoneum (zwolf Falle, zweimal die
Eierstocke und einmal die Haut mitbetroffen) von einem metastastischen Befall
betroffen. Bei weiteren funf Patientinnen zeigten das Cerebrum, in drei Fallen der
Gastrointestinaltrakt  (zweimal der Dinndarm und einmal der Magen)
Fernmetastasen. Die Lunge war in zwei weiteren Fallen das Ziel der Metastasierung.
Am seltensten (je einmal) standen Tumorabsiedelungen in der Milz, den Ovarien,

oder im Knochen fir die weitere Aufarbeitung und Auswertung zur Verfigung.

2.2. Immunhistochemie

2.2.1. Farbeprotokoll

Von den TMAs wurden 3um dicke Schnitte hergestellt und mit einem gegen KOC
gerichteten monoklonalen Antikdrper (siehe unten) gefarbt. Eine Vorbehandlung des
Gewebes mit proteolytischen Enzymen wurde nicht durchgefihrt. Zur
hitzeinduzierten Epitopdemaskierung (heat-induced epitope retrieval, HIER) wurden
die Paraffinschnitte in eine vorgewarmte Pufferlosung (Target Retrieval Solution pH
9, Dako, Code-Nr. S2368; Dako, Glostrup, Danemark) eingetaucht und in einem
Wasserbad (95-99 °C) erwarmt (40 Minuten) Das Gefald mit Puffer und der

22



Objekttrager wurden nach der Hitzebehandlung 20 Minuten bei Raumtemperatur
abgekuhlt.

Der Primarantikorper (Monoclonal Mouse Anti-Human IMP3, m-a-L523S,
Antigensynonym KOC; Dako) wurde mit Dako Real™ Antibody Diluent (Code-Nr.
S2022) auf 1:100 verdinnt und danach auf die TMA-Schnitte aufgebracht
(Inkubationszeit 60 Minuten bei Raumtemperatur). Als Detektionssystem wurde Dako
Real™ EnVision™ HRPRabbit/Mouse (Code-Nr. K 5007) verwendet (Inkubationszeit
30 Minuten bei Raumtemperatur). Abschliellend wurde eine Gegenfarbung mit
Hamatoxilin nach Mayer durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente ein duktales
Adenokarzinom des Pankreas. Als Negativ-Kontrollreagenz kam Dako Negative
Control, Mouse IgG2a (Code-Nr. X0943) zur Anwendung, das auf dieselbe IgG-

Konzentration wie der Primarantikorper verdinnt wurde.

2.2.2. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei von einander
unabhangigen und in Hinblick auf die klinisch-pathologischen Daten geblindeten
Beobachtern (Univ.-Doz. Dr. med. Cord Langner und Cand. med. Verena Pollheimer)
auf ihre Immunreaktivitat in einem semiquanitativen Ansatz untersucht.

Die Immunreaktivitdt wurde als positv gewertet, wenn das Zytoplasma eine
deutliche braune Farbung aufwies, eine allfallige nukleare Expression fand keine
Berucksichtigung. Die Immunreaktivitat wurde in folgenden Kategorien eingeteilt: O:
keine Reaktivitat; 1+ (1-10%), 2+ (11-25%), 3+ (26-50%), 4+ (51-75%), 5+ (76-90%),
6+ (>90%). Um eine leichtere statistische Auswertung zu gewahrleisten, fuhrten wir
eine weitere Stratifizierung wie folgt durch: Score 1: < 10%, Score 2: 10-50%, Score
3: >50%. Des Weiteren bewerteten wir die Intensitat der Farbung mit 1 (schwach), 2

(mittelstark) und 3 (stark), vergleiche dazu die Farbabbildungen im Ergebnisteil.

2.3. Statistik

Assoziationen zwischen KOC-Expression und Tumorparametern wie T- und N-
Klassifikation, = UICC-Stadium,  Tumordifferenzierung  (Grad), = Tumorgrol3e
(Durchmesser) und Lymph- und/oder Blutgefaldinvasion wurden mit Hilfe des Chi-

Quadrat-Tests untersucht. Das progressionsfreie und krankheitsspezifische
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Uberleben wurde mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet und mittels Log-Rank-
Test verglichen. Die Uberlebenskurven wurden graphisch dargestellt. Alle

angegebenen p-Werte sind zweiseitig mit Signifikanz bei p<0.05.
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3. Ergebnisse

3.1.1. Pathologische Daten

Die Tumoren waren wie folgt auf das Kolon und Rektum verteilt: 49 (13%) der
Tumoren befanden sich im Zékum (ICD-O C18.0), 27 (7%) im Colon ascendens
(ICD-O C18.2), 18 (5%) an der Flexura hepatica (ICD-O C18.3), 13 (3%) im Colon
transversum (ICD-O C18.4), 13 (3%) an der Flexura lienalis (ICD-O C18.5), 15 (4%)
im Colon descendens (ICD-O C18.6), 82 (22%) im Colon sigmoideum (ICD-O
C18.7), 15 (4%) am rektosigmoidalen Ubergang (ICD-O C19) und 149 (39%) im
Rektum (ICD-O C20).

B Zokum

O Kolon aszendens
B Flexura hepatika

O Kolon transversum
M Flexura lienalis

O Kolon deszendens

@ Kolon sigmoideum

I rektosigmoidaler Ubergang

B Rektum

Abb. 1
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Abb.2

28 (7%) Patientinnnen wiesen ein pT1-, 70 (19%) ein pT2-, 218 (57%) ein pT3- und
65 (17%) ein pT4-Karzinom auf.

UICC-Stadienverteilung
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Abb.3

In 82 der 381 (21%) Patientinnen bestand zum Zeitpunkt der Operation ein UICC-
Stadium |, in 125 (33%) ein UICC-Stadium I, in 151 (40%) ein UICC-Stadium IIl und
in 23 (6%) ein UICC-Stadium V.
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Differenzierungsgrad
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Abb. 4
121 (32%) Tumore zeigten einen hohen, 138 (36%) Tumore einen mittleren und 99

(26%) Tumore einen niedrigen Differenzierungsgrad. In den verbleibenden 23 (6%)

Fallen lagen ganz oder in Teilen undifferenzierte Karzinome vor.

Die histologische Re-Evaluierung der KRK lieferte insgesamt:

O Adenokarzinome

H muzinose
Adenokarzinome

B Siegelringzell-
Karzinome

O medullare Karzinome

H adenosquamose
Karzinome

B undifferenzierte
Karzinome

Abb. 5
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- 318 (84%) tubulare Adenokarzinome
- 44 (12%) muzinése Adenokarzinome
- 3 (1%) Siegelringzell-Karzinome

- 2 (1%) medullare Karzinome

- 1(0%) adenosquamdses Karzinom

- 13 (2%) undifferenzierte Karzinome

Betrachtet man den Anteil an muzindser Differenzierung (unter 50% der Flache) bei
nicht-muzinésen Karzinome kommt man insgesamt auf 70 (22%) von 317
konventionellen Adenokarzinomen. Diese wurden von uns, gemal} ihres muzindsen
Anteils, weiter unterteilt: 32 (46%) Adenokarzinome zeigten einen muzindsen Anteil
von £10%, 23 (33%) Adenokarzinome einen muzinésen Anteil von 11-25% und 15
(21%) Adenokarzinome einen muzindsen Anteil von 26-50%igen. Bei 247 Tumoren
bestand keine muzindse Differenzierung.

Insgesamt 158 (42%) KRK wiesen entweder eine Blut- oder eine
Lymphgefalinvasion auf. Bei 223 (59%) Tumoren konnten wir weder einen
Veneneinbruch noch einen Lymphgefalbefall feststellen. Im Detal wurden folgende
Befunde erhoben: 126 (33%) der Tumoren prasentierten sich mit
Lymphgefalinvasionen, davon waren 56 (44%) intramural, 7 (6%) extramural und 63
(50%) kombiniert intra-/extramurale gelegen. Eine Blutgefainvasion war bei 87
(23%) der 381 Tumoren nachweisbar. Davon waren 14 (16%) intramural, 54 (62%)
extramural sowie 19 (22%) kombiniert intra-/extramurale gelegen.

Eine Metastasierung in regiondare Lymphknoten lag bei 168 (44%)
Patientinnen vor. In 83 (22%) Fallen wurden Metastasen in 1-3 Lymphknoten
gefunden (pN1), in 85 (22%) Fallen in 4 oder mehr Lymphknoten (pN2).
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Abb. 6

Die Grofenverteilung der KRK variierte innerhalb der Spannweite von 0,6 bis 16cm.
Der Medianwert lag bei 4,5 cm, der Mittelwert mit 4,7 cm knapp dartber. 5 (1%)
Tumoren zeigten einen Durchmesser von <1 cm, 26 (7%) einen von 1,1 bis 2 cm, 52
(15%) einen von 2,1 bis 3 cm, 79 (22%) einen von 3,1 bis 4 cm, 84 (23%) einen von
4,1 bis 5 cm, 57 (16%) einen von 5,1 bis 6 cm, 18 (5%) einen von 6,1 bis 7cm, 18
(5%) einen von 7,1 bis 8 cm, 6 (2%) einen Durchmesser von 8,1 bis 9 cm, 6 (2%)
einen zwischen 9,1 und 10cm sowie 8 (2%) einen Durchmesser von >10cm. In 22

Fallen (6%) war die Tumorgré3e unbekannt.

3.1.2. Immunhistochemie

Eine Expression von KOC im Zytoplasma der Tumorzellen bestand in 150 (40,5%)
der 370 Primartumoren. Im Detail ergab die Analyse eine Immunpositivitat von <10%
der Tumorzellen in 35 (23%), von 11-25% in 31 (21%), von 26-50% in 11 (7%), von
51-75% in 23 (15%), von 76-90% in 20 (13%) und von >90% in 30 (21%) der 150
positiven Primartumoren. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in 77 (51%)
Fallen eine Immunpositivitat von bis zu 50% erreicht wurde. In den verbleibenden 73
Primartumoren (49%) wurde eine KOC-Expression von mehr als 50% nachgewiesen

werden. Ubertragen in unser Scoring-Schema lieferte unsere Analyse eine Anzahl
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von 35 (23%) fur den Score 1, 42 (28%) fur den Score 2 und 73 (49%) Score 3. In
220 (59%) fallen war der Primartumor negativ fir KOC.

Elf (3%) von den ursprunglich 381 Primartumoren wurden als nicht auswertbar aus
der Analyse ausgenommen. Bei zwei Patientinnen fehlten die Tumorblécke und in
den restlichen 9 Fallen war kein Tumorgewebe auf den TMA-Schnitten vorhanden
(Kein Tumor in der Stanze, Material abgeschwommen etc.). Dies fuhrte zu einer
Gesamtzahl von 370 KRK, die fur die finale immunhistochemische Untersuchung

herangezogen werden konnten.

Abb.7: TMA-Beispiel anhand von 6 Gewebestanzen, in der oberen Reihe fokale

Anfarbung (Score 1), in der unteren Reihe starke diffuse Immunreaktion (Score 3,
Original x100).
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Abb. 8 : MaRige KOC-Expression (Score 2) in einem klassischen Adenokarzinom
(Original x200)

Abb. 9: Hochgradige KOC-Expression (Score 3) in einem klassischen
Adenokarzinom (Original x200)
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In manchen Fallen fiel eine ausgepragte Heterogenitat der KOC-Expression auf,

wahrend manche Stanzen eine starke Anfarbbarkeit zeigten, war bei zugehdrigen

anderen Stanzen eine schwache Farbung nachweisbar. Wenn dies der Fall war,

wurde von uns der Mittelwert aller Stanzen des betreffenden Tumors gewertet.
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Abb. 10: Heterogene KOC-Expression (Original x200)

Bezuglich der Farbeintensiat zeigten 58 (41%) Tumoren eine schwache, 61 (43%)

eine mittlere und 24 (17%) eine starke Intensitat. Folgende Bilder zeigen Beispiele.
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Abb. 12: Mittlere Farbeintensitat (Original x 400)
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Abb. 13: Starke Farbeintensitat (Original x 400)

Das zellulare Farbemuster fur anti-KOC ist normalerweise zytoplasmatisch,

allerdings beobachteten wir in 13 (4%) der Falle auch eine fokale nukleare Farbung.

Korrelation mit Tumorparametern

Die KOC-Expression zeigte eine signifikante Assoziation (p=0.001) mit der
Tumordifferentierung. Des Weiteren bestand eine signifikante Assoziation dem
Tumordurchmesser (p=0,034). Ein Trend konnte im Hinblick auf eine Assoziation mit
einer Lymphgefainvasion (p=0,084) verzeichnet werden. Eine Zusammenfassung

aller Daten zeigt Tabelle 3.
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Score 0 [Score 1Score2 Score 3
0% |<10% 10%50 >509| PWert

T-Klassifikation n
T1 26 22 2 0 2 0,456
T2 67 42 3 9 13
T3 214 120 21 29 44
T4 63 32 7 13 11
Tumordifferentierung n
G1 145 98 10 15 22 0,001
G2 140 82 18 20 20
G3 61 28 3 12 18
G4 24 8 2 4 10
N-Klassifikation n
N neg 230 151 19 23 37 0,086
N pos 142 67 14 28 33
Tumorstadium n
| 80 41 9 15 15 0,154
1l 120 73 11 15 21
1] 147 83 13 21 30
v 21 18 1 2 0
Lymphatische Invasion |n
LO 249 155 22 31 41 0,084
L1 121 61 11 20 29
Venose Invasion n
V0 283 170 24 39 50 0,268
V1 87 46 9 12 20
TumorgroRe
<4.5cm 191 119 23 20 29 0,034
>4.5cm 157 83 10 26 38
Tab. 3

Vergleich Primartumor und zugehorige Metastasen
Far 143 (39%) Primartumoren standen auch Bldcke von Lymphknotenmetastasen fur
die immunhistochemische Untersuchung zur Verfigung. Von diesen zeigten 58

(41%) Lymphknotenmetastasen eine Immunopositivitat, 66 (46%) waren KOC-

35




negativ und 19 (13%) wurden als nicht auswertbar eingestuft. Bei zwei Patientinnen
fehlten die Tumorblécke und in den restlichen 17 Fallen war kein Tumorgewebe auf
den TMA-Schnitten vorhanden (Kein Tumor in der Stanze, Material abgeschwommen
etc.).

In 75 von 143 (52%) Fallen mit positivem Primartumor waren auch die

Lymphknotenmetastasen positiv fur KOC.

Abb. 14: Lymphknoten mit KOC-positiver KRK-Metastase. (Original x200)

In 48 von 58 (83%) Falen mit negativem Primartumor zeigten die
Lymphknotenmetastasen eine negative KOC-Immunreaktion und waren in nur 10
(17%) Fallen positiv. Vergleicht man die KOC-Immunoreaktivitat in den
Primartumoren mit der KOC-Immunreaktivitat in den Lymphknotenmetastasen, so
findet man in bei allen 75 Patientinnen aquivalente Positivergebnisse. Bei 26
Patientinnen (35%) zeigte die Lymphknotenmetastase eine starkere Expression als
der dazugehdrige Primartumor. In 25 Fallen traf der umgekehrte Fall zu, namlich eine
starkere Expression im Primartumor als in der Lymphknotenmetastase und bei
weiteren 24 Patientlnnen verhielt sich die KOC-Expression sowohl im Primartumor
als auch in der Lymphknotenmetastase gleich.

AuRerdem standen fur die immunhistochemische Analyse in 43 (12%) Fallen

Fernmetastasen zur Verfugung. Unter ihnen prasentierten sich 21 (49%)
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Fernmetastasen mit einer KOC-Positivitat, 18 (42%) waren KOC-negativ und 4 (9%)
wurden als nicht auswertbar eingestuft. Bei diesen 4 Patientinnen war kein
Tumorgewebe auf den TMA-Schnitten vorhanden (Kein Tumor in der Stanze,
Material abgeschwommen etc.).

In 8 von 23 (35%) Fallen mit negativem Primartumor zeigten die
Fernmetastasen eine positive KOC-Immunreaktion. 15 (65%) Fernmetastasen
wiesen bei negativem Primartumor eine negative KOC-Immunreaktion auf.

In 6 (33%) von 18 Fallen mit positivem Primartumor waren auch die Fernmetastasen
positiv fir KOC. In den verbleibenden 12 Fallen waren die Immunreaktion als negativ
zu werten.

Wenn allerdings beide, sowohl der Primartumor als auch die Fernmetastase eine
KOC-Positivitat aufweisen, so lasst sich eine Zunahme an dem Prozentsatz an
positiven Zellen nachweisen. Im Detail heit das fur unser Kollektiv, 4 der 6
Patientinnen (67%) mit sowohl positiven Primartumor als auch positiver
Fernmetastase eine starkere KOC-Expression in der Fernmetastase. Bei den
restichen 2 Patientlnnen verhielt sich die KOC-Immunreaktion einmal im
Primartumor und in der Fernmetastase gleichsinning und das andere Mal war sie im

Primartumor starker ausgepragt.

3.1.3. Follow-up

Bei 350 der insgesamt 381 Patientlnnen (92%) waren Daten zum klinischen Verlauf
verfugbar. Die mittlere und mediane Follow-up-Zeit betrug 56 und 45 Monate, die
Spannweite betrug 0-15 Jahre. In 141 der 350 Patientinnen (40%) wurde eine
Krankheitsprogression nachgewiesen. 118 (33%) der Patientinnen verstarben dabei
an dem Karzinom, elf (3%) sind zum Zeitpunkt der Datenerhebung mit Metastasen
am Leben, sieben (2%) zeigen keinen Hinweisauf eine Krankheitsprogression nach
Metatastektomie und weitere funf (1%) Patientinnen verstarben innerhalb von 30
Tagen nach der Operation. Die mittlere Zeit bis zur Progression war 15 Monate
(Medianwert 7, Spannweite 0-88).

37



Krankheitsprogression in
Abhangigkeit vom Tumorstadium

HpT1
OpT2
B pT3
OpT4

Abb. 15

Die Krankheitsprogression verhielt sich in Abhangigkeit vom Tumorstadium wie folgt:
Ein/e Patient/in (4%) von 26 Patientinnen mit einem pT1-Karzinom, 13 (19%) von 68
mit einem pT2-Karzinom, 77 (40%) von 195 mit einem pT3-Karzinom und 50 (83%)

von 60 mit einem pT4-Karzinom zeigten einen Progress ihrer Tumorerkrankung

Das progressionsfreie Uberleben von Patientinnen mit einem KOC-positiven
Karzinom betrug nach 120 Monaten 55% und bei Patientinnen mit einem KOC-
negativen Karzinom 60% (siehe Abb. 9). In dem Patientinnenkollektiv mit einer KOC-
Expression von <10% ergab sich ein progressionsfreies Uberleben von 59% nach
120 Monaten und in der Gruppe mit einer KOC-Expression von >10% von 58%
(siehe Abb. 10). Das progressionsfreie Uberleben bei Patientinnen mit einer KOC-
Expression <50% lag bei 57% und mit einer KOC-Expression >50% bei 58% (siehe
Abb. 11).

Fir das krankheitsspezifische Uberleben ergaben sich sowohl fiir Patientinnen mit

KOC-positiven Tumoren als auch fir Patientinnen mit KOC-negativen Tumoren

aquivalente Ergebnisse von 60% nach 120 Monaten (siehe Abb. 12).
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Das krankheitsspezifische Uberleben bei Patientinnen mit einer KOC-Expression von
<10% betrug 59% und bei Patientinnen mit einer KOC-Expression von >10% bei
60% (siehe Abb. 13).

In dem Patientlnnenkollektiv mit einer KOC-Expression von <50% ergab sich ein
krankheitsspezifisches Uberleben von 63% und in der Gruppe mit einer KOC-
Expression von >50% von 59% (siehe Abb. 14).

Zusammenfassend zeigte in unserem Patientenkollektiv die KOC-Expression keine
Beziehung mit dem Patiententberleben, dies betrifft sowohl das progressionsfreie als
auch das krankheitsspezifische Uberleben. Samtliche Unterschiede waren nicht

signifikant.
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Abb. 16:

Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression (p=0,48).
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Abb. 17:

Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression von >10% (p = 0,51).
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Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression von >50% (p =0,91).
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Kaplan-Meier-Kurven fir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression (p =0,56).
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Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression von >10% (p =0,64).
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Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsspezifische Uberleben beziiglich einer KOC-

Expression von >50% (p =0,77).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von ,K homology domain containing
protein overexpressed in cancer’ (KOC/L523S), auch bekannt als IMP3 (Insulin-like
Growth Factor 1| mRNA-bindendes Protein 3) beim KRK mittels Immunhistochemie
analysiert und eine Korrelation mit konventionellen Tumorparametern und dem
Uberleben der betroffenen Patientinnen vorgenommen.

Verschiedene Aspekte zur individuellen Abschatzung von Progression und
Prognose des KRK sind in den vergangenen Jahrzehnen erforscht worden. Durch
Anwendung immunhistochemischer und molekularbiologischer Methoden konnten
zahlreiche Faktoren in der molekularen Pathogenese des KRK beschrieben und
hinsichtlich ihrer Bedeutung flr den Krankheitsverlauf und die Prognose betroffener
Patientinnen evaluiert werden. So wurden in den letzten Jahren grof3e Fortschritte in
der  Charakterisierung von Tumorsuppressorgenen, (Proto)Onkogenen,
Zellzyklusregulatoren, Markern far Proliferation und Apoptose,
Zelladhasionsantigenen und Angiogenesefaktoren, speziell auch in Hinblick auf ihre
prognostische Signifikanz, gemacht (8).

Trotzdem hangt auch heute noch die Therapieplanung beim KRK ganz
wesentlichen von den konventionellen pathohistologischen Eigenschaften des
Tumors ab. Unter diesen ist die Klassifizierung der Lasionen im TNM-System der
UICC das wichtigste und am besten evaluierte Instrument fir Prognoseabschatzung
und Therapie, und jeder neue Marker ist am ,Goldstandard“ des TNM-Systems zu
messen. Es ist allerdings bekannt, dass nicht jeder Patient eines bestimmten TNM-
Stadiums tatsachlich auch die gleiche Chance hat zu Uberleben. Diese Kenntnis
fUhrte zu einer Vielzahl von Ansatzen, weitere Prognosefaktoren zu ermitteln, jeweils
mit dem Ziel, eine prazisere Risikostratifizierung und dadurch auch individuellere
Prognoseabschatzung zu erreichen und infolgedessen Hochrisikopatientinnen zu
identifizieren, die von neuen und mafigeschneiderteren Therapieansatzen profitieren
konnten.

Laut McLeod handelt es sich bei einem Prognosefaktor um eine Variable, die
Aufschliisse Uber das Uberleben gibt, die Resultate der (konventionellen)
histopathologischen Untersuchung erweitert und der Therapieplanung natzt (15). Um
zu eruieren, ob ein Parameter als Prognosefaktor geeignet ist, muss er

unterschiedliche Voraussetzungen erfullen. Besonders wichtig ist in diesem
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Zusammenhang eine vom TNM-Stadium unabhangige Wertigkeit. Laut Richtlinien
der European Group on Tumour Markers wird eine Auswertung in spezifischen
Untergruppen empfohlen (116). Um nun als klinisch relevant eingestuft werden zu
konnen, muss ein neuer Prognosefaktor verschiedene Anforderungen erfullen, Duffy

(117) gibt dazu folgende allgemeine Kriterien vor:

1) Der Faktor muss vom TNM-System unabhangig sein,
2) ein starkerer Parameter fiir ein schlechteres Uberleben sein und/oder
3) weitere prognostische Informationen zu den Subgruppen des TNM-

Systems geben

Von verschiedenen Autoren wird die Berucksichtigung der klinischen Signifikanz
eines neuen Prognosefaktors immer wieder hervorgehoben. Das College of
American Pathologists (CAP) hat eine Aufgliederung der Prognosefaktoren in 3
Kategorien empfohlen (118). Diese Unterteilung wurde vom American Joint Comittee
on Cancer (AJCC) abgewandelt und von Compton et al weiter erganzt (33, 34). Sie

sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Kategorie 1 In der Literatur fundiert untermauerte Faktoren, welche in der

Therapie von Patientinnen berlcksichtigt werden

Kategorie 2 Klinisch und/oder biologisch intensiv analysierte Faktoren:
a: in klinischen Studien getestet
b: biologische und Vergleichsstudien vorhanden, aber wenige

klinische Outcomestudien

Kategorie 3 Weder Kriterien fur Kategorie 1 noch fur Kategorie 2 zutreffend

Kategorie 4 Faktoren, die gut untersucht wurden, aber keine prognostische

Aussagekraft haben

Tab. 4 Kategorien von Prognosefaktoren (nach 33)

Eine Reihe konventioneller pathologischer Merkmale weisen beim KRK eine
unabhangige prognostische Signifikanz auf (9). Als solche histologisch zu
erfassenden Pradiktoren, die (wenngleich nicht ganz unumstritten) mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind, gelten: Invasion lymphatischer und venodser

Gefalle, perineurale Infiltration und eine (fokale) Dedifferenzierung im Bereich der
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Invasionsfront. Mit einer signifikant besseren Uberlebenswahrscheinlichkeit ist
hingegen eine lymphatische Infiltration des Tumors bzw. des peritumordsen
Gewebes verbunden, wobei die Kriterien fur die quantitative und qualitative
Erfassung dieses Parameters in den verschiedenen Studien differieren (8, 10, 11).
An dieser Stelle sind auch einzelne Studien zu erwahnen, die die Eosinophile als
einen unabhangigen Parameter einer signifikant besseren
Uberlebenswahrscheinlichkeit dokumentiert haben (113).

Zahlreiche molekulare Faktoren sind in den vergangenen Jahren in Hinblick
auf ihre prognostischer Aussagekraft beim KRK analysiert worden. Eine Auswahl ist

im Folgenden dargestellt (9, 11):

Ki-ras, bcl-2, P21, c-myc, LOH 18q/DCC, MSI-H, LOH 1p, P27, LOH p53/17p,
LOH 8p, BAX, Nm23-Gen, Thymidinphosphatase, Thymidilatsynthase.

Unter diesen molekularen Faktoren wurde in unterschiedlichen Studien fir MSI-H,
Thymidilatsynthase und LOH 18q/DCC eine unabhangige prognostische Relevanz
(9, 11) nachgewiesen.

Jungste Erfolge in der DNA-Microarray-Technologie haben zur Identifikation
zahlreicher Tumor-assoziierter Gene gefuhrt, unter ihnen ist ,K homology domain
containing protein overexpressed in cancer® (KOC/L523S), auch bekannt als IMP3
(Insulin-like Growth Factor Il mRNA-bindendes Protein 3). KOC ist ein onkofetales
RNA-bindendes Protein bestehend aus 580 Aminosauren, das vier K-Homologie-
Domanen besitzt und durch ein 4.350-bp-mRNA-Transkript kodiert und vom
IGF2BP3-Gen auf Chromosom 7p11.5 gebildet wird (62, 120). Wahrend der
Embryogenese steuert das 65-70-kDa-Protein die Transkripte des Insulin-like
Growth Factor Il (IGF-1l) und dartuber hinaus wird es spater in verschiedenen Zellen
in unterschiedlichen Tumoren, z.B. im Plattenepithelkarzinom der Lunge sowie im
Adenokarzinom von Lunge und Pankreas, neu exprimiert (64, 63, 121, 122).

Seit seiner Entdeckung wurde die Rolle von KOC in der Karzinogenese
intensiv in vitro und in vivo untersucht (62-65,67). Die zellulare Wirkung von KOC ist
folgende: KOC bindet an die Transkripte des IGF-IlI-Rezeptors und reguliert auf
diesem Weg die IGF-Signaltransduktionskaskade. Weiterhin heftet sich KOC an die
IGF-1I binding protein mRNA und fihrt dadurch mittelbar zu erhéhter Zellproliferation
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auf dem Boden einer ungehemmten IGF-1I-Wirkung. Getriggert durch die Bindung
von IGF-I oder IGF-Il wird eine intrazellulare Signalkaskade in Gang getrieben,
welche wiederum durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in eine gesteigerte
Zellproliferation mindet (74, 85, 86).

Unter physiologischen Bedingungen wird KOC wahrend der Embryogenese so
gut wie in allen Geweben exprimiert und ist entscheidend am zellularen Wachstum
beteiligt. Eine Loss-of-function-Analyse von KOC zeigte, dass das Molekul notwendig
ist fir Zelladhasion und -fortbewegung (128). Gegen KOC gerichtete Antikorper
fuhren in (adulten) nicht-neoplastischem Geweben zu einer spezifische Anfarbung;
im Allgemeinen ist die Farbungsintensitat jedoch schwach. Eine intensive Reaktivtat
zeigen Oozyten, DrlUsenepithel des Magens sowie Plattenepithelzellen und Zellen
der Keimzentren in den Tonsillen (62).

In zahlreichen Malignomen beobachtet man eine KOC mRNA-Uberexpression
im Vergleich zum Normalgewebe (62, 63, 66). KOC wurde in den vergangenen
Jahren dabei vor allem Hinblick auf seinen (differenzial)diagnostischen Wert
untersucht. So wird KOC auch als molekularer Indikator fur Malignitat bezeichnet und
besonders die Untersuchungen am Pankreas sind diesbezuglich viel versprechend:
Beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas findet sich eine Uberexpression im
Tumorgewebe (im Vergleich mit Normalgewebe). Eine Untersuchung von Yantiss et
al. hat darlbergezeigt gezeigt, dass die Expression von KOC mit dem Tumorstadium
linear korreliert ist (64). In anderen Neoplasien des Pankreas, wie z. B. endokrine
Tumoren, serose Zystadenome und solid-pseudopapillare Tumoren, wurde
einheitlich keine KOC-Immunreaktion gefunden (64). Bezogen auf das Pankreas
scheint die Expression von KOC ein relativ spates Ereignis in der neoplastischen
Transformation duktaler Zellen zu sein. KOC hat sich somit als ein hochspezifischer
und sensitiver Biomarker fir das Pankreaskarzinom herausgestellt (62, 64).

Die Expression von KOC ist jedoch nicht auf pankreatische Adenokarzinome
begrenzt. Eine Expression von KOC besteht weiters in Karzinomen des Magens,
Kolons, der Lunge und auch in Weichteilsarkomen (62, 63, 66). Darlber hinaus
wurde eine KOC mRNA-Expression in nicht-kleinzelligen Karzinomen der Lunge, in
Kopf-Hals-Karzinomen, und zu einem geringeren Prozentsatz auch in Karzinomen
der Leber und der Niere detektiert (64).

Beim konventionellen kolorektalen Adenokarzinom ist die Expression von

KOC bislang nur wenig untersucht worden. Die klinische Signifikanz einer Expression
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ist unklar. In unserem Patientenkollektiv wurde eine zytoplasmatische Expression
von KOC in knapp 40% der Falle beobachtet, in etwa der Halfte dieser Falle waren
mehr als 50% der Tumorzellen spezifisch angefarbt. Eine statistische Assoziation
bestand zwischen der Expression von KOC und der Tumordifferenzierung sowie der
TumorgréfRRe. Ein Trend konnte im Hinblick auf eine Korrelation mit der lymphatischen
Invasion verzeichnet werden. Keine Beziehung bestand zwischen der Expression
von KOC und dem N-Status.Eine auffallende Diskrepanz ergab sich aber zwischen
dem Farbeergebnis der Tumoren und ihren zugehodrigen Lymphknoten- und
Fernmetastasen.

Bei anderen Tumorentitaten widmeten sich einige Autoren der Assoziation der
KOC-Expression mit konventionellen Tumorparametern. Bezuglich pankreatischer
Neoplasien berichteten Yantiss et al (64) von einer signifikanten Beziehung zwischen
der KOC-Expression und dem Tumorstadium. Weiters wurde festgehalten, dass die
KOC-Expression bei praeinvasiven Lasionen (pankreatische intraepitheliale
Neoplasie bzw. PanIN) mit dem Dysplasiegrad assoziiert war (64). Die derzeitige
Literatur gibt keine Aufschlisse Uber die prognostische Signifikanz einer KOC-
Expression beim Pankreaskarzinom.

Bei Gallengangkarzinomen wurde keine statistisch signifikante Beziehung
zwischen einer KOC-Expression und dem Tumorstadium gefunden. Dieses Ergebnis
deckt sich mit unseren Befunden am KRK (133). Im Gegensatz zu unseren Daten
wurde bei Gallengangkarzinomen aber auch keine Beziehung zur
Tumordifferenzierung beobachtet (133).

Xu et al (70) untersuchten neuroendokrine pulmonale Tumoren in Hinblick auf
eine Assoziation zwischen dem Grad der Differenzierung und dem Ausmald der
KOC-Expression. |hre Ergebnisse zeigen dass KOC in gut differenzierten
pulmonalen neuroendokrinen Karzinomen eine starke Expression aufweist, wahrend
es in mittelgradig bis niedrig-differenzierten Karzinomen nicht immunreaktiv ist. Die
Beziehung zwischen der KOC-Expression und anderen Tumorparametern war nicht
Gegenstand ihrer Untersuchung.

Pryor et al (119) berichten von einer schwachen positiven Assoziation
zwischen dem Ausmald der KOC-Expression und der TumorgroRe beim
Merkelzellkarzinom: In dieser Studie fand sich eine signifikant starkerere KOC-
Expression bei Tumoren mit einer Grof3e tUber 1cm, verglichen mit Tumoren mit einer

Grofle unter 1cm (119). Allgemein wiesen die Merkelzellkarzinome ein ahnliches
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Expressions-Muster wie high-grade neuroendokrine Karzinome der Lunge und
extrapulmonale kleinzellige Karzinome auf. Die meisten der untersuchten Tumoren
exprimierten KOC stark und diffus, was sich auch mit dem Expressionsmuster in
high-grade neuroendokrinen Karzinomen deckt (68, 70).

Beim malignen Melanom zeigt sich ein Trend bezlglich einer Assoziation
zwischen der KOC-Expression und dem Tumorstadium (125). Des Weiteren wird
KOC signifikant haufiger in metastastischen Melanomen exprimiert (125). KOC ist
somit beim malignen Melanom mit der Tumorporgression assoziiert.

Bezogen auf das Nierenzellkarzinom zeigte die KOC-Expression eine
signifikante Assoziation mit dem Tumorstadium und dem Tumordurchmesse, dartber
hinaus fand sich eine signifikante Beziehung zum Differenzierungsgrad (69). In
Nierenzellkarzinomen wird KOC als ein unabhangiger prognostischer Biomarker
angesehen, der sowohl fur die initiale Diagnosestellung als auch fur die frihe
Abschatzung des Metastasierungsrisikos herangezogen werden kann (68, 69). Eine
zweite rezente Studie von Hoffmann et al (133) bestatigte die signifikante Beziehung
zwischen dem Ausmald der KOC-Expression und dem Tumorstadium und der
Tumordifferenzierung. Des Weiteren wurde eine Assoziation auch mit einer
regionalen Lymphknotenbeteiligung und dem Vorhandensein von Fernmetastasen
nachgewiesen.

Eine Untersuchung von Jeng et al (129), die an Uber 300 Magenkarzinomen
durchgefiihrt wurde, zeigte, dass die KOC-Expression eine Assoziation mit
fortgeschrittenen Alter, groRem Tumordurchmesser, tiefer Tumorinfiltration und
positivem N-Status (129) aufweist. Daruber hinaus war eine KOC-Immunpositivitat
signifikant mit dem Tumorstadium assoziiert. Eine signifikante Beziehung zur
Tumordifferenzierung wurde nicht nachgewiesen.

Eine immunhistochemische Analyse der KOC-Expression von Jeng et al (130)
an 377 chirurgisch resezierten unifokalen hepatozellularen Karzinomen zeigte eine
Korrelation mit hoher Alpha-Fetoprotein-Konzentration, einer Tumorgréf3e von >5cm,
schlechter Differenzierung und hohem Tumorstadium.

In einer weiteren Studie von Slosar et al (134), die an follikularen
Schilddrusentumoren durchgefuhrt wurde, konnte keine signifikante Korrelation
zwischen Tumorparametern und der KOC-Expression gefunden werden. KOC war in

dieser Studie aber ein viel versprechender Antikorper in der differenzial-
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diagnostischen Abgrenzung gutartiger und bdsartiger Tumoren bzw. auch in der
nosologischen Unterscheidung papillarer und follikularer Malignome (134).

Beim Osteosarkom wurde KOC kurzlich von Do et al untersucht (135). Sie
stellten eine Korrelation mit einem positiven M-Status fest. Dartber hinaus erwies
sich KOC als unabhangiger Prognoseparameter in Bezug auf das Gesamtuberleben
(135).

Beim Harnblasenkarzinom zeigte eine Untersuchung von Sitnikova et al (137)
eine starke Assoziation mit dem Tumorstadium und der Tumordifferenzierung auf.
Die Tumorgrofle stand hingegen nicht in Zusammenhang mit einer KOC-
Immunreaktivitat (137).

Bezlglich des Vergleichs der KOC-Expression zwischen Primartumor und
zugehoriger Fernmetastase existieren bislang keine Arbeiten. Unsere Untersuchung
war somit die erste, die auch Lymphknoten- und Fernmetastasen in die
immunhistochemische Analyse miteinbezogen hat. Vergleichende Arbeiten sind
notwendig, um die Signifikanz unserer Ergebnisse abschatzen zu kénnen. Daruber
hinaus muss geklart werden, ob es sich bei der von uns beobachteten Diskrepanz
zwischen dem Farbeergebnis der Primartumoren und ihrer korrespondierenden
Lymphknoten- und Fernmetastasen um einen echten biologischen Befund handelt,
oder aber ob die von uns beobachteten Unterschiede in Zusammenhang mit der
beobachteten intratumoralen Heterogenitat stehen. Mit anderen Worten, die
Befunddiskrepanz koénnte bei ausgepragter Heterogenitat allein auf die von uns
verwandte TMA-Methode zurlckgehen; hier mussen erganzende Farbungen an
Grof3schnitten erfolgen.

Die fehlende Expression von KOC in normalem, reifen Gewebe und seine
weitverbreitete Expression innerhalb eines weiten Spektrums von Malignomen macht
KOC zu einer moglichen Zielstruktur biologischer Tumortherapie. So beobachteten
Liao et al. (67) in vitro eine reduzierte Proliferation von K562 Leukamie-Zellen nach
siRNA Knockdown von KOC. Desweiteren postulierten Wang et al. (63), dass KOC in
Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen der Lunge als ein mogliches
zuklnftiges Therapie-Target fir eine Vakzine-Behandlung fungieren kénnte, da sie
eine durch KOC induzierte immunogene Antwort bei betroffenen Patientinnen
beobachten konnten. Eine klinische Phase | Studie einer Immuntherapie, welche auf
KOC in nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen abzielt, wurde bereits durchgeflihrt

(132). Alternative Therapieansatze ergeben sich vielleicht auch fir eine Manipulation
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am IGF-II-Rezeptor, Uber den KOC wirkt (102). Dies kdnnte eine therapeutische
Basis in der Behandlung von vielen Malignomen sein, muss aber in der Zukunft noch
genauer erforscht werden.

Darlber hinaus scheint es in Hinblick auf therapeutische Konzepte sinnvoll
besonders Metastasen auf eine KOC-Immunreaktion zu testen. In diesem
Zusammenhang sollte die Frage geklart werden, ob vom Expressionmuster des
Primartumors auf das in der korrespondierenden Metastase geschlossen werden
kann. Wenn dies der Fall sein sollte, konnte auf eine in vielen Fallen umstandlich
Biopsie der Metastase verzichtet werden. Auf die Problematik der in unserem
Kollektiv beobachteten Befunddiskrepanz ziwschen Primartumoren und zugehdrigen
Metastasen wurde in der Diskussion oben bereits eingegangen; eine definitive
Beurteilung ist diesbezuglich derzeit noch nicht maglich.

In unserem Patientenkollektiv zeigte die KOC-Expression keine Beziehung mit
dem Patientenliberleben, dies betrifft sowohl das progressionsfreie als auch das
krankheitsspezifische Uberleben. Daten zum KRK finden sich in der Literatur
diesbezuglich nicht, bei anderen Tumorentitaten wurde die prognostische Signifikanz
von KOC jedoch untersucht. Unter ihnen ist das Nierenzellkarzinom. Hier wurde wird
KOC als unabhangiger prognostischer Biomarker angesehen, der geeignet ist,
betroffene Patientinnen fur eine systemischen Therapie zu selektionieren (68, 69).
Fir das Magenkarzinom wurde ebenfalls eine prognostische Bedeutung
nachgewiesen. So zeigten Jeng et al. (129) an Uber 300 Tumoren, dass die
Expression von KOC ein unabhangiger Parameter fiur eine unginstige Prognose
darstellt. Auch in einer Studie an 377 chirurgisch resezierten unifokalen
hepatozellularen Karzinomen war die Expression von KOC mit einem ungunstigen
klinischen Verlauf hochsignifikant assoziiert (130). Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, dass KOC eine wichtige Rolle in der Tumorinvasion und der Metastasierung
von hepatozellularen Karzinomen spielt und die Expression im Tumorgewebe
betroffener Patientinnen dariber hinaus einen starken prognostischen Faktor
darstellt. Wie oben bereits angesprochen reprasentiert KOC auch beim malignen
Melanom einen neuartigen Progressionsmarker, der eine wichtige Rolle im
biologischen Verhalten dieses Tumors spielen konnte. Beim klarzelligen Typ des
Ovarialkarzinoms hat sich KOC ebenfalls als ein neuer prognostischer Biomarker

herausgestellt (136).
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Die von uns am KRK gewonnenen Daten stehen somit im Widerspruch zu den
Befunden an anderen Malignomen. Dies kann darauf zurlickzufihren sein, dass
KOC beim kolorektalen Karzinom im Vergleich zu den anderen bislang untersuchten
Malginomen tatsachlich keine prognostische Bedeutung aufweist. Hier sind weitere
Studien (mit noch héherer Patientinnenzahl) erforderlich, um diese Fragestellung zu
klaren. Beim Studiendesign sollte darauf geachtet werden, dass die Anwendung von
TMAs wegen der oben angesprochenen Heterogenitat der Immunexpression
moglicherweise nicht die ideale Methode darstellt. Eine immunhistochemische

Farbung am GrofR3schnitt sollte primar angestrebt werden.
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