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Referat

Im Jahr 2016 wurde bei 32.300 Miannern und 25.990 Frauen in Deutschland die Diagnose
kolorektales Karzinom gestellt. Es ist damit die zweithdufigste maligne Erkrankung bei
Mainnern, die dritthdufigste bei Frauen und allgemein die achthiufigste Krebserkrankung in
Deutschland (Robert Koch-Institut 2016). Die Diagnose kolorektales Karzinom wird im Laufe
des Lebens bei einem von 17 Minnern und einer von 20 Frauen gestellt, wobei etwa zwei
Drittel der Tumore im Kolon und ein Drittel im Rektum lokalisiert sind.

Die meisten bosartigen Merkmale von Tumorzellen werden durch aktivierte Onkogene und den
Verlust von Tumorsuppressoren aufgrund von Mutationen oder epigenetischer Inaktivierung
ausgeldst. Doch auch Mechanismen der Erkennung und Elimination von Zellen durch das
Immunsystem werden immer haufiger diskutiert. Das Immunsystem ist in der Lage, nicht nur
Krankheitserreger, sondern auch pathogene Korperzellen wie Tumorzellen zu erkennen und zu
zerstoren. Doch oft kdnnen Tumorzellen das Immunsystem umgehen. Als Folge wachsen und
proliferieren sie ungestort weiter und es entsteht ein Tumor.

Es gibt immer mehr Beweise dafiir, dass eine Tumorprogression nicht aufgrund eines Defekts
oder einer Verschlechterung des Immunsystems auftritt, sondern dass Tumorzellen vielmehr
verschiedene Strategien entwickeln, um der Immunerkennung zu entkommen. MHC-Antigene
sind Molekiile, die auf die Kommunikation mit dem T-Zellrezeptor, einem Teil des spezifischen
Immunsystems, und NK-Liganden, einem Teil des unspezifischen Immunsystems, spezialisiert
sind. Jede Anderung des MHC-Profils kann daher einen starken Einfluss auf die
Immunerkennung und die Immunreaktion gegeniiber Tumorzellen haben.

In dieser Arbeit wird der Fragestellung nachgegangen, ob der MAPK-Signalweg einen Einfluss
auf die  Exprimierung von  MHC-Klasse-I-Molekiilen ~ von  Tumorzellen in
Kolonkarzinomgeweben des Menschen hat.

Teilt man das Kolon auf Grundlage des embryologischen Ursprungs in einen rechten und einen
linken Teil, so fallen unterschiedliche physiologische Merkmale auf. In neuesten Studien wurde
von Unterschieden in klinischen, pathologischen und genetischen Merkmalen des
Kolonkarzinoms berichtet. Die aktuelle Datenlage erlaubt jedoch weder Riickschliisse auf
etwaige Ursachen der unterschiedlichen Verteilung klinischer und histopathologischer
Merkmale zwischen rechter und linker Seite, noch auf Hintergriinde der unterschiedlichen
Prognose rechtsseitiger und linksseitiger Kolonkarzinome (Jung u. a. 2017). Aus diesem Grund
war das Ziel dieser Arbeit, die Unterschiede zwischen rechts- und linksseitigem Kolonkarzinom

in Bezug auf die HLA-Exprimierung und den MAPK-Signalweg zu analysieren.

Geist, Jacqueline: Regulation der humanen Leukozytenantigen-A Expression durch den
Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Weg im Kolonkarzinom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.,
Diss., 66 Seiten, 2021
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1. Einleitung

s
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Abbildung 1: Darstellung des Kolons (Quelle: ©bbilderzwerg/Fotolia, https://www.leading-
medicine-guide.de/Innere-Organe/Enddarmkrebs, 05/2020)

1.1.Kolorektales Karzinom

1.1.1. Definition und anatomischer Aufbau

Das Kolon ldsst sich mit einer Lange von 1,50 m makroskopisch, von oral nach aboral
betrachtet, in Zikum, Kolon ascendens, Kolon transversum, Kolon descendens und Kolon
sigmoideum unterteilen. Die Flexura coli dextra befindet sich am Ubergang von Colon
ascendens zu Kolon transversum und die Flexura coli sinsitra am Ubergang vom Kolon
transversum zum absteigenden Kolon. Diese Grenzen sind von anatomischer Bedeutung.

Fiir das Kolon charakteristische Merkmale sind die Taenia libera, Taenia mesocolica und Taenia
omentalis, welche Verdickungen in der &uBeren Langsmuskelschicht sind und an denen
Fettanhéngsel, sogenannte Appendices epiploicae, hingen. Zudem treten im Inneren des
Darmlumens zirkuldre Plicae semilunares auf, zwischen denen Aussackungen, sogenannte
Haustren, zu erkennen sind (Aumiiller 2007).

Der Dickdarm hat hauptséchlich die Funktion, den Speisebrei durch Riickresorption von Wasser
und Elektrolyten einzudicken, wohingegen der Diinndarm Néhrstoffe aufspaltet und resorbiert.
AuBerdem produziert das Kolon Mukus, welcher den Speisebrei gleitfdhig macht. Das Kolon
weist die grofite Bakteriendichte innerhalb des menschlichen Korpers auf.

Der Darminhalt wird durch Kontraktionen der Muskelschichten erreicht, insbesondere durch

propulsive Bewegungen, welche eine von oral nach aboral gerichtete Defikation erlauben.



Laut Union Internationale contre le cancer (UICC) werden Kolonkarzinome als Tumore
definiert, welche zwischen der Ileozokalklappe und dem Rektum lokalisiert sind.
Rektumkarzinome werden als Tumore definiert, deren aboraler Rand bei der Messung mit dem
starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt ist (Wittekind und
Oberschmid 2010).

Die gro3e Mehrzahl der Kolonkarzinome gehen von den Driisenzellen der Tunica mucosa aus

und werden daher als Adenokarzinome bezeichnet (Robert Koch-Institut 2016).

1.1.2. Epidemiologie und Atiologie

Das Kolonkarzinom ist bei Frauen der zweit- und bei Ménnern der dritthdufigste maligne
Tumor in den deutschsprachigen Léndern. Jihrlich werden bei etwa 32.300 Ménnern und
25.990 Frauen in Deutschland ein kolorektales Karzinom diagnostiziert (Robert Koch-Institut
2016). Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 70-75 Jahren. Das mediane Sterbealter liegt
bei 76 Jahren (Ménner) bzw. 81 Jahren (Frauen) (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019). Etwa
zwei Drittel aller kolorektalen Karzinome betreffen das Kolon. Die absolute 5-Jahres-
Uberlebensrate wird mit 52% angegeben, die relative Uberlebensrate, welche die Sterblichkeit
in der Allgemeinbevdlkerung beriicksichtigt, liegt bei 63% (the GEKID Cancer Survival
Working Group u. a. 2012).

Seit etwa 2003 ist ein Riickgang der Erkrankungsraten im Kolon descendens und Rektum zu
erkennen. Fiir das Kolon ascendens und Kolon transversum haben sich die Erkrankungsraten

nach vorhergehendem Anstieg jedoch stabilisiert (Robert Koch-Institut 2016).
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Abbildung 2: Altersstandardisierte Neuerkrankungsraten, Darmkrebs (ICD-10 C18 — C20) nach
Lokalisation und Geschlecht, Deutschland (ausgewdhlte Register). 1999-2013. (Robert Koch-
Institut 2016)



1.1.3. Risikofaktoren

Folgende Faktoren erh6hen das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken:

L.

definierte genetische Krankheitsbilder, z.B.:

- das hereditire kolorektale Karzinom ohne Polyposis (HNPCC, Lynch
Syndrom)

- Adenomatése Polyposis-Syndrome (Patienten mit klassischer familidrer
adenomatdser Polyposis (FAP), Patienten mit attenuierter familidrer
adenomatoser Polyposis (AFAP), Patienten mit MUTY H-assoziierter Polyposis
(MAP)) (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019).

anamnestisch genetische Belastung (Verwandte ersten Grades von Patienten, bei denen
ein kolorektales Karzinom oder ein kolorektales Adenom vor dem 50. Lebensjahr
nachgewiesen wurde) (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019).

kolorektale Adenome als Vorldufer sporadischer Karzinome (Deutsche Krebshilfe,
AWMF 2019).

chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa) (Deutsche Krebshilfe,
AWMF 2019).

Toxika wie Rauchen und regelméBiger Alkoholkonsum (Bertz, Gesellschaft der
Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, und Robert-Koch-Institut 2006).
Erndhrung (ballaststoffarm, fettreich, hoher Anteil an rotem Fleisch) (Bertz,
Gesellschaft der Epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, und Robert-Koch-
Institut 20006).

Lebensstil (Adipositas, Bewegungsmangel) (Bertz, Gesellschaft der Epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland, und Robert-Koch-Institut 2006).

1.1.4. Klassifikation und klinische Pathologie
Die Klassifikation des Primértumors erfolgt laut der UICC (Stand 2017) auf Basis der TNM-

Kriterien. Tabelle 1 fasst diese Einteilung zusammen. Das T-Stadium beschreibt dabei die

GroBle bzw. Infiltrationstiefe des Primédrtumors, das N-Stadium klassifiziert den Befall der

Lymphknoten und das M-Stadium gibt Auskunft iiber das Vorhandensein von Fernmetastasen.

Dabei sind die T-Stadien so definiert, dass bei T1 der Tumor die Submukosa infiltriert, bei T2

die Muscularis propria, bei T3 die Subserosa oder das perikolische bzw. perirektale Fettgewebe

und bei T4 das viszerale Peritoneum (T4a) oder andere Organe/ Strukturen (T4b) infiltriert.



Tabelle 1: Ubersicht iiber Stadien der TNM-Klassifikation

Stadium | Primértumor | Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 Tis NO MO
I T1,T2 NO MO
A T3 NO MO
1IB T4a NO MO
1C T4b NO MO
HIA T1-2 NI (1-3 betroffene LK) |MO
T1 N2a (4-6 betroffene LK) | MO
111B T3-4 NI (1-3 betroffene LK) |MO
T2-3 N2a (4-6 betroffene LK) | MO
T1-2 N2b (>7 betroffene LK) | MO
IC T4a N2a (4-6 betroffene LK) | MO
T3-T4a N2b (>7 betroffene LK) | MO
T4b N1-2 MO
MIla (Fernmetastasen in einem Organ o.
IVA jedes T jedes N einer Lokalisation ohne Peritonealbefall)
M1b (Fernmetastasen in zwei 0. mehr Organen
IVB jedes T jedes N 0. Lokalisationen ohne Peritonealbefall)
MIc (Peritonealbefall mit o.
ohne Fernmetastasen in
IvC jedes T jedes N anderen Organen o. Lokalisationen)

In Hinblick auf weitere therapeutische Konsequenzen bei komplett entfernten pT1-Karzinomen
wird eine zusammenfassende Klassifikation in ,Low-risk“ (Gl, G2 und keine
LymphgefaBeinbriiche) oder ,,High-risk (G3, G4, und/ oder LymphgefaBeinbriiche (L1))
durchgefiihrt.

95% der kolorektalen Karzinome sind Adenokarzinome, die sich vor allem aus Adenomen, aber
auch aus Epitheldysplasien entwickeln. Zwischen dem Beginn der Adenomentstehung und der
karzinomatdsen Entartung liegen meist 10 Jahre. Fiir die Entwicklung vom Normalgewebe {iber
das Adenom und die intraepitheliale Dysplasie bis hin zum Karzinom (Adenom-Karzinom-
Sequenz) sind mehrere genetische Verédnderungen notwendig (Ackermann 2014).

80% der Adenokarzinome sind Low-Grade-Karzinome (G1, G2) mit histologisch tubuldren,

azindren, kribriformen oder papilldren Strukturen. Zu den High-Grade-Karzinomen (G3, G4)



zdhlen das muzindse Adenokarzinom, das Siegelringkarzinom und das undifferenzierte
Adenokarzinom.
Die restlichen 5% der kolorektalen Karzinome sind Plattenepithelkarzinome, Leiomyosarkome,

maligne Karzinoide, maligne Melanome und intestinale Kaposi-Sarkome (Ackermann 2014).

1.1.5. Histologie

Die Dickdarmschleimhaut lésst sich histologisch in mehrere Schichten unterteilen. Die Tunica
mucosa, bestehend aus zahlreichen, dicht nebeneinanderstehenden Krypten mit vielen
Enterozyten und schleimbildenden Becherzellen, liegt dem Lumen am néchsten. Direkt danach
kommt eine diinne Muscularis mucosae, gefolgt von einer Tela submucosa mit zahlreichen
Lymphfollikeln. Zuletzt gibt es die Muscularis externa, bestehend aus dem Stratum circulare
und Stratum longitudinale.

Neben dem normalen Epithel und der zahlreichen Becherzellen gibt es sogenannte

Kolonozyten, welche kurze Mikrovilli besitzen und NaCl und Wasser resorbieren.

Kolonkarzinome lassen sich auf histologischer Ebene in mehrere Subtypen unterteilen
(Aaltonen u. a. 2000):

- Klassisches Adenokarzinom

- Muzindses Adenokarzinom

- Siegelringzellkarzinom

- Medullares Karzinom

- Adenosquamoses Karzinom

- Plattenepithelkarzinom

- Kleinzelliges Karzinom

- Undifferenziertes Karzinom

Die klassischen Adenokarzinome machen mit rund 90% die Mehrheit der Kolonkarzinome aus.
Sie zeigen eine typisch driisige Konfiguration und sind charakterisiert durch die
Karzinominvasion durch die Muskelmukosa in die Submukosa. Muzindse Adenokarzinome
sind charakterisiert durch eine hohe extrazelluldre Schleimsekretion mit einem muzindsen
Anteil von mehr als 50%. Siegelringzellkarzinome sind gekennzeichnet durch intrazelluldre
Schleimproduktion mit einem Anteil von mehr als 50% Siegelringzellen. Das seltene medullére
Karzinom zeichnet sich aus durch seine prominenten Nukleolen und reichlich vorhandenem
Zytoplasma, welches von intraepithelialen Lymphozyten infiltriert ist. Das adenosquamdse
Karzinom zeigt sowohl Merkmale des Plattenepithelkarzinoms als auch des Adenokarzinoms,

entweder getrennt oder gemischt (Aaltonen u. a. 2000).



1.1.6. Vorsorge / Fritherkennung

Mit der Darmkrebsvorsorge/ -Fritherkennung flir die asymptomatische Bevolkerung sollte ab
dem Alter von 50 Jahren begonnen werden. Dabei besitzt eine komplette Koloskopie die
hochste Sensitivitdit und Spezifitit fiir das Auffinden von Karzinomen und Adenomen. Bei
unauffilligem Befund sollte diese nach 10 Jahren wiederholt werden. Bei Personen mit
durchschnittlichem Darmkrebsrisiko, die keine Koloskopie wiinschen, sollte jahrlich ein fikaler
okkulter Bluttest durchgefiihrt werden. Ein positives Ergebnis macht die endoskopische
Untersuchung des gesamten Dickdarms erforderlich.

Radiologische Verfahren wie die CT-Kolonographie und die MR-Kolonographie sollten nur bei
inkompletter Koloskopie und fortbestehendem Wunsch der Patienten auf komplette
Kolonbeurteilung erfolgen (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019).

Verwandte ersten Grades von Patienten mit kolorektalem Karzinom sollten in einem
Lebensalter, das 10 Jahre vor dem Alterszeitpunkt des Auftretens des Karzinoms beim
Indexpatienten liegt, erstmals komplett koloskopiert werden, spitestens im Alter von 40-45

Jahren.

1.1.7. Diagnose

1.1.7.1. Ubersicht

Obligater Bestandteil der praoperativen Ausbreitungsdiagnostik beim kolorektalen Karzinom ist
die digital-rektale Untersuchung und die komplette Koloskopie mit Biopsie.

Die Ultraschalluntersuchung des Abdomens und die konventionelle Rontgenaufnahme des
Thorax in 2 Ebenen erfolgt als Basisuntersuchung. Nur im Falle eines unklaren Befundes oder
des Verdachtes auf Fernmetastasen oder Infiltration von Nachbarorganen wird ein Mehrzeilen-
CT des Abdomens und Beckens bzw. im Falle des Verdachtes auf Lungenmetastasen ein CT
des Thorax durchgefiihrt (Deutsche Krebshilfe, AWMEF 2019).

Sowohl beim Kolonkarzinom als auch beim Rektumkarzinom sollte auerdem der CEA-Wert
bestimmt werden. CEA, das carcinoembryonale Antigen, ist ein Tumormarker, der vor allem
zur Verlaufs- und Therapiekontrolle von wichtiger Bedeutung sein kann.

Tabelle 2 fasst die wichtigsten praoperativen Ausbreitungsdiagnostiken zusammen.



Tabelle 2: Staging beim kolorektalen Karzinom (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019)

Kolonkarzino |Rektumkarzino
Untersuchung m

komplette Koloskopie

Bestimmung des Tumormarkers CEA

Abdomensonographie

oI oI I

Rontgen-Thorax

Starre Rektoskopie

MR (CT)-Becken

><><><><><><><E

Rektale Endosonographie bei lokal begrenztem Tumor

1.1.7.2. Molekularbiologische Diagnostik

Die molekularpathologische Charakterisierung der Erkrankung dient der prognostischen
Einschéitzung, sowie der Gewinnung pradiktiver Informationen hinsichtlich der
Therapieauswahl. Die Untersuchungen umfassen u.a. eine Analyse des Mutationszustandes der
RAS-Gene KRAS und NRAS (hotspot-Regionen der Exone 2, 3, und 4), des BRAF-Gens

(hotspot region im Exon 15) sowie des Status der Mikrosatelliteninstabilitét.

1.1.8. Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Therapie kolorektaler Karzinome sollte grundsétzlich auf Basis einer histologischen
Untersuchung geplant werden. Als Karzinome gelten Verdnderungen, bei denen atypische
epitheliale Formationen in die Submukosa infiltrieren (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019).

Zur kurativen Therapie des Kolonkarzinoms erfolgt in der Regel primir die mdglichst
vollstindige operative Resektion des Primértumors mit ausreichendem Sicherheitsabstand im
Gesunden und En-bloc-Entfernung des regionidren Lymphabflussgebietes. Dabei sollen 12 und
mehr Lymphknoten entfernt und untersucht werden (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019). Trotz
initial kurativer Intention kommt es allerdings hiufig, in Abhéngigkeit vom Tumorstadium, zu
Lokalrezidiven oder Fernmetastasen und damit zu einer hohen Mortalitét.

Die Therapie unterscheidet sich zwischen dem Kolon- und dem Rektum-Karzinom:

Bei Patienten mit Rektumkarzinom unterscheidet man hinsichtlich der Therapie zwischen den
einzelnen UICC-Stadien: Bei UICC 0 — I grenzt man nochmals Tis bis T1 von T2, NO, M0 ab.
Bei Ersterem, Tis bis T1, bevorzugt man in einer Low-Risk-Situation und Karzinomen unter
3cm die lokale Tumorexzision und in einer High-Risk-Situation die komplette Rektumresektion.
Bei Letzerem, T2, NO, MO, behandelt man ebenfalls mit einer Rektumresektion. Allgemein
verzichtet man meistens im UICC-Stadium 0 — I auf eine neoadjuvante Therapie.

Im UICC-Stadium II bis III behandelt man Tumoren im mittleren und unteren Drittel in der
Regel mit einer Rektumresektion verbunden mit einer neoadjuvanten Radiochemotherapie. Die

neoadjuvante Radiochemotherapie kann dabei das Tumorvolumen reduzieren und dadurch die




Operabilitit verbessern (Downstaging). Tumoren im oberen Drittel werden hingegen meistens
mit einer Rektumresektion verbunden mit einer adjuvanten Chemotherapie therapiert. Eine
adjuvante Chemotherapie im Anschluss an die Operation soll verbliebene Tumorzellen toten
und somit Rezidive verhindern.

Die chirurgische Therapie des Kolonkarzinoms sollte die komplette mesokolische Exzision
beinhalten. Eine adjuvante Chemotherapie wird bei Kolonkarzinomen ab T4 bzw. bei jedem
Lymphknotenbefall durchgefiihrt.(Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019)

So werden Rektumkarzinome des oberen Drittels in der Regel wie Kolonkarzinome behandelt:
Primére Operation mit einer adjuvanten Chemotherapie.

Einen Uberblick iiber die Therapie des Rektumkarzinoms gibt Tabelle 3:

Tabelle 3: Therapie Rektumkarzinom

UICC-
Stadium | TNM Leitliniengerechte Therapieempfehlung
0-1 - Low-Risk-Situation und Karzinom <3 cm: Lokale Exzision
- High-Risk-Situation : Rektumresektion/Rektumexstirpation
Tis bis T1 - Keine neoadjuvante Therapie
Rektumresektion/Rektumexstirpation
T2, N0, MO Keine neoadjuvante Therapie
11 bis T4, NO, MO
III jedes T, N1, MO
jedes T, Jedes N,
v Ml

Einen Uberblick iiber die Therapie des Kolonkarzinoms gibt Tabelle 4:

Tabelle 4: Therapie Kolonkarzinom

UICC-
Stadium TNM Leitliniengerechte Therapieempfehlung
0-1 - Endoskopische Resektion
- Keine adjuvante Chemotherapie
Tis bis T1
- Radikale chirurgische Resektion
- Keine adjuvante Chemotherapie
T2,N0, MO

- Radikale chirurgische Resektion
- Adjuvante Chemotherapie individuell erwégen

I bis T4, NO, MO




- Radikale chirurgische Resektion

- Adjuvante Chemotherapie
111 jedes T, N1, MO
jedes T, Jedes N,
IV Ml

Voraussetzung fiir eine adjuvante Therapie bei Kolonkarzinomen ist die RO-Resektion des
Primértumors. Das Grundprinzip in der optimalen Behandlung des kolorektalen Karzinoms
besteht darin, in Abhéngigkeit von patientenabhéngigen Faktoren (wie Motivation und
Toxizitétsprofil) und den tumorerkrankungsunabhingigen Faktoren (wie dem Allgemeinzustand
des Patienten, Komorbiditit, etc.), die effektivste Primértherapie auszuwéhlen. Entsprechend
der aktuell verfiigbaren Erkenntnisse ist dies auf dem Boden der Lokalisation und der

Molekularpathologie des Primértumors moglich.

Bei gutem Allgemeinzustand und hoher Motivation sollten in erster Linie Fluoropyrimidin-
basierte Kombinationsregime mit infusionaler Verabreichung von 5-Fluorouracil, wie
FOLFOX, eingesetzt werden. Das Therapieschema FOLFOX setzt sich zusammen aus
Folinsdure, 5-FU (5-Fluoruracil) und Oxaliplatin (Deutsche Krebshilfe, AWMEF 2019).

In metastasierten Tumorstadien kann bei RO-resektablen Metastasen ebenfalls chirurgisch
vorgegangen werden. Bei nicht mehr resektablen Metastasen ist eine palliative Chemotherapie
ebenfalls mit FOLFOX Therapie der Wahl.

Des Weiteren kann bei Nachweis eines all-RAS-Wildtyps im Tumor die Chemotherapie mit
Anti-EGFR-Inhibitoren wie Cetuximab oder Panitumumab kombiniert werden, welche eine

signifikante Effektivititssteigerung der Chemotherapie bewirken.

1.2. Aspekte der molekularen Karzinogenese

Die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess, der
sowohl von genetischen Faktoren als auch von Umweltfaktoren abhéngig ist. Onkogene,
Tumorsuppressorgene und Gene, die an der Erkennung und Reparatur von DNA-Schiden
beteiligt sind, spielen dabei eine groBe Rolle. Ein Einblick in die molekularen Pfade, die an der
Entwicklung von Darmkrebs beteiligt sind, ist flir die Entwicklung innovativer individualisierter

Krebsbehandlungsstrategien unerlésslich.

1.2.1. Aktivierung von Protookogenen
Protoonkogene kodieren fiir Proteine, die Schliisselfunktionen in der Ubertragung von
Proliferations- und/oder Differenzierungssignalen haben und je nach ihrer subzelluléren

Lokalisation Wachstumsfaktoren, Membranrezeptoren, Kinasen oder Transkriptionsfaktoren
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zugeordnet werden konnen (Bishop 1991). Protoonkogene koénnen durch eine Mutation im
Regulationsbereich zu Onkogenen mutieren und somit zur Pathogenese einer Neoplasie
beitragen. Ein wichtiger Vertreter beim kolorektalen Karzinom ist das héufig mutierte K-ras
(Kirstin rat sarcoma) -Gen. Es handelt sich dabei um ein dominantes Onkogen, das fiir ein
membranstdndiges Protein kodiert, welches GTP bindet und hydrolisiert. Eine Punktmutation in
diesem Gen fiihrt zu einem durchgehend aktiven Ras-Protein und somit zu einer konstitutiven
Aktivierung des Ras/Raf/Mitogen-aktivierte Protein- Kinase(MAPK)-Signalweges, ohne dass
ein proliferationsstimulierendes Signal vorliegt. Folge ist eine persistierende mitotische
Stimulation.

Der Ras/Raf/MAPK-Signalweg wird im ersten Schritt durch die Umwandlung von Ras-GDP in
Ras-GTP aktiviert. Im zweiten Schritt aktiviert Ras-GTP die zytosolische Serin/Threonin-
Kinase Raf, welche die spezifischen MAP-Kinasen MEK1 und MEK2 phosphoryliert. Diese
wiederum phosphorylieren und aktivieren die Effektor-MAP-Kinasen ERK1 und ERK2. ERKs
sind multifunktionelle Serin / Threonin-Kinasen, die es auf eine grole Anzahl von Substraten
wie Proteinkinasen, Signaleffektoren, Rezeptoren, Zytoskelett- und Kernproteine sowie
Transkriptionsfaktoren abzielen und somit das Zellschicksal beeinflussen konnen (Pearson u. a.
2001; Meloche und Pouysségur 2007; Mercer u. a. 2002).

Die Kinasen der Mitogen-aktivierten Protein (MAP) — Kinase Superfamilie sind also an
Signalkaskaden beteiligt, die extrazelluldre Signale in intrazelluldre Reaktionen umwandeln. Sie
sind Hauptkomponenten fiir die Steuerung der Embryogenese, Zelldifferenzierung, Proliferation
und den Tod einer Zelle und spielen daher eine entscheidende Rolle in der Karzinogenese
(Pearson u. a. 2001; McCubrey u. a. 2006).

Eine konstitutive Aktivierung dieses MAPK-Signalwegs wurde bei verschiedenen Malignitdten
und Zelllinien des Menschen wie Brust-, Dickdarm-, Magen- oder Speiserdhrenkrebs
beobachtet und liefert eine Erklarung fiir die unkontrollierte Proliferation und Differenzierung

von Tumorzellen (Davies u. a. 2002; Hoshino u. a. 1999).

1.2.2. Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

Tumorsuppressorgene tragen durch den Verlust ihrer Funktion zur Krebsentstehung bei. Ein fiir
das kolorektale Karzinom spezifisches Suppressorgen ist das APC (Adenomatous Polyposis
Coli)- Gen. Das APC-Protein hat eine zentrale Funktion im Schnittpunkt von Zelladhésions-
und intrazelluldren Signalvermittlungsprozessen. So bindet es unter anderem an B-Catenin,
einem an Zellkontakten beteiligten Strukturprotein und erschwert dadurch die Zellteilung.
Durch die APC-Mutation wird meist ein Stoppkodon neu eingefiihrt, woraus die Bildung eines
verkiirzten Genproduktes resultiert. Dadurch verliert das APC-Genprodukt die Fahigkeit der -
Cateninbindung und sorgt fiir eine ungehemmte Zellproliferation (Wolfgang Hiddemann,

Huber, und Bartram 2004).
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In tiber 70% aller kolorektaler Karzinome findet sich auBerdem eine Punktmutation in dem
P53(Chromosom 17p13)- Gen, dessen Genprodukt unter anderem als Regulator des G1/S-
Kontrollpunktes im Zellzyklus dient. So werden DNA-Schéden bei intaktem p53-Gen erkannt
und repariert bzw. die korpereigene Apoptose induziert. Bei Mutationen des P53-Gens entfallt
diese Kontrollfunktion und es kommt zu einer Akkumulation von DNA-Schiden (W
Hiddemann und Bartram 2010).

1.2.3. Mikrosatelliteninstabilitit als Resultat defizienter Reparaturgene
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) bezeichnet die Anreicherung von Basenfehlpaarungen
(,,mismatches®) und kurzen Deletionen/Insertionen an repetitiven Sequenzen (Mikrosatelliten),
welche als Folge eines Korrekturausbleibens von Replikationsfehlern entstehen (Dietmaier u. a.
1997).

MSI ist nicht nur ein Charakteristikum des hereditéren nichtpolypdsen kolorektalen Karzinoms
(HNPCC), sondern spielt auch bei 12-15% sporadischer, kolorektaler Karzinome, als Folge
einer epigenetischen Inaktivierung des MLH1-Gens durch Promotor-Hypermethylierung, eine
grof3e Rolle.

So hat sich eine hochfrequente MSI, d.h. mindestens 2 von 5 definierten Mikrosatellitenmarker
sind instabil, in klinischen Studien beim kolorektalen Karzinom als ein positiver prognostischer
Marker beziiglich des Gesamtiiberlebens erwiesen (Popat, Hubner, und Houlston 2005).

Laut aktuellen S3-Leitlinien ist die MSI-Testung einerseits flir die Indikationsstellung einer
human-genetischen Beratung hilfreich, andererseits kann sie im Hinblick auf die Behandlung

mit Immun-Checkpointinhibitoren sinnvoll sein (Deutsche Krebshilfe, AWMF 2019).

1.2.4 Cycline als Zellzyklus-regulierende Protoonkogene

Cycline sind Proteine, die eine Schliisselrolle in der Steuerung des Zellzyklus einnehmen. Dabei
kontrollieren sie wichtige Schritte in der Tumorentstehung, wie etwa der DNA-Replikation und
Zellteilung. Der Zellzyklus besteht aus einer kurzen mitotischen Phase, der M-Phase und einer
langen Interphase. Letztere wird nochmals unterteilt in die S-Phase (Phase der DNA-Synthese),
in die G1-Phase (Phase zwischen der M-Phase und S-Phase) und die G2-Phase (Phase zwischen
der S-Phase und der M-Phase). In der spiten G1-Phase passieren die Zellen einen als ,,Check-
point“ bezeichneten Zeitpunkt im Zellzyklus, der garantiert, dass bestimmte Abldufe
abgeschlossen sind, bevor die Zellen in eine neue Zellzyklusphase iibertreten (Sherr 1996).
Solche Kontrollpunkte gewéhrleisten die Stabilitit des genetischen Materials, da bei Fehlern
eine Zelle nicht weiter proliferiert bzw. in die Apoptose iibergeht. Das Retinoblastom (Rb) -
Tumorsuppressorgen spielt bei der Regulation solcher ,,Check-points* eine Schliisselrolle und
wird durch wechselnde Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert (Williams,
Smalley, und DuBois 1997). Das dephosphorylierte Rb- Protein (pRb) verhindert dabei einen
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verfriihten Ubergang von der Gl-Phase in die S-Phase. Hierbei kommen die Cyclin D-
abhéngigen Kinasen ins Spiel, welche die pRb-Phosphorylierung kontrollieren.

Bei beschédigter DNA kann somit durch eine Blockierung von Cyclinen der Zellzyklus in der
G1-Phase abgebremst und eine Replikation der DNA verhindert werden. Der programmierte
Zelltod stellt dabei die effektivste natiirliche VerteidigungsmaBnahme gegen eine maligne

Entartung der Zelle dar (Sherr 1996).

1.3.  Differenzierung von  rechts- und  linksseitig-lokalisierten =~ Tumoren
Retrospektive Untersuchungen klinischer Studien weisen darauf hin, dass es signifikante
Unterschiede beziiglich der Altersverteilung, dem Geschlecht, der Verteilung ethnischer
Gruppen, der Stadieneinteilung, dem Tumorgrad und dem Ansprechen einer adjuvanten
Chemotherapie zwischen links- und rechtsseitig lokalisiertem Kolonkarzinom gibt.
Dabei zeigen rechtsseitig lokalisierte Tumore ein dominantes Merkmal bei Frauen. Rechtsseitig
lokalisierte Tumore kommen auBerdem signifikant hiufiger bei Alteren vor (69% rechtsseitig
vs. 61% linksseitig > 75 Jahre). Des Weiteren zeigen rechtsseitig lokalisierte Tumore héufiger
eine undifferenzierte Pathologie (25% rechtsseitig vs. 14% linksseitig) und haben einen héheren
Prozentanteil der UICC-Stadien II und III (76% rechtsseitig vs. 74% linksseitig) (Weiss u. a.
2011).

Beziiglich der Uberlebensraten zeigt sich die aktuelle Studienlage uneinheitlich. So berichten
einige Autoren iiber eine schlechtere Prognose und somit eine hohere Mortalitit rechtsseitiger
Kolonkarzinome. Als Grund fiir die ungiinstigere Prognose sehen diese den schlechteren
Differenzierungsgrad, die groflere lokale Tumorausbreitung und den gréferen Anteil an
Lymphknotenmetastasen (Benedix u. a. 2010).

Im Gegensatz dazu wiesen andere Autoren keine signifikanten Unterschiede im 5-Jahres-
Mortalitétsrisiko zwischen rechts- und linksseitigen Kolonkarzinomen nach (Weiss u. a. 2011).
Derzeit verfiigbare Daten weisen darauf hin, dass linksseitige Tumore in hohem Maf3e von einer
Behandlung mit anti-EGFR-Substanzen profitieren. Rechtsseitige Tumore hingegen sprechen
schlecht auf Standardtherapien und Anti-EGFR-Antikorper an (Deutsche Krebshilfe, AWMF
2019).

So scheint es nachvollziehbar, dass sich die Prognose zwischen rechts- und linksseitigen
Kolonkarzinomen unterscheidet und die Lokalisation des Primértumors eine wichtige
Determinante der therapeutischen Effektivitit darstellt. Somit sollte diese in die
Therapieentscheidung miteinbezogen werden. Eine Analyse aus der nordamerikanischen SEER-

Datenbank veranschaulicht dies deutlich (Abbildung 3)(Schrag D et al. 2016).
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Gesamtiiberleben bei kolorektalen Karzinomen
im Stadium IV nach primdrer Tumorlokalisation

Daten aus der nordamerikanischen SEER-Datenbank,
Diagnosestellung in den Jahren 2000 bis 2012

1,0
Rechtes Kolon gesamt: 38 %
0,8 Kolon transversum: 6 %
Z6kum/Kolon aszendens: 32 %
o
g
s 0,6 - Rechtes Kolon
E Kolon transversum
E 0,4 = Linkes Kolon
< Rektum
0,24
0 1 I 1 I 1
0 12 24 36 48 60

Monate seit Diagnosestellung

SEER = Surveillance, Epidemiology, and End Results

Abbildung 3: Gesamtiiberleben bei kolorektalen Karzinomen im Stadium IV nach primérer
Tumorlokalisation. Daten aus der nordamerikanischen SEER-Datenbank, Diagnosestellung in
den Jahren 2000 bis 2012

(Quelle: © (Schrag D et al. 2016), https://meetinglibrary.asco.org/record/123724/abstract,
05/2020)

1.4. Allgemeine Informationen zu HNPCC

Beim HNPCC handelt es sich um die héufigste erbliche Dickdarmkrebsform, welche 2-3% aller
kolorektalen Karzinome ausmacht (Steinke u. a. 2013). Dabei liegt eine autosomal-dominant
erbliche Tumordisposition vor, welche auf einer genetischen Verédnderung, einer Mutation, in
einem DNA-Reparaturgen (sog. Mismatch-Repair-Gen = MMR-Gen) zuriickzufiihren ist. Da
die genetische Verdnderung in der Keimbahn entstanden ist, liegt die Mutation in allen
Korperzellen eines Anlagetrdgers heterozygot vor. Anlagetrdger vererben die Mutation mit
50%iger Wahrscheinlichkeit an ihre Kinder. Ein Tumor tritt jedoch nur dann auf, wenn im

Laufe des Lebens spontan eine weitere Mutation in der zweiten MMR-Genkopie einer Zelle
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auftritt. Erst dann kann diese Zelle unkontrolliert proliferieren und damit Karzinome entstehen
(,,Zwei-Schritt-Theorie®) (Steinke u. a. 2013).

Um eine objektivierbare Einordnung von familifir aufgetretenen Krebserkrankungen zu
ermdglichen, wurden weltweit einheitliche diagnostische Kriterien fiir einzelne Krebssyndrome
entwickelt. Fiir HNPCC gibt es die sogenannten Amsterdam- bzw. Bethesda-Kriterien (Steinke
u. a. 2013).

Mutationstriager haben ein sehr hohes Risiko, ein kolorektales Karzinom (50-70%) oder ein
Endometriumkarzinom (20-60%) zu entwickeln. Dies gilt vermindert auch fiir weitere
Neoplasien wie Ovarial-, Magen und Diinndarmkarzinome sowie Urothelkarzinome des
Nierenbeckens und Ureters.

Bei familidr bekannter krankheitsurséchlicher Mutation in einem der HNPCC-assoziierten Gene
ist es moglich, Familienangehorige auf das Vorliegen der Mutation zu testen, bevor iiberhaupt

erste klinische Symptome beobachtet werden.

1.5. MAPK-Weg

Obwohl Zellen von einer Membran umgeben sind, welche eine Trennung zwischen der duleren
und der inneren Umgebung ermdglicht, kdnnen sie auf extrazellulire Reize wie etwa Mitogene
oder Hormone reagieren und ihre Signale in zellulire Prozesse umwandeln. Solch eine
Umwandlung wird iiblicherweise durch Bindung extrazellulérer Liganden an spezifische
transmembrane Rezeptoren vermittelt, die folglich aktiviert werden und die Signale {iber
intrazelluldre Signalwege weiterleiten. Eine zentrale Rolle in der Signalweiterleitung spielen
dabei MAPK- Kaskaden (Shaul und Seger 2007).

Die Ubertragung von Signalen iiber diese Kaskaden wird iiblicherweise durch Aktivierung eines
G-Proteins, wie z.B. Ras, initiiert. Das aktivierte Ras aktiviert nun selbst die Serin-/
Threoninkinase Raf und zahlreiche andere Kinasen durch Phosphorylierung.

Jede dieser MAPK- Kaskaden besteht aus drei bis fiinf Kinasen (MAPKKKK, MAPKKK,
MAPKK, MAPK und MAPKAPK), die sich gegenseitig phosphorylieren und somit aktivieren.
Die letzte Kinase in solch einer Kaskade phosphoryliert dann regulatorische Zielmolekiile,
welche den erforderlichen physiologischen Prozess einleiten. Bisher wurden vier verschiedene
MAPK-Kaskaden (ERK, JNK, p38 und BMK) beschrieben. All diese Kaskaden wirken bei der
Ubertragung von extrazelluliren Signalen zusammen und bestimmen so das Schicksal einer
Zelle (Shaul und Seger 2007).

Im Folgenden wird genauer auf die extrazelluldre signalregulierte Kinase (ERK), ein Mitglied
der MAPK-Familie, eingehen. ERK kommt iiberwiegend in zwei Formen vor, ERK1 und
ERK2. Der ERK1/2-Signalweg ist an mehreren unterschiedlichen Ereignissen, wie etwa der

Proliferation, dem Wachstum, der Differenzierung, der Zellmigration, dem Zelliiberleben, dem
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Metabolismus und der Transkription beteiligt. ERK1/2 wird durch eine Phosphorylierung im
Zytosol aktiviert und anschlieBend in den Nukleus transloziert. Dort aktiviert ERK1/2
Transkriptionsfaktoren (Lu und Malemud 2019).

Abbildung 4 soll diesen Signalweg veranschaulichen. Verschiedene Stimuli, wie z.B.
Wachstumsfaktoren (engl.: Growth factors) oder Mitogene (engl.: Mitogens) aktivieren die
MAPKKK, wie z.B. Mitglieder der Raf-Familie. Die MAPKKK wiederum aktiviert die
MAPKK, wie z.B. MEK1/2. Diese aktiviert dic MAPK, wie z.B. ERK1/2, welche dann
anschlieBend verschiedene Prozesse einleitet (Morrison 2012).

Kommt es allerdings zu Mutationen, z.B. im Ras-Gen, kann dieses dauerhaft aktiviert bleiben
und ein unkontrolliertes Zellwachstum begiinstigen. Ein Tumor entsteht.

Als Stimuli fungieren epidermale Wachstumsfaktoren, EGF, welche an den EGF-Rezeptoren
binden und die Signalkaskade aktivieren. Der EGF- Rezeptor ist ein Mitglied der ErbB-
Familie, eine Unterfamilie von vier eng verwandten Rezeptor-Tyrosinkinasen: EGFR1/HER1

(ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4).

Stimulus Growth factors Stress Stress
Mitogens GPCR agonists Growth factors
GPCR agonists Inflammatory cytokines Mltogen§
1 Growth factors GPCR agonists
[ ]

'ﬁKmM
MLK2/3, DLK, Tpl2

ASK1, TAK1

g—Raf, TMEKK1-4, Tpi2
MAPKKK -Raf, Rafl, MLK2/3, ASK1/2, DLK

Mos, Tpl2

Biological response Growth Inflammation Growth

Survival Apoptosis Differentiation
Differentiation Growth Development
Development Differentiation

Abbildung 4, mit Genehmigung von Cell Signaling (www.cellsignaling.com)
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1.6. HLA

Humanes Leukozytenantigen (HLA) gehort zu den Haupthistokompatibilitidtskomplex-(MHC)-
Klasse-I-Molekiilen, eine Gruppe von Genen, die Proteine codieren, welche fiir die
Immunerkennung, die immunologische Individualitit und auch Histokompatibilititen bei
Transplantationen zustdndig sind. Beim Menschen liegen diese HLA- Gene auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 6 (6p21.31).

Polygenie, die Beteiligung mehrerer Gene zur Ausbildung eines Phénotyps und
Polymorphismus, das Auftreten mehrerer Allele in einer Population, tragen zur Diversitét der
HLA-Molekiile eines Individuums bei. Jede Person hat eine individuelle HLA-Kombination
(Murphy, Weaver, und Janeway 2018). Man unterscheidet HLA-Klasse-I-Molekiile (HLA-A,
HLA-B, HLA-C) von HLA-Klasse-1I-Molekiilen (HLA-DRB1, HLA-DQB1), welche jeweils
eine unterschiedliche Zahl an Allelen besitzen. Nahezu alle kernhaltigen Zellen und
Thrombozyten exprimieren HLA-Klasse-I-Molekiile, wéhrend HLA-Klasse-II-Molekiile
ausschlieBlich auf Zellen des Immunsystems vorkommen.

Das HLA- System macht es dem Immunsystem mdglich, eigene Zellen von fremden Zellen zu
unterscheiden.

Dafiir werden zum einen Tumorantigene von den MHC-Klasse-I-Molekiilen auf Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) présentiert und von CD8+ T-Zellen erkannt, welche sich zu
zytotoxischen T-Lymphozyten differenzieren. Darauthin geben diese Proteine wie Perforine
und Granzyme ab, die eine Durchléssigkeit der Membran der Zielzelle induzieren. Zum anderen
werden Tumorantigene von den MHC-Klasse-II-Molekiilen auf Antigen-préasentierenden Zellen
préasentiert und von den CD4+ Zellen erkannt, die zu T-Helfer-Zellen differenzieren. Darauthin
werden Zytokine und Chemokine von diesen ausgeschiittet, sowie Immunreaktionen anderer

Zellen verstérkt (Garrido und Aptsiauri 2019).

Eine erhohte HLA-A-Oberflichenexpression korreliert mit einer besseren Erkennung und Lyse
durch spezifische zytotoxische T-Zellen und eine verminderte HLA-A-Oberfldchenexpression
korreliert mit einem ungehinderten Tumorwachstum. Als Folge einer verminderten HLA-A-
Expression entstehen bosartige Erkrankungen.

Neue Studien haben gezeigt, dass eine Herunterregulierung der HLA-Klasse-I-Exprimierung in
vielen Malignititen vorkommt und mit einer schlechteren Krankheitsprognose und schlechterem
Langzeitiiberleben einhergeht (Chang, Campoli, und Ferrone 2003).

Das MHC-Klasse-I-Molekiil hat einen unsymmetrischen Aufbau und setzt sich aus zwei
Untereinheiten zusammen. Eine schwere o-Kette, welche in die Doméinen oy, oo und o3
unterteilt wird und eine leichte B.-Mikroglobulin-Kette. Das MHC-Klasse-I1I-Molekiil hat einen
symmetrischen Aufbau und setzt sich aus zwei Polypeptidketten zusammen: Finer a-Kette,

welche in die Doménen o und oo unterteilt wird und einer B-Kette, welche ebenfalls in die
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Domiénen B; und B, unterteilt wird. Aus Rontgenstrukturanalysen weill man, dass HLA-Klasse-
I- und HLA-Klasse-II-Molekiile in sehr dhnlicher Weise sogenannte Taschen formen, deren
Boden jeweils von einer Faltblattstruktur und deren Seitenwénde von zwei o-Helices gebildet
werden. Die rdumliche Struktur eines Klasse-I-Antigens stellt Abbildung 5 dar. In solche

Hohlrdume der HLA-Taschen kénnen Peptidantigene aufgenommen und vom T-Zellrezeptor

erkannt werden (WaBBmuth 2005).

Klasse | Klasse ll

Abbildung 5: Schema der Sekundirstruktur von HLA- Klasse-I und Klasse-II-Antigenen

(Quelle: ©EFEinfilhrung in das HLA-System 2005 von Ralf WaBmuth, (WaBmuth 2005),
05/2020)

Abbildung 6: Tertidrstruktur von HLA-Klasse-I-Antigenen am Beispiel von HLA-A2

(Quelle: ©EFEinfilhrung in das HLA-System 2005 von Ralf WaBmuth, (WaBmuth 2005),
05/2020)
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Das HLA-System ist in der Medizin von grofler Bedeutung. Bei Transplantationen zum Beispiel
konnte gezeigt werden, dass der Schweregrad einer AbstoBungsreaktion vom
Unterscheidungsgrad der HLA-Molekiile des Spenderorgans und des Empféngers abhéngig ist.
Auch HLA-bedingte Erbkrankheiten riicken immer mehr in den Fokus der Forschung, da einige
genetische Erkrankungen noch vor Krankheitsausbruch bzw. noch vor Auftreten von
Symptomen diagnostiziert werden konnen. Zu nennen sind hier Erbkrankheiten wir das
Goodpasteur-Syndrom (HLA- Merkmale: DR2, DQ2), Morbus Bechterew (HLA- Merkmal:
B27) und Systemischer Lupus Erythematodes (HLA- Merkmale: DR3, DQ2).
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2. Zielstellung

Basierend auf den dargelegten Forschungsergebnissen ist es Ziel der Studie, herauszufinden, ob
der MAPK-Signalweg an der Regulation der HLA-A-Expression beim Kolonkarzinom beteiligt
ist.

Dies wurde fiir andere Krebsarten, wie beispielsweise beim Oesophagus- und Magenkarzinom
belegt (Mimura u. a. 2013). Primir besteht die These der inversen Korrelation zwischen der
Erk-Expression und HLA-Klasse-I-Expression in klinischen Tumor Proben. So vermutet man
bei vermehrter Aktivierung des MAPK-Signalwegs eine verminderte HLA-Klasse-I-Expression

und damit einhergehend eine schlechtere Erkennung der Tumorzellen durch das Immunsystem.

Zuletzt wurde im Jahr 2019 ein Zusammenhang zwischen einer HLA-G- Expression und der
Aktivierung des MAPK-Signalweges im Kolorektalen Karzinom beobachtet. HLA-G, ein nicht
klassisches MHC-Molekiil, bindet dabei an die Rezeptoren von Immunoglobulin like transcript
(ILT) 2 und ILT 4 und induziert somit eine inhibitorische Signaliibertragung. In der Studie aus
dem Jahr 2019 wurde herausgearbeitet, dass bei Patienten mit kolorektalem Karzinom eine
Koexpression von ILT 4 und HLA-G im Zusammenhang mit Alter, fortgeschrittenem
Tumorstadium, Lymphknoten-Beteiligung und allgemein schlechter Uberlebenszeit stehen.
Behandlung mit HLA-G-Fusionsproteinen erhdhte dabei die ILT4-Expression und aktivierte die
Signaliibertragung von Proteinkinase B und ERK, wodurch die Proliferation von kolorektalen
Karzinomzellen erleichtert wurde. Ziel dieser Studie war es somit eine neue Strategie zur
Blockierung von ILT4/ HLA-G fiir die Behandlung vom Kolorektalem Karzinom zu finden.
Zusammengefasst unterstreicht diese Studie die Vermutung, dass die Exprimierung von HLA-
Molekiilen in direktem Zusammenhang mit der p-Erk-Expression stehen und dies Einfluss auf
die Malignitdtseigenschaften kolorektaler Tumorzellen hat. (Cai u. a. 2019)

Es soll die Hypothese iiberpriift werden, dass bei fehlender Expression von Erk eine hohe
Prisentation von HLA-Klasse-I-Antigenen vorliegt.

Es erfolgte eine retrospektive Auswertung einer prospektiv angelegten Datenbank, in der
Patienten, bei denen eine chirurgische Therapie eines Kolonkarzinoms erfolgte, erfasst wurden.
Auf diese Weise sollten nicht nur Unterschiede zwischen rechtsseitigen und linksseitigen
Kolonkarzinomen, sondern auch mdgliche Risiken, die eine Umgehung des Immunsystems
begiinstigen, analysiert werden.

Ferner war es Ziel der Studie, Korrelationen zwischen klinischen bzw. pathologischen
Patientendaten und der Stirke der HLA-A- und p-Erk-Exprimierung zu untersuchen. Relevante

Patientendaten wurden dabei untersucht und folgende Fragestellungen bearbeitet:

- Zeigen sich Unterschiede in der HLA- A- oder p- Erk- Expression zwischen rechtsseitigen und

linksseitigen = Kolonkarzinomen, zwischen Patienten mit chirurgisch therapiertem
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Kolonkarzinom élter und jlinger als 50 Jahren, tiber und unter einem BMI von 30, zwischen
weiblichen und ménnlichem Geschlechts, zwischen Patienten mit und ohne Nikotinabusus,
Alkoholabusus, Diabetes mellitus Typ II, arteriellem Hypertonus, COPD, koronaren
Herzerkrankungen und Niereninsuffizienz?

- Zeigen sich Unterschiede in der HLA- A- oder p- Erk- Expression zwischen Patienten mit
chirurgisch therapiertem Kolonkarzinom mit G1, G2 oder G3 eingestuften Tumoren, mit UICC
Stadium 1, II, IIT oder IV, mit und ohne Lymphknoten-Befall, Metastasierung, Zweittumor oder

positiver Familienanamnese?
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3. Material und Methoden
3.1. Materialien

Englische Bezeichnungen sind kursiv gedruckt.

3.1.1. Antikorper

Verwendete Antikorper:

Fiir die Darstellung von p-Erk wurde ein monoklonaler, aus dem Hasen stammender und gegen
humanes Gewebe gerichteter Antikdrper gegen phosphoryliertes Erk1/2 in einer Verdiinnung
von 1:200 verwendet.

Produktname: Anti- ERK1 + ERK2 (phosphor T202 + Y204) antibody [SP327] ab223500
Hersteller: Firma Abcam

Beschreibung: Rabbit monoclonal [SP327] to ERK1 + ERK2 (phospho T202 + Y204), Clone
number: SP327

Reaktivitdat mit: human

Fiir die Darstellung von HLLA-A wurde ein monoklonaler, aus der Ratte stammender und gegen
humanes Gewebe gerichteter Antikorper gegen HLA Klasse I ABC in einer Verdiinnung von
1:5000 verwendet.

Produktname. Monoclonal Antibody to HLA Class I ABC Xenograft marker-Purified

Hersteller: ORIGENE Technologies

Beschreibung: Clone number: YTH862.2

Reaktivitdat mit: human

3.1.2. Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Materialien unter Angabe der Hersteller

Material Hersteller

Antibody-Diluent Dako, Danemark

NeoClear Merck, Darmstadt

Xylol (Isomere) ROTIPURAN®>99% Carl Roth, Karlsruhe

Entellan (Xylene based) Merck, Darmstadt

Ethanol vergéllt > 99.8% Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol 96% Walter CMP, Kiel

Ethanol 70% Walter CMP, Kiel

Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
TRIS PUFFERAN®>99.3%, Buffer Grade Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt
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Salzséure 2 mol/l — 2N Losung (HCI) Carl Roth, Karlsruhe

Tween SERVA, Heidelberg

H>0O» Merck, Darmstadt

Citric Acid 1-hydrate pure AppliChem, Darmstadt
Sodium Citrate Trisodium salt: Dihydrate Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(3-Aminopropyl)triethoxysilane Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Aceton Honeywell, Seelze
Hamalaunldsung Merck, Darmstadt
Ziegenserum, Goat Serum X0907 Dako, Dianemark

3.1.3. Gewebeschnitte

Das Gewebe fiir die immunhistochemischen Untersuchungen stammt aus dem Archiv des
Instituts fiir Pathologie in Halle. Uber die Datenbank der Universititsklinik Halle wurden
Kolonkarzinome aus den Jahren 2013 bis einschlielich Januar 2019 ermittelt, wovon erstmals
insgesamt 81 Félle fiir die Studie von Relevanz waren. Es wurden ausschlieBlich Formalin-
fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebe verwendet.

Die Patienten wurden in zwel Gruppen unterteilt.
Gruppe 1 sind Patienten, deren Tumor rechtsseitig lokalisiert war, Gruppe 2 sind Patienten,
deren Tumor linksseitig lokalisiert war. Um diese Gruppen streng voneinander zu
unterscheiden, diente die Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme, 10. Revision, German Modification (ICD-10-GM) als
Orientierung.

Dabei werden Kolonkarzinome folgendermaflen untergliedert (Deutschen Institut fiir

Medizinische Dokumentation und Information (DIMDI) u. a. 0.1.):

3.1.4. Klassifikation
C18.- Bosartige Neubildung des Kolons
C18.0 Zikum

Inkl.: Ileozékalklappe [Bauhin]

Cl18.1 Appendix vermiformis

C18.2 Colon ascendens

C18.3 Flexura coli dextra [hepatica]
C18.4 Colon transversum

C18.5 Flexura coli sinistra [lienalis]
Cl18.6 Colon descendens

C18.7 Colon sigmoideum
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Inkl.: Sigma (Flexur)

Exkl.: Rektosigmoid, Ubergang (C19)
Cl18.8 Kolon, mehrere Teilbereiche iiberlappend
C18.9 Kolon, nicht ndher bezeichnet

Inkl.: Dickdarm o.n.A.
C19. bosartige Neubildung am Rektosigmoid, Ubergang
Inkl.: Kolon mit Rektum

Ubergang vom Rektum zum Colon sigmoideum

Die Flexura coli sinistra [lienalis] dient dabei als Grenze zwischen rechtsseitig- und linksseitig-
lokalisiertem Kolonkarzinom.

Zunichst wurde von allen Geweben Hématoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Féarbungen)
angefertigt. Diese wurden anschlieBend zusammen mit einem Pathologen begutachtet und
gegebenenfalls reevaluiert. Von den 81 ermittelten Kolonkarzinom- Fillen konnten letztendlich
54 Fille in die Untersuchung miteingeschlossen werden, da in den restlichen Féllen entweder
kein Kolonkarzinom mehr in den Gewebeblocken nachweisbar war oder es sich nicht um einen

Primértumor handelte.

3.1.5. Objekttriger

Wir verwendeten silanisierte Objekttréger.

Als Erstes wurden die Objekttrager 2 Minuten in destilliertem Wasser gewéssert, dann zwei
Minuten in Aceton gespiilt und schlieBlich fiinf Minuten mit 2%iger Mischung aus Aceton mit
(3- Aminopropyl)-triethoxysilane inkubiert. Nach anschlieBendem Spiilen unter flieBendem
Wasser wurden die Objekttréger getrocknet.

Material Hersteller
PAP-Pen Kisker Biotech GmbH&Co. KG, Dutcher Group
Deckgléser Marienfeld GmbH&Co. KG, Lauda-Konigshofen

3.1.6. Firbekits
Kit: Dako REAL™ Detection System, Peroxidase/DAC+, Rabbit/Mouse

von Dako, Danemark
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3.1.7. Geriite

Gerit Hersteller
Mikrotom: Microm HM325 Microm GmbH, Walldorf
Mikroskop: Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena

3.2. Erarbeitung der Firbeprotokolle

Zur Austestung wurden drei zufdllig gewihlte Paraffinschnitte aus dem Patientenpool
verwendet. Um die beste Farbemethode zu bestimmen, wurde bei beiden Antikdrpern streng
nach dem vom Hersteller mitgeschickten Protokoll vorgegangen. Dabei wurde bei beiden
Antikorpern die LSAB-Methodik angewandt, jedoch verschiedene Seren zum Blocken (10%-
iges Ziegenserum in TBS, 10%iges Ziegenserum in 1% BSA mit TBS, 0,1%iges BSA in TBS,
10%iges Schweineserum in TBS) und verschiedene Konzentrationen (Antikdrper-Verdiinnung
1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:5000) ausgetestet. Bei jeder Farbung wurden
Negativkontrollen durch Auslassen des Primérantikorpers mitgefiihrt, um unspezifische
Anfirbungen zu vermeiden. Fiir die immunhistochemischen Férbungen mit dem Antikorper p-
Erk wurden dabei die besten Féarbeergebisse mit 10%igem Ziegenserum in TBS-T bei einer
Verdiinnung des Primédrantikorpers von 1:200 erreicht. Bei der Farbung mit dem HLA-A-
Antikorper wurden die besten Férbeergebnisse mit 10%igem Ziegenserum in 1% BSA mit TBS

und einer Verdiinnung des Primérantikorpers von 1:5000 beobachtet.

3.3. Priiparation der Paraffinschnitte

3.3.1. Zuschnitt

Die angefertigten Paraffinblocke wurden mit dem Mikrotom in ca. 2-5 um grofle Schnitte
geschnitten und auf silanisierte Objekttriger iibertragen. AnschlieBend wurden die
Gewebeschnitte, welche fiir die immunhistochemische Farbung genutzt werden sollten, fiir

mindestens zwolf Stunden in einem Trockenschrank bei 37 °C getrocknet.

3.3.2. Entparaffinierung und Rehydrierung

Die Gewebeschnitte wurden fiir 20 Minuten in frisches NeoClear gestellt und anschliefend in
einer absteigenden Alkoholreihe von 99.8%, 96% und 70% Ethanol fiir jeweils vier Minuten
rehydriert. Danach wurden die Gewebeschnitte in destilliertem Wasser gespiilt und in 1x TBS-
T iiberfiihrt.

Zur Herstellung von TBS- T wurden 24,2 g TRIS mit 80 g NaCl in 800 ml destilliertem Wasser
gelost und genau so viel HCI hinzugegeben, bis ein pH-Wert von 7,5 erreicht war. AnschlieBend

wurde mit destilliertem Wasser auf 1 | aufgefiillt und zuletzt 500 pl Tween hinzugefugt.
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3.4. Vorbehandlung des histologischen Materials

Ein Nachteil der Fixierung und Paraffineinbettung ist, dass durch Formalin Antigene mit
anderen Antigenen, Lipiden oder Nukleinsduren quervernetzen, sodass die Bindungsstellen
monoklonaler Antikdrper an bestimmten Epitopen blockiert bzw. maskiert sind. Dies nennt man
Antigenmaskierung. Um diesem Schritt entgegenzuwirken, wurden die Gewebeschnitte
vorbehandelt bzw. antigendemaskiert:

Als Erstes wurden die Schnitte mit Citrate Buffer, pH 6.0 behandelt. Dafiir wurden 7.5 ml der
Stock-Solution A (bestehend aus 10.5 g 0.1 M Citric Acid 1-hydrate aufgelost in 500 ml
destilliertem Wasser) mit 42.5 ml der Stock-Solution B (bestehend aus 14.7 g 0.1 M Sodium
Citrat Trisodium salt: Dihydrate aufgelost in 500 ml destilliertem Wasser) zusammengegeben
und auf 500 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

Danach wurden jeweils zwei Objekttrager in Kunststoffkiivetten gebracht, mit dem Citrate
Buffer aufgefiillt, sodass diese ausreichend bedeckt und mit einem Kunststoffdeckel schrig
bedeckt waren. Fiir drei Minuten bei maximaler Wattzahl wurden diese in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht und danach fiir ca. 15 bis 20 Minuten auf Crushed Ice heruntergekiihlt. Dabei
wurde verdampfte Fliissigkeit stets mit destilliertem Wasser nachgefiillt, womit man
gewihrleisten konnte, dass die Gewebeschnitte nicht austrockneten.

Im Anschluss wurden die Objekttrager fiir fiinf Minuten in 1x TBS-T-Fliissigkeit auf dem

Magnetriihrer mit einer Geschwindigkeit von ca. 500 Umdrehungen pro Minute ausgewaschen.

3.5. Farbeprotokolle

3.5.1. LSAB-Methode

Labeled (Strept) Avidin-Biotin-Methode, kurz LSAB-Methode, beschreibt ein Verfahren zur
Detektion von Antigenen. Hierbei bedient man sich der starken Affinitét des Vitamins Biotin zu
dem Glykoprotein Avidin bzw. Streptavidin. Avidin ist ein Glykoprotein, welches aus dem
Hiihnerweill gewonnen wird und vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt. Streptavidin ist ein aus
dem Bakterium Streptomyces avidinii gewonnenes, reineres Produkt, welches auf
gentechnischem Weg gewonnen wird.

Bei dem Nachweisverfahren bindet im ersten Schritt ein primérer Antikdrper an dem gesuchten
Antigen. AnschlieBend wird ein sekundirer, biotinylierter Briickenantikdrper hinzugegeben, der
an dem priméren Antikorper bindet. Zuletzt wird dann enzymmarkiertes (Strept)Avidin, der
sogenannte Streptavidin-Biotin-Peroxidase (HRP)-Komplex, hinzugegeben, welches am Biotin

des sekundiren Briickenantikorpers bindet. Um dies sichtbar zu machen, wird im letzten Schritt



26

als Substrat ein Chromogen hinzugegeben, das von dem Enzym, der Peroxidase (HRP), in einen
Farbkomplex umgewandelt wird.

Das hier verwendete Chromogen heiflit Diaminobenzidin, kurz DAB, und ruft eine braune
Farbreaktion hervor.

Ein Vorteil dieser Methode ist die einfache Handhabung und eine gute Sensitivitit. Der Nachteil
ist die Kreuzreaktion des Biotins mit dem endogenen Biotin.

Eine schematische Darstellung zeigt Abbildung 7:

\
— \ Q / Substrate
x 2 )/ /-\d . Enzyme :|Labcl(En1Y"‘°
1

conjugated Streptavidin)

Streptavidin

\ Biotin -
Link (Biotinylated
Secondary Antibody)

Secondary Antibody

Primary Antibody

Antigen .

Tissue

Abbildung 7: schematische Darstellung der LSAB-Methode (mit Genehmigung von BioGenex
Laboratories, Inc., www.biogenex.com)

3.5.2. Firbeprotokoll p-Erk nach der LSAB-Methode

Gewebseigene Peroxidase kann unerwiinschte Interferenzen bewirken, die zu mehr oder
weniger starken Hintergrundfarbungen fithren. Aus diesem Grund wurde die endogene
Peroxidase im nédchsten Schritt blockiert. Dazu wurden 30 ml von 3%iger H,O, Stock-Solution
mit 120 ml kaltem Methanol (4 °C) vermischt und auf 4 °C heruntergekiihlt. In diesem
Methanol/H,0,-Gemisch wurden die Objekttriager fiir 20 Minuten gebadet und anschlieBend
drei Mal fiir je finf Minuten mit frischer 1x TBS-T-Losung auf dem Magnetriihrer
ausgewaschen, in feuchte Kammern platziert und mit dem PAP-Pen die Gewebeschnitte
umkreist.

Zur Reduzierung der Hintergrundfirbung wurde im néchsten Schritt das Blocken mittels
Ziegenserum durchgefiihrt. Dafiir wurde das Ziegenserum 1 zu 10 in TBS-T verdiinnt und fiir
eine Stunde auf die Objekttrager gegeben.

Die Primédrantikorper wurden mit einer Verdiinnung von 1:200 mit Dilution Buffer (Dilution

Buffer aus dem Kit: Dako REAL™ Antibody Diluent) auf die vorbehandelten Objekttriiger
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gegeben und iiber Nacht bei 4 °C in eine feuchte Kammer gestellt. Pro Gewebeschnitt wurden
dafiir 100 pl Antikérper-Verdiinnung verwendet.

Im Anschluss wurden die Objekttriger zwei Mal fiir fiinf Minuten in 1x TBS- T gespiilt, um
dann den sekundéren Antikorper fiir 30 Minuten auftragen zu kdnnen.

Nach anschlieBendem dreimaligem Spiilgang fiir finf Minuten mit 1x TBS-T wurde das
Tertidirsystem aus Streptavidin- Biotin- Peroxidase(HRP)- Komplex (Dako REAL™ Streptavidin
Peroxidase (HRP)) fir 30 Minuten aufgetragen und ebenfalls wieder sorgfiltig drei Mal fiir
jeweils fiinf Minuten mit 1x TBS-T abgespiilt.

Es folgte die Herstellung einer Substrat-Arbeitsldsung mit der Dako REAL™ DAB+ Chromogen
(50x) und Dako REAL™ HRP Substrate Buffer im Verhiltnis von 1:50. Die Objekttriiger
wurden dann fiir sechs Minuten in einer feuchten Kammer mit der Substrat-Arbeitslosung
inkubiert und danach kurz mit destilliertem Wasser abgespiilt. Die gesuchten Antigenstrukturen
haben sich dann bereits in brauner Farbe hervorgehoben.

Nun wurden die Zellkerne mit verdiinntem Hdmatoxylin (Verdiinnung von 1:5 mit destilliertem
Wasser) fiir mindestens drei Minuten gegengefarbt.

Darauthin wurden die Objekttriager zuerst unter flieBendem Wasser, danach mit 70% Ethanol
ausgespiilt, dann zwei Minuten in 96% Ethanol und im Anschluss fiir vier Minuten mit
absolutem Ethanol bedeckt.

Im letzten Schritt wurden die Objekttriger nach 4-miniitiger Xylol-Inkubation mit Entellan
(Xylene based) betropfelt und mit Deckgldsern vorsichtig bedeckt.

AbschlieBend wurden alle Objekttriger tiber Nacht getrocknet.

3.5.3. Firbeprotokoll HLA-A nach der LSAB-Methode

Nach Vorbehandlung der histologischen Schnitte wurde das Gewebe auf den Objekttrigern
mittels PAP-Pen umkreist. AnschlieBend wurde auch hier, zur Reduzierung der
Hintergrundféarbung, im néchsten Schritt das Blocken mittels Ziegenserum durchgefiihrt. Dafiir
wurde das Ziegenserum 1 zu 10 in 1%-igem BSA mit TBS verdiinnt und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf die Objekttriager gegeben.

Die Primédrantikdrper wurden dann mit einer Verdiinnung von 1:5000 mit Dilution Buffer
(Dilution Buffer aus dem Kit: Dako REAL™ Antibody Diluent) auf die vorbehandelten
Objekttrager gegeben und iiber Nacht bei 4°C in eine feuchte Kammer gestellt. Pro
Gewebeschnitt wurden dafiir 100 pl Antikorper-Verdiinnung verwendet.

Am Folgetag wurden die Objekttriger zwei Mal fiir fiinf Minuten in 1x TBS-T gespiilt, um
dann im nichsten Schritt die endogene Peroxidase zu blockieren. Dazu wurden die Objekttriager
mit 0,3%iger H,O; Stock-Solution in TBS fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBfend wurden diese zwei Mal fiir fiinf Minuten auf dem Magnetrithrer in TBS-T

ausgewaschen.
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Die Objekttrager wurden erst mit dem biotinylierten Sekundérantikdrper fiir 30 Minuten
inkubiert, dann drei Mal fiir fiinf Minuten mit TBS-T gespiilt und zuletzt nochmals 30 Minuten
mit dem Tertifirsystem aus Streptavidin-Biotin-Peroxidase(HRP)-Komplex (Dako REAL™
Streptavidin Peroxidase (HRP)) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach
erneut dreimaligem Spiilen in 1x TBS-T erfolgte die Herstellung der Substrat-Arbeitsldsung mit
der Dako REAL™ DAB+ Chromogen (50x) und Dako REAL™ HRP Substrate Buffer im
Verhiltnis von 1:50. Die Objekttrager wurden dann fiir 20 Sekunden in einer feuchten Kammer
mit dieser Substrat-Arbeitslosung inkubiert und danach kurz mit destilliertem Wasser abgespiilt.
Die gesuchten Antigenstrukturen haben sich dann bereits in brauner Farbe hervorgehoben.

Nun wurden die Zellkerne mit verdiinntem Hadmatoxylin (Verdiinnung von 1:5 mit destilliertem
Wasser) fiir mindestens drei Minuten gegengefarbt.

Daraufthin wurden die Objekttrager zuerst unter flieBendem Wasser, dann mit 70% Ethanol
ausgesplilt und dann zwei Minuten in 96% Ethanol und im Anschluss fiir vier Minuten mit
absolutem Ethanol bedeckt.

Im letzten Schritt wurden die Objekttréger nach vierminiitiger Xylol-Inkubation mit Entellan
(Xylene based) betropfelt und mit Deckgldsern vorsichtig bedeckt.

AbschlieBend wurden alle Objekttriager iiber Nacht getrocknet.

3.6. Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung erfolgte mit Riicksprache einer Fachérztin fiir Pathologie. Um
eine Beeinflussung der Auswertung zu vermeiden, erfolgte diese ohne Kenntnis des genauen
Gradings. Mithilfe des Immunreaktiven Scores (IRS), einer Bewertungsskala zur
Quantifizierung der angefirbten Zellen, wurden die immunhistochemischen Farbungen
klassifiziert. Dabei wurde sowohl die Firbeintensitét als auch die Anzahl der positiven Zellen

wie folgt beurteilt (Tabelle 6):

Tabelle 6: der Immunreaktive Score (IRS), von Remmele et al. und Halon et al.

Bewertung des

immunreaktiven Scores:

Féarbeintensitit (SI): positive Zellen (PP): IRS =SI * PP

0 = keine Reaktion 0= keine 0-2 = negativ

1= schwache Reaktion 1= weniger als 10% 3-4= schwach positiv
2= maBige Reaktion 2= zwischen 10 und 50% 6-8= maBig positiv
3= starke Reaktion 3=zwischen 51 und 80%  9-12= stark positiv

4= mehr als 80%
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Im Anschluss wurde die Farbeintensitit mit der Anzahl der positiven Zellen multipliziert und

man erhielt somit den immunreaktiven Score (IRS = Farbeintensitit x positive Zellen).

3.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS und einem
Statistiker. Fiir den Vergleich qualitativer Variablen wurden Kreuztabellen und der Chi-
Quadrat-Test benutzt. Als Signifikanzniveau wurde bei allen Berechnungen eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p- Wert <0,05) festgelegt.

Fir die Darstellung reprdsentativer Zentralwerte kamen arithmetische Mittelwerte,
Medianwerte, Standardabweichungen und 95%- Konfidenzintervalle zur Anwendung.

Alle Daten wurden vor der Berechnung auf Vollstandigkeit, Plausibilitdt und systematische

Fehler tliberpriift.

3.8. Patientendaten

Einschluss- und Ausschlusskriterien der Studienpopulation wurden wie folgt festgelegt:

Tabelle 7: Einschluss- und Ausschlusskriterien der Studienpopulation

Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:

Vorliegen eines Kolonkarzinoms Kein Primirtumor

Operative Therapie des Kolonkarzinoms Simultanes Karzinom in einem anderen
Organsystem

Um Riickschliisse ziehen zu konnen, ob etwaige Risikofaktoren, Begleiterkrankungen oder
andere relevanten Patienteninformationen einen Einfluss auf den MAPK-Signalweg oder die
HLA-Exprimierung haben, wurden aus Patientenakten relevante Informationen recherchiert.
Somit konnten viele Daten wie die Lokalisation des Tumors, das Alter, der BMI und das
Geschlecht der Patienten, das Suchtverhalten in Bezug auf Nikotin und Alkohol,
Vorerkrankungen wie arterieller Hypertonus, COPD, KHK, Zustand nach Cholezystitis oder
Cholezystektomie und Niereninsuffizienz ermittelt werden. Aber auch die Familienanamnese
beziiglich  Tumorerkrankungen, eigene vorrangegangene Tumorerkrankungen und
Informationen zum aktuellen Krebsgeschehen wie das Grading, das UICC-Stadium, der

Lymphknoten- und Lymphgefa3-Befall, die Metastasierung und die Tumorlokalisation waren



30

wichtige Parameter, welche von jedem in die Studie mit einbezogenem Patienten, herausgesucht

wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen

4.1.1. Ubersicht

Eine grobe Ubersicht der Firbeergebnisse zeigt Abbildung 8. Dargestellt sind die Ergebnisse
von zwei Patienten mit Kolonkarzinom in 20facher Vergréerung. Die Bilder zeigen irregulére,
tubulére Driisenformationen mit Tumorzellen, die vor allem durch groBe Zellkerne, vielen
Mitosen und erhdhten Kern-/Plasma-Relationen auffallen. Teilweise sind auch Infiltrationen der
Tumorzellen in die Submukosa und Muscularis propria sichtbar.

Die Bilder Al und A2 sind Hamatoxylin- Eosin (HE)-Féarbungen, die Bilder B1 und B2
Anfirbungen mit dem HLA-- Antikorper und die Bilder C1 und C2 sind Anférbungen mit dem
p-Erk-Antikorper. Die mit den Antikdrpern angeférbten Zellen stellen sich dabei braun dar,

wihrend sich bei den HE-Féarbungen keine spezifische Anférbung finden lésst.

Abbildung 8: Reprisentative Abbildungen immunhistochemischer Héamatoxylin- Eosin-
Féarbungen (A1l undA2), Anti-HLA-Férbungen (B1 und B2) und Anti-p-Erk-Farbungen (C1 und
C2) in 20facher VergroBerung
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4.1.2. HLA

Abbildung 9 zeigt das Farbeergebnis mit dem HLA-A-Antikorper von drei unterschiedlichen
Patientengeweben des Dickdarms in 20facher VergroBerung. In aufsteigender Reihenfolge von
B1 zu B3 lésst sich eine Abnahme der HLA- A- Anférbung erkennen.

Die wichtigsten Rezeptoren fiir die Erkennung korpereigener Zelloberflichen gehéren zum
HLA-System. Es findet sich in den Plasmamembranen aller Zellen, mit Ausnahme der
Erythrozyten. Daher sieht man hier wie zu erwarten eine relativ flichige Anfirbung der
Karzinomgewebe.

In Bild B3 lisst sich auBerdem der Ubergang von Normalgewebe, auf der linken Hilfte des
Bildes, in tumordses Gewebe, auf der rechten Hilfte des Bildes, gut erkennen. Im direkten
Vergleich sieht man, dass im Normalgewebe (linke Bildhélfte) die Kolonkrypten mit ihren
vielen Becherzellen unverzweigt verlaufen und regelmiBig geformt sind. Im Gegensatz dazu
siecht man auf der rechten Hilfte vergroferte, polymorphe Zellen mit einer erhdhten
Kern/Plasma- Relation und destruierendem Wachstum. Dies ist typisch fiir tumordses Gewebe

im Kolon.

Abbildung 9: Immunhistochemische Anfirbung von Kolonkarzinomen von drei
unterschiedlichen Patienten mit einem HLA-A-Antikorper (20fache Vergroferung)
C1: stark positive Anfarbung, C2: miBig positive Anfarbung, C3: schwach positive Anfarbung
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4.1.3. p-Erk

Abbildung 10 zeigt das Firbeergebnis von drei unterschiedlichen Patienten mit
Kolonkarzinomen mit dem p-Erk-Antikorper in 20facher Vergroferung. Der p-Erk-Antikorper
ermoglicht die Visualisierung phosphorylierter ERK-Kinasen, welche sich im Allgemeinen im
Zytoplasma befinden und bei Aktivierung in den Zellkern gelangen, wo sie die Aktivitit des
Transkriptionsfaktors, sowie die Genexpression regulieren. Die hier verwendeten Antikorper
Anti- ERK1 + ERK2 (phosphor T202 + Y204) binden an den zwei regulatorischen Stellen Thr
202/185 und Tyr 204/187. Bei C1 handelt es sich um eine stark positive Farbung, bei C2 um

eine méBig positive Farbung und bei C3 um eine schwach positive Farbung.

Abbildung 10: Immunhistochemische Anfirbung von Kolonkarzinomen von drei
unterschiedlichen Patienten mit dem p-Erk-Antikorper (20fache Vergroferung)
C1: stark positive Anfarbung, C2: miBig positive Anfarbung, C3: schwach positive Anfarbung

4.1.4. Positivkontrollen

Abbildung 11 zeigt die Positivkontrollen in 20facher Vergroferung. Bild Al zeigt einen
Ausschnitt eines Mammakarzinoms nach immunhistochemischer Férbung mit dem p-Erk-
Antikorper. Dabei sieht man die fiir das Brustgewebe typischen Glandulae mammariae,
umgeben von sogenanntem Mantelbindegewebe, kollagenem Bindegewebe und zahlreichen
Fettzellen.

Bild A2 zeigt den Ausschnitt eines Lymphknotens nach immunhistochemischer Féarbung mit

dem HLA-A-Antikorper.



Abbildung 11: Positivkontrollen von Mammakarzinom Gewebe (A1) fiir den p-Erk- Antikorper

und Lymphknotengewebe (A2) fiir den HLA- A- Antikorper (20fache VergrofBerung)

4.2. Patientenkollektiv

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Zusammensetzung des

Patientenkollektivs

nach

epidemiologischen, klinischen und pathologischen Daten (verwendete Abkiirzungen: BMI =
body mass index, COPD = chronisch obstruktive Lungenerkrankung, KHK = koronare

Herzerkrankung, LK = Lymphknoten)

Relevante klinische und pathologische Patientendaten

Patientenzahl insgesamt 54 (100%)
Lokalisation

rechts 24 (44,4%)
links 30 (55,5%)
Alter

<50 4 (7,4%)

> 50 50 (92,6%)
BMI

<30 39 (72,2%)
>30 15 (27,8%)
Geschlecht

ménnlich 37 (68,5%)
weiblich 17 (31,5%)
Nikotinabusus

ja 2 (3,7%)
nein 52 (96,3%)
Alkoholabusus

ja 5(9,3%)
nein 49 (90,7%)




Diabetes mellitus I1

35

ja

17 (31,5%)

nein

37 (68,5%)

Arterieller Hypertonus

ja 32 (59,3%)
nein 22 (40,7%)
COPD

ja 5(9,3%)
nein 49 (90,7%)
KHK

ja 14 (25,9%)
nein 40 (74,1%)

Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie

ja 6 (11,1%)
nein 48 (88,9%)
Niereninsuffizienz

ja 8 (14,8%)
nein 46 (85,2%)
Grading

1 1 (1,9%)

2 33 (61,1%)
3 20 (37%)
T-Stadium

T1 8 (14,8%)
T2 24 (44,4%)
T3 14 (25,9%)
T4 8 (14,8%)
LK-Befall

ja 28 (51,9%)
nein 26 (48,2%)
Metastasierung

ja 12 (22,2%)
nein 42 (77,7%)
Zweittumor

ja 12 (22,2%)
nein 42 (77,7%)

Positive Familienanamnese

ja

4 (7,4%)

nein

50 (92,6%)
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Das durchschnittliche Manifestationsalter im eigenen Patientengut mit 69,6 + 14,2 Jahren deckt
sich mit den meisten Angaben aus der Literatur (Bertz, Gesellschaft der Epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland, und Robert-Koch-Institut 2006).

Im eigenen Patientengut iiberwog der Ménneranteil die Frauen um mehr als das Zweifache mit
68,5% zu 31,5%.

Obwohl nur rund 28% der Patienten einen BMI > 30 kg/m? hatten, so hatten 65% der Patienten
einen BMI > 25 kg/m’.

Die folgende Abbildung zeigt die Héaufigkeiten der Tumorlokalisation des untersuchten

Patientengutes:

C18.4 Colon
transversum

n=1 (1.9%
C18.3 Flexura coli (1.9%)
dextra C18.5 Flexura coli
n=1(1.9%) sinistra
n=2 (3.7%)
C18.2 Colon
descendens
n= 12 (22.2%
12 (22.2%) n=3 (5.6%)

C18.0 Zakum
n=10 (18.5%)

C18.1 Appendix :;?"70322):‘
:Zr(l)mformls 22 (40.7%)

Abbildung 12: Verteilung der Tumorlokalisationen im eigenen Patientengut

In der untersuchten Studienpopulation wurden weniger rechtsseitig als linksseitig lokalisierte
Kolonkarzinome gezdhlt. Die meisten Erkrankungsfille traten im Colon sigmoideum auf,
gefolgt vom Colon ascendens und dem Zékum. Diese Rangfolge stimmt mit vielen Ergebnissen

anderer Autoren iiberein.

Die Anzahl préparierter Lymphknoten ist ausschlaggebend, um einen positiven

Lymphknotenbefall diagnostizieren zu konnen. Pro Patient wurden im Durchschnitt 17,4
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Lymphknoten prépariert. Der Median lag bei 16,5 Lymphknoten. Bei NO waren es im Mittel
18,5, bei N1 12,9 und bei N2 16,9 préparierte Lymphknoten. Laut Leitlinien lautet die
Empfehlung > 12 Lymphknoten zu préparieren. Im eigenen Patientengut wurde dies zu 84,6%

erfiillt. In 15,4% der Félle wurden allerdings weniger als 12 Lymphknoten prépariert.

Tabelle 9: Abhingigkeit der N-Stadien von der Anzahl préparierter Lymphknoten

Anzahl priparierter Lymphknoten NO N1 N2
<12 4 (11,4%) 2 (25%) 2 (22,2%)
>12 31 (88,6%) 6 (75%) 7 (77,8%)

4.3. Zusammengefasst

Folgende Ergebnisse wurden dabei beobachtet und tabellarisch dargestellt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Gegeniiberstellung der Fallzahlen von den immunhistochemischen
Férbeergebnissen mit den HLA-A- und p-Erk-Antikérpern bei Kolonkarzinomgeweben

p-Erk

schwach miBig pos. |stark pos. | insgesamt

neg. (%) pos. (%) (%) (%) (%)
neg. (%) 509,3) 0(0) 1(1,9) 1(1,9) 7(13)
RILA schwach pos

co TG 366 00 0(0) 5(9.3)
?jj}flg POS11425,9)  |1(1,9) 4(7.4) 1(1,9) 20 (37)
stark pos. (%) |20 (37) 0(0) 1(1,9) 1(1,9) 22 (40,7)
zf}/i)gesamt 41(75,9)  |4(7.4) 6(1L1)  |3(56)  |54(100)

Insgesamt wurden die p-Erk-Farbungen von 41 Patienten als negativ, 4 Patienten als schwach
positiv, 6 Patienten als méiBig positiv und 3 Patienten als stark positiv beurteilt. So wurden
75,9% aller Farbungen mit dem p-Erk-Antikdrper negativ bewertet. Bei den HLA-A-Férbungen
wurden 7 Patienten als negativ, 5 Patienten als schwach positiv, 20 Patienten als maBig positiv
und 22 Patienten als stark positiv beurteilt. Wahrend die p-Erk-Farbungen also zu rund zwei
Drittel (75,9%) negative Ergebnisse zeigten, waren die HLA-A-Farbungen zu 40,7% stark und

zu 37% maiBig positiv.

Vereinfacht mithilfe einer 4- Felder- Tafel ldsst sich zuséitzlich das Odds Ratio berechnen.
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(OR=0,764)
Die Wabhrscheinlichkeit bei negativ bewerteter p-Erk-Expression ein positives HLA- A-
Férbeergebnis zu bekommen ist mit einer Odds Ratio (OR) < 1 nicht hoher als bei einer als

positiv bewerteten p- Erk- Expression.

Tabelle 11: 4- Felder- Tafel der immunhistochemischen Farbeergebnisse mit den HLA-A- und
p-Erk- Antikorpern bei Kolonkarzinomgeweben

p-Erk

HLA negativ (%) positiv (%) insgesamt (%)
negativ (%) 509,3) 23,7 7(13)
positiv (%) 36 (66,7) 11 (20,3) 47 (87)
insgesamt (%) 41 (75,9) 13 (24,1) 54 (100)

4.4. Auswertung der immunhistochemischen Firbungen
Grafische Darstellung und Auswertung der Korrelation der Féarbeergebnisse mit klinischen

Parametern

LOKALISATION P-ERK LOKALISATION HLA
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Abbildung 13 Abbildung14

Abb. 13 zeigt die Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und der Lokalisation des Tumors
Abb. 14 zeigt die Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und der Lokalisation des
Tumors

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p- Erk- Exprimierung (p= 0,075) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,365) bei rechter Tumorlokalisation gegeniiber linker Lokalisation im

Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 15 Abbildung 16

Abb. 15 zeigt die Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und dem Patientenalter
Abb. 16 zeigt die Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und dem Patientenalter

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,186) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,059) bei Patienten ilter als 50 Jahren bei Erstdiagnose gegeniiber jlingeren

im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Boxplots fiir die HLA-A-Exprimierung je nach Patientenalter

Das mittlere Alter der 41 als negativ bewerteten HLA-A-Féarbungen betridgt 63,43 Jahre mit
einer Standardabweichung von 20,75 Jahren. Mit 95%- iger Wahrscheinlichkeit liegt das Alter
zwischen 44,24 und 82,62 Jahren. Das mediane Alter betrdgt 66 Jahre mit einem Minimum von
30 und einem Maximum von 88 Jahren. Das mittlere Patientenalter der 13 als positiv bewerteten

HLA-A-Farbungen betriagt 70,55 Jahre mit einer Standardabweichung von 12,94 Jahren. Mit
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95%-iger Wahrscheinlichkeit liegt das Alter zwischen 66,75 und 74,35 Jahren. Das mediane

Alter betrdgt 75 Jahre mit einem Minimum von 24 und einem Maximum von 89 Jahren.
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Abbildung 18: Boxplots fiir die p-Erk-Exprimierung je nach Patientenalter

Das mittlere Alter der 41 als negativ bewerteten p-Erk-Férbungen betrégt 68,1 Jahre mit einer
Standardabweichung von 14,62 Jahren. Mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit liegt das Alter
zwischen 63,48 und 72,71 Jahren. Das mediane Alter betrdgt 74 Jahre mit einem Minimum von
24 und einem Maximum von 83 Jahren. Das mittlere Patientenalter der 13 als positiv bewerteten
p- Erk- Farbungen betridgt 74,46 Jahre mit einer Standardabweichung von 11,72 Jahren. Mit
95%-iger Wahrscheinlichkeit liegt das Alter zwischen 67,38 und 81,54 Jahren. Das mediane

Alter betrdgt 76 Jahre mit einem Minimum von 51 und einem Maximum von 89 Jahren.
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Abbildung 19 Abbildung 20

Abb. 19: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und dem Patienten BMI
Abb. 20: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und dem Patienten BMI
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Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,664) und HLA-A-
Exprimierung (p = 0,393) bei Patienten mit einem BMI > 30 gegeniiber Patienten mit einem

BMI < 30 im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.

GESCHLECHT P-ERK GESCHLECHT HLA
B mannlich mweiblich
m mannlich  m weiblich S
g~ o0 o~ In  Ema I [
Q C 3 = Q R © &7
N \s o <& N \s o2 s
v S O <¥ & Q v 5
& o< & ° & & N
Abbildung 21 Abbildung 22

Abb. 21: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und dem Geschlecht der Patienten
Abb. 22: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und dem Geschlecht der Patienten

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,534) und HLA-A-
Exprimierung (p = 0,487) bei Minnern gegeniiber Frauen im Kolonkarzinomgewebe

nachgewiesen werden.

NIKOTINABUSUS P- NIKOTINABUSUS
ERK HLA
mJa mNein mJa mNein
HI b NP . i R " m :I °|
2 C o 7 2 o o «
O v A < O v N <
%@ev c,(:e\\$ @V‘:) %«‘? évbv c,(,‘z§ @v‘;) %«v
Abbildung 23 Abbildung 24

Abb. 23: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne Nikotinabusus
Abb. 24: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne
Nikotinabusus

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p= 0,382) und HLA-A-
Exprimierung (p= 0,623) bei Patienten mit Nikotinabusus gegeniiber Patienten ohne

Nikotinabusus im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.



42

ALKOHOLABUSUS P- ALKOHOLABUSUS
ERK HLA
H Nein mJa HJa mNein

]
Hs

|

0

B s

0

13

0

0

ml ;
0

“ M 5

I 1

]
», M 4

]

> Q o 7
’\\ Q\$V“ C)‘—)\ v
NEGATIV SCHWACH MASSIG STARK (’)v @) Qs ‘—;\
< B Q
POSITIV OSITIV POSITIV >
Abbildung 25 Abbildung 26

Abb. 25: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne
Alkoholabusus
Abb. 26: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne
Alkoholabusus

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p= 0,242) und HLA-A-
Exprimierung (p= 0,422) bei Patienten mit Alkoholabusus gegeniiber Patienten ohne

Alkoholabusus im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 27 Abbildung 28

Abb. 27: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne Diabetes
mellitus II
Abb. 28: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne Diabetes
mellitus II

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,534) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,294) bei Patienten mit Diabetes mellitus Il gegeniiber Patienten ohne

Diabetes mellitus II im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 29 Abbildung 30

Abb. 29: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne Arteriellem
Hypertonus
Abb. 30: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne Arteriellem
Hypertonus

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,137) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,344) bei Patienten mit arterieller Hypertonie gegeniiber Patienten ohne

arterieller Hypertonie im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 31 Abbildung 32

Abb. 31: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit COPD und ohne COPD
Abb. 32: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit COPD und ohne
COPD

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,823) und der HLA-A-
Exprimierung (p= 0,623) bei Patienten mit COPD gegeniiber Patienten ohne COPD im

Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 33 Abbildung 34

Abb. 33: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne KHK
Abb. 34: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne KHK

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,647) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,451) bei Patienten mit KHK gegeniiber Patienten ohne KHK im

Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 35 Abbildung 36

Abb. 35: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne Z.n.
Cholezystitis oder Cholezystektomie
Abb. 36: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne Z.n.
Cholezystitis oder Cholezystektomie

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,574) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,316) bei Patienten mit Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie gegeniiber
Patienten ohne Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie im Kolonkarzinomgewebe

nachgewiesen werden.
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Abbildung 37 Abbildung 38

Abb. 37: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit Niereninsuffizienz und
ohne Niereninsuffizienz

Abb. 38: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit Niereninsuffizienz
und ohne Niereninsuffizienz

Es konnte ein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung bei Patienten mit
Niereninsuffizienz gegeniiber Patienten ohne Niereninsuffizienz im Kolonkarzinomgewebe
nachgewiesen werden (p = 0,006). Die korrespondierenden Bilder dazu sind in Abbildung 39
und 40 dargestellt.

Es konnte kein signifikanter Unterschied der HLA-A-Exprimierung bei Patienten mit
Niereninsuffizienz gegeniiber Patienten ohne Niereninsuffizienz im Kolonkarzinomgewebe

nachgewiesen werden (p = 0,966).

Niereninsuffizienter Patient, positive p-Erk-Firbung

S

Abbildung 39: Ausschnitt eines Kolonkarzinomgewebes mit immunhistochemischer p-Erk-
Antikorper-Féarbung, 20fache Vergroflerung
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Abbildung 40: Ausschnitt eines Kolonkarzinomgewebes mit immunhistochemischer p-Erk-
Antikorper-Féarbung, 20fache Vergroflerung

Abbildung 40 reprisentiert exemplarisch Patienten, welche nicht an Niereninsuffizienz litten.
Diese zeigten auffillig vermehrt negative p-Erk-Féarbungen.
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Abb. 41: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit Tumorgrading G1, G2
und G3
Abb. 42: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit Tumorgrading G1, G2
und G3

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung bei Patienten mit
Tumorgrading G1 gegeniiber Patienten Tumorgrading G2 gegeniiber Patienten Tumorgrading

G3 im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden (p = 0,654).
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Es konnte ein signifikanter Unterschied der HLA-A-Exprimierung bei Patienten mit
Tumorgrading G1 gegeniiber Patienten Tumorgrading G2 gegeniiber Patienten Tumorgrading
G3 im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden (p = 0,019). Die korrespondierenden

Bilder dazu sind in Abbildung 43 und 44 dargestellt.

Patient mit negativer HLA-A-Firbung, Grading G3

T g g 13;:

Abbildung 43: Ausschnitt eines Kolonkarzinomgewebes mit immunhistochemischer HLA-A-
Antikorper- Farbung, 20fache VergroBerung
Die abgebildete negative HLA-A-Féarbung stammt von einem Patienten mit Tumorgrading G3.
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Patient mit positiver HLA-A-Firbung, Grading G2

v

Abbildung 44: Ausschnitt eines Kolonkarzinomgewebes (rechte Bildhilfte) mit
immunhistochemischer HLA-A-Antikorper-Féarbung, 20fache Vergroerung
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Abbildung 45 Abbildung 46

Abb. 45: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit Tumorklassifikation laut
UICC in T1, T2, T3 und T4

Abb. 46: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit Tumorklassifikation
laut UICC in T1, T2, T3 und T4

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,734) und der HLA-A-
Exprimierung (p= 0,248) bei Patienten mit unterschiedlichen T-Stadien im

Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 47 Abbildung 48

Abb. 47: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit LK-/ Lymphgefal3-
Befall und ohne LK-/ Lymphgefil3- Befall.
Abb. 48: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit LK~/ Lymphgefal3-
Befall und ohne LK-/ Lymphgefil3- Befall.

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (P= 0,422) und der HLA-A-
Exprimierung (p= 0,610) bei Patienten mit LK~/ Lymphgefal3- Befall gegeniiber Patienten ohne

LK~/ Lymphgefa- Befall im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 49 Abbildung 50

Abb. 49: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit Metastasen und ohne

Metastasen
Abb. 50: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit Metastasen und ohne
Metastasen

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,932) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,588) bei Patienten mit Metastasierung gegeniiber Patienten ohne

Metastasierung im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abb. 51: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit und ohne Zweittumor
Abb. 52: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit und ohne Zweittumor

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung (p = 0,932) und der HLA-A-
Exprimierung (p = 0,665) bei Patienten mit Zweittumor gegeniiber Patienten ohne Zweittumor

im Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
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Abb. 53: Korrelation zwischen der p-Erk-Expression und Patienten mit positiver
Familienanamnese
Abb. 54: Korrelation zwischen der HLA-A-Expression und Patienten mit positiver
Familienanamnese

Es konnte kein signifikanter Unterschied der p-Erk-Exprimierung bei Patienten mit positiver
Familienanamnese  gegeniiber  Patienten = ohne  positiver = Familienanamnese im
Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden (p = 0,964).

Es konnte ein signifikanter Unterschied der HLA-A-Exprimierung bei Patienten mit positiver
Familienanamnese  gegeniiber  Patienten = ohne  positiver = Familienanamnese im

Kolonkarzinomgewebe nachgewiesen werden (p = 0,022).
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Zusammengefasst:

Zunéchst wurde in unserem Patientenkollektiv eine immunhistochemische Analyse zur p-Erk-
Expression angefertigt. Daflir wurden die entparaffinierten Gewebeschnitte von 54 Patienten
mit einem Kolonkarzinom mit einem HLA-A-Antikorper und einem p-Erk-Antikorper geférbt
und die Farbeintensitit geméfl dem o.a. Protokoll bestimmt.

In Abb. 10 exemplarisch dargestellt, zeigte sich bei 87% der Patienten mit einem
Kolonkarzinom eine starke HLA-A-Expression. Bei 5 Patienten zeigte sich eine schwache, bei
20 Patienten eine moderate und bei 22 Patienten eine starke HLA-A-Expression.

In Abb. 11 exemplarisch dargestellt, zeigte sich bei 24,1% der Patientin mit einem
Kolonkarzinom eine vermehrte p-Erk-Expression. Bei 4 Patienten zeigte sich eine schwache,
bei 6 Patienten eine moderate und bei 3 Patienten eine starke p-Erk-Expression.

AnschlieBend wurde versucht, eine Korrelation zwischen einer HLA-A- sowie p-Erk-
Expression und klinischen Parametern, zu identifizieren. Daflir wurden Patientendaten
beziiglich Risikofaktoren untersucht und geschaut, ob etwaige klinische Parameter mit
vermehrter oder vermindert Expression von HLA-A oder p-Erk einhergehen. Um
Zusammenhidnge objektiv beurteilen zu konnen, wurden p-Werte berechnet und damit
Signifikanzen bestimmt.

Dabei konnte ein signifikanter Zusammenhang fiir das Grading der Tumorstadien sowie einer
positiven Familienanamnese und der HLA-A- Exprimierung nachgewiesen werden.

Fiir die 54 in die Studie eingeschlossenen Patienten zeigte nur der Parameter Niereninsuffizienz
als einziger Faktor eine signifikante Korrelation mit der p-Erk- Exprimierung.

Fiir die Faktoren Alter, Geschlecht, BMI, Nikotinabusus, Alkoholabusus, Diabetes mellitus II,
arterielle Hypertonie, COPD, KHK, Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie, UICC-Stadium,
Zweittumor und Metastasierung konnte kein signifikanter Zusammenhang fiir die p-Erk-/ oder

HLA-A- Exprimierung nachgewiesen werden.

5. Diskussion

5.1. Beurteilung der Methodik

5.1.1. Beurteilung des Materials

Die immunhistochemischen Férbungen wurden an Formalin-fixiertem Paraffin eingebettetem
Gewebe vorgenommen, welches sich zwar durch einen guten Erhalt der morphologischen
Strukturen, jedoch mit einer verminderten Reaktivitidt mit Antikérpern im Vergleich zu Kryo-
Gewebe auszeichnet. Da bisher vom Institut fiir Pathologie in Halle nur in Paraffin eingebettete

Gewebe zur Verfligung standen, musste bei dieser Arbeit darauf zuriickgegriffen werden.



52

Das Tumorgrading und die Einteilung in UICC-Stadien wurden zwar von einem erfahrenen
Pathologen vorgenommen, jedoch haben Studien gezeigt, dass diese Einteilung einer teilweise
erheblichen Beobachter-Variabilitit unterliegen kann (Burchardt u. a. 2008).

Die Qualitdt der Antikorper ist abhingig von dessen Herstellung, aber auch von der Lagerung
und Handhabung im Labor. Die diesbeziiglichen Herstellerempfehlungen wurden stets exakt
eingehalten. So wurde die Kiihlkette beim Versand der Antikorper nicht unterbrochen, die
Antikorper stets nach empfohlener Lagertemperatur gekiihlt und ein wiederholtes Auftauen und

Einfrieren unterlassen.

5.1.2. Beurteilung der qualitativen Farbeergebnisse

Die Farbungen wurden mit grofter Sorgfalt und mit genauester Orientierung am Féarbeprotokoll
durchgefiihrt. Da die Férbungen aufgrund von Mangel an Kapazitdten nicht in einem
Durchgang, sondern nacheinander durchgefiihrt wurden, muss an Schwankungen oder Fehler in
der Durchfithrung des Farbeprotokolls gedacht werden. So spielen Einflussfaktoren wie
unterschiedliche Raumtemperatur, schwankende Qualitdt der Waschldsung oder abnehmende
Enzymaktivitét der gewebseigenen Peroxidase eine entscheidende Rolle.

Auch wurden die Antikorperfiarbungen nicht an ein und demselben Schnitt durchgefiihrt. Zwar
wurde darauf geachtet, aufeinander folgende Schnitte zu verwenden, eine Fiarbung desselben
Schnittes beider Antikorper, p-Erk und HLA-A, war jedoch nicht moglich.

Zur Beurteilung der Detektionsfahigkeit der verwendeten Antikdrper wurde neben den
Kolongewebeschnitten auch Lymphknoten- und Brustkrebsgewebe als Positivkontrolle und ein
Kolongewebeschnitt ohne Primérantikorper als Negativkontrolle mitgeférbt. Erst im Vergleich
dieser Kontrollschnitte wird die unterschiedliche Sensitivitit der Antikorper deutlich. So ist es
fiir den Erhalt eines validen immunhistochemischen Farbeergebnisses unumgénglich, in jedem
Féarbedurchgang Positiv- und Negativkontrollen zur stindigen Qualitétskontrolle mit

durchzufihren.

5.1.3. Beurteilung der quantitativen Auswertung

Trotz aller Bemiithungen um Objektivitit unterliegt die Auswertung immunhistochemischer
Férbungen subjektiven Einfliissen und ist deshalb insgesamt als semiquantitativ zu bezeichnen.
So konnen sich die Ergebnisse zu denen anderer Arbeiten unterscheiden.

Bei der Auswertung wurden nur Areale berticksichtigt, die mit Riicksprache eines erfahrenen
Pathologen als geeignet befundet wurden. Es gilt dennoch zu beachten, dass die Resultate von
der Erfahrung des Untersuchers abhéngig sind.

Zur Quantifizierung der Ergebnisse existieren auflerdem unterschiedliche Bewertungsskalen.
Der Immunreaktive Score (IRS) ist eine weltweit angewandte Bewertungsskala, sodass eine

bestmdgliche Vergleichbarkeit zu anderen Arbeiten angestrebt wird.
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Des Weiteren bleibt zu beachten, dass sdmtliche Patienten nur an einem Zentrum rekrutiert
wurden und die Ergebnisse daher moglicherweise auf die Population im Einzugsgebiet dieses
Zentrums zu beschrinken sind. Zudem wurden keine Erndhrungsgewohnheiten oder Lebensstil-
Verdnderungen erfasst. Der Einfluss dieser Faktoren, die in Zusammenhang mit der
Karzinogenese des Kolonkarzinoms stehen konnen, wurde nicht weiter untersucht. Eine weitere
Einschrankung ergibt sich durch den retrospektiven Ansatz der Studie, deren Aussagekraft im

Vergleich zu prospektiven Studien geringer ausfillt.

5.1.4. Beurteilung der statistischen Auswertung

Es gilt zu beriicksichtigen, dass fehlende Signifikanzen prinzipiell darauf beruhen, dass
tatséchlich keine signifikanten Unterschiede vorhanden sind oder aber, dass die Fallzahl zum
Nachweis vorhandener Signifikanzen zu gering ist. Daher sollte der Nachweis bzw. das Fehlen

von Signifikanzen generell vorsichtig interpretiert werden.

5.2. Beurteilung der Ergebnisse

Wichtiger Kritikpunkt dieser Arbeit ist, dass von den Patienten keine Uberlebensdaten erhoben
werden konnten. Vor allem, um Auswirkungen vermehrter bzw. vermindert HLA-A- und p-Erk-
Expression auf das Tumorgeschehen abschitzen zu kénnen, wiren Uberlebensdaten und
Informationen beziiglich des Therapieansprechens von groBer Relevanz. Es ist daher nicht
moglich, Prognosen zu stellen oder 5- Jahres- Mortalitdtsraten zu erfassen. Da jiingste Patienten,
die mit in die untersuchte Datenbank aufgenommen wurden, vor nur wenigen Wochen operiert
wurden und generell keine Krebsdiagnose im Patientenpool élter als 6 Jahre alt war, war eine
Erfassung der Lebenszeiten nicht moglich. Vor allem zukiinftige Anschlussarbeiten, in denen

etwaige Therapiemoglichkeiten diskutiert werden konnten, sollten dies beachten.

5.3 Ausblick

Das mittlere Alter bei der Diagnosefeststellung eines kolorektalen Karzinoms ist in den letzten
Jahren angestiegen, was vor allem darauf zuriickzufiihren ist, dass der Anteil dlterer Menschen
in unserer Gesellschaft stetig wichst. Eine Ausnahme davon sind die familidiren Formen des
Kolonkarzinoms, welche ein fritheres Manifestationsalter aufweisen.

Im Jahr 2014 hat das deutsche Krebsregister ein Geschlechterverhéltnis von 54% Ménnern und
46% Frauen festgestellt.

Auch Ubergewicht ist bei einer groBen Zahl epidemiologischer Studien mit einem erhdhten
Risiko fiir die Entstehung von Kolonkarzinomen assoziiert. Die deutsche Adipositasgesellschaft

stuft Patienten mit einem BMI > 25 kg/m? bereits als iibergewichtig ein. Vor allem die fehlende
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korperliche Aktivitit bei zunehmendem Korpergewicht ist dabei von grofler Bedeutung. In einer
Studie wurde gezeigt, dass Ubergewichtige, die regelmiBig Sport treiben, gegeniiber nicht
Sportlichen, kein deutlich erhohtes Risiko fiir ein kolorektales Karzinom aufwiesen (I.-M. Lee
2003).

Dabei ist allerdings unklar, ob bei bereits aufgetretenem Ubergewicht eine Gewichtsreduktion
einen krebspriaventiven Effekt hat (Vainio, Kaaks, und Bianchini 2002).

Kolonkarzinome finden sich an unterschiedlichen Lokalisationen des Dickdarms
ungleichmiBiger Verteilung. Der Grund fiir die ungleiche Verteilung der Karzinome in den
einzelnen Darmabschnitten ist bislang unklar. Diskutiert wird, ob etwa eine unterschiedliche
Verweildauer des Darminhalts und eine damit verbundene lingere Einwirkzeit der im Stuhl
enthaltenen Karzinogene, urséchlich fiir die ungleiche Verteilung ist. Solche kanzerogenen
Stoffe konnten in etwa Gallensduren oder bakteriellen Stoffwechselprodukten sein (G. H. Lee

u. a. 2015).

Aus Studien zur Analyse molekulargenetischer Eigenschaften linksseitiger und rechtsseitiger
KRAS-Wildtyp-Tumoren nach einer EGFR-Antikorpertherapie ist bekannt, dass die
rechtsseitigen Tumoren rund sechsmal hiufiger Mikrosatelliteninstabilitdten, dreimal héufiger
eine BRAF-Mutation und etwa doppelt so héufig eine Hypermethylierung aufwiesen (Schrag D
et al. 2016).

Laut aktuellem Stand der S3-Leitlinie wird der Tumorlokalisation bei der Therapieentscheidung
nur bei der Behandlung von KRAS-Wildtyp-Tumoren eine Bedeutung zugesprochen. Als
Trennlinie zwischen rechts- und linksseitigen Tumoren definieren die Leitlinien dabei die
Flexura colica sinistra. Demnach wird auf dem Boden der gegenwirtigen Datenlage bei
rechtsseitigen Primértumoren, in der Erstlinientherapie der metastasierten Erkrankung, eine
Chemotherapie-Doublette plus Bevacizumab und bei linksseitigen Primirtumoren eine
Chemotherapie-Doublette plus anti-EGFR-Antikérper empfohlen (Deutsche Krebshilfe, AWMF
2019). Ansonsten wird in der Therapieentscheidung die Lokalisation des Primértumors noch
nicht beriicksichtigt.

Moglicherweise dndert sich dies in Zukunft, wenn die molekularen Unterschiede zwischen

rechts- und linksseitig lokalisierten Tumoren weiter aufgedeckt werden.

Weitere Wirkstoffe zielgerichteter Therapieverfahren sind derzeit Gegenstand klinischer

Studien.

Um einen direkten Einfluss des MAPK-Signalwegs auf die HLA-A-Exprimierung
nachzuweisen, ergibt sich fiir Anschlussprojekte die Uberlegung bereits mit EGFR-Antikdrpern

vorbehandelte Patienten, in eine Studie mit einzuschlieBen. Bei mit EGFR-Antikorpern
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vorbehandelten Patienten kann der MAPK-Signalweg gezielt ausgeschaltet werden. Hierbei
wire es interessant zu ermitteln, inwieweit sich die HLA-A-Exprimierung von zuvor nicht
behandelten Patienten unterscheidet. Nimmt der MAPK-Signalweg, wie vermutet, Einfluss auf
die HLA-A-Exprimierung, so erwartet man hier eine Heraufregulierung dieser und damit
verbunden eine bessere FErkennung der Tumorzellen durch das Immunsystem.
Fiir die Zukunft ist es nicht nur von Interesse, einen Zusammenhang der beiden Signalwege
nachzuweisen, sondern auch, konkret zu erforschen, welcher Teilschritt des MAPK- Signalwegs
Einfluss auf die HLA-A-Exprimierung hat. So konnten die Ergebnisse vor allem im Hinblick
auf die Therapie des Kolonkarzinoms hilfreich sein.

Trotz der hier in der Studie erlangten Ergebnisse, verbleibt ein groBer Anteil der Regulation der
HLA- A- Exprimierung von Kolontumorzellen ungeklért. Weitere Studien sind notwendig, um
die genauen Mechanismen und die Regulierung der HLA- A- Oberflichenmolekiile zu
verstehen und vor allem, um den Einfluss des MAPK- Signalwegs auf die HLA- A- Expression

zu kléren.
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5.4. Niereninsuffizienz als Risikofaktor fiir das Kolorektale Karzinom anhand aktueller
Studienlage

Studien haben gezeigt, dass chronische Nierenerkrankungen ein signifikant erhohtes Risiko fiir
die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms darstellen. Dies wird einerseits damit begriindet,
dass eine kranke Niere den Korper nicht mehr ausreichend von anfallenden Toxinen befreien
kann und andererseits, dass die immunsuppressive Therapie nierenkranker Patienten die
Karzinogenese begiinstigt (Velciov u. a. 2013). Ferner werden Zusammenhénge zwischen dem
MAPK- Signalweg und akuten und chronischen Nierenerkrankungen diskutiert (Tian u. a.
2017).

Es ist bekannt, dass der MAPK-Signalweg an der Entstehung und dem Fortschreiten von
Nierenfibrose beteiligt und vermehrt aktiviert ist (J. Lee u.a. 2019). Es lassen sich klare
Zusammenhénge von Niereninsuffizienz und der Aktivierung des MAPK-Signalwegs
beobachten. Bisher wurde jedoch noch keine direkte Verbindung zwischen vermehrter
Aktivierung des MAPK-Signalwegs bei Nierenkranken und der daraus resultierend
verminderten HLA-A-Exprimierung von Tumorzellen festgestellt.

Die immunhistochemischen Féarbungen haben den Verdacht, dass es einen Zusammenhang
zwischen dem MAPK-Signalweg und der HLA-A-Exprimierung gibt, entsprechend der
aktuellen Studienlage erhértet. Von 46 Patienten ohne Niereninsuffizienz, zeigten 39 Patienten
(84,8%) negative p-Erk-Anfiarbungen. Von den 8 Patienten mit Niereninsuffizienz zeigten 2
Patienten negative p-Erk-Anfarbungen (25%). Bezieht man dies auf den MAPK-Signalweg und
die Hypothese, dass dieser invers mit der HLA-A-Exprimierung korreliert, so unterstreicht dies,
dass eine verminderte Aktivierung des MAPK-Signalwegs, eine vermehrte HLA-A-
Exprimierung mit sich ziehen konnte. Eine vermehrte HLA-A-Exprimierung wiederum kann es
dem Immunsystem leichter machen, die Tumorzellen als solche zu identifizieren und diese zu
bekdmpfen. Im Umkehrschluss kann man dies so deuten, dass Patienten mit Niereninsuffizienz
wahrscheinlich hiufiger am kolorektalen Karzinom erkranken, da diese vermehrt den MAPK-
Signalweg aktivieren, daher Tumorzellen weniger HLA-A exprimieren und somit dem
Immunsystem entkommen konnen.

AbschlieBend ist es nicht klar, ob die vermehrte Aktivierung des MAPK-Signalwegs bei
Niereninsuffizienten aktiv die HLA-Expression von Tumorzellen des kolorektalen Karzinoms

herunterreguliert oder dies nur eine zufillige Beobachtung ist.

5.5. Einfluss einer positiven Familienanamnese auf die HLA-A-Exprimierung von
Tumorzellen des Darmkrebses
Die Vererbung der HLA-Gene folgt den klassischen Mendel- Regeln. Der Mensch besitzt einen

diploiden Chromosomensatz, der fiir die Fortpflanzung in zwei haploide Chromosomensétze
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getrennt wird. Gleiches gilt fiir den kurzen Arm von Chromosom 6, auf dem die Gene liegen,
welche fiir HLA codieren. Jedes Individuum erhélt somit von seinen Eltern eine haploide HLA-
Genortkette, die als HLA-Haplotyp bezeichnet wird (WalBmuth 2005).

HLA-Gene werden als Einheit vererbt. Rekombinationen sind mit unter 3% selten. Der HLA-
Genpool unterscheidet sich in verschiedenen Populationen und Gebieten aufgrund von
Mutationen, Selektionen und Gendrifts. Daher gibt es eine bevolkerungsspezifische Haufigkeit

HLA-assoziierter Erkrankungen (Madania u. a. 2014).

Geht man davon aus, dass die HLA-A-Exprimierung eine wesentliche Rolle bei der Erkennung
und Bekdmpfung der Tumorzellen durch das Immunsystem spielt und, dass die HLA-A-Gene
von beiden Elternteilen auf ihre Nachkommen weitergegeben werden, so ldsst sich die
Vermutung aufstellen, dass eine positive Familienanamnese in Bezug auf Krebsgeschehen die
Entstehung kolorektaler Karzinome wahrscheinlich begiinstigt. Wiesen die Eltern eines
Patienten bereits eine verminderte HLA-Exprimierung und somit eine schlechtere Erkennung
der Tumorzellen durch das Immunsystem auf, so wurde diese Eigenschaft mit hoher

Wabhrscheinlichkeit auch an den Patienten weitergegeben.

Dabher ist zu erwarten, dass eine positive Familienanamnese in unserem Patientenkollektiv einen

signifikanten Finfluss auf die Karzinogenese kolorektaler Karzinome hat.

5.6. Korrelation zwischen dem MAPK- Signalweg und der HLA- Exprimierung

Die aktuelle Studienlage zeigt, dass das Herunterregulieren der Expression einzelner oder
mehrerer Komponenten des MHC-Klasse-I-Antigen-Prozessierungswegs die Erkennung von
Tumorzellen durch tumorspezifische CD8+-zytotoxische T-Lymphozyten verhindert. Doch
welche Mechanismen sind fiir diese Herunterregulierung verantwortlich? In 6sophagealen
Tumoren konnte nachgewiesen werden, dass unter anderem eine Hypermethylierung der
Promotorregionen der HLA-A-, B- und C-Gene einen Hauptmechanismus der
Transkriptionsinaktivierung darstellt (Nie 2001).

Stellt man die immunhistochemischen Farbungen von HLA-Klasse-I-Molekiilen und p-Erk
(sieche Tabelle 9) gegeniiber, ldsst sich eine inverse Korrelation beobachten. Eine stark positive
p-Erk-Anfirbung spricht fiir eine starke Aktivitit des MAPK-Signalwegs. Die meisten
Patientengewebe, die stark positive p-Erk-Féarbungen zeigten, hatten vor allem negative HLA-
Klasse-I-Anfarbungen. Umgekehrt zeigten Patienten mit stark positiver HLA-Klasse-I-
Anfiarbung héufig negative p-Erk-Anfarbungen.

75,9% der p-Erk-Anfiarbungen wurden als negativ bewertet, wiahrend 40,7% der HLA-

Anfirbungen stark positiv und 37% maéaBig positiv eingestuft wurden. Dies ldsst einen
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Zusammenhang zwischen dem MAPK-Signalweg und der HLA-Klasse-I-Exprimierung
vermuten.

Interessanterweise  zeigt die aktuelle Studienlage Gleiches fiir Magen- und
Osophaguskarzinome. Um diese Hypothese zu unterstreichen, haben Wissenschaftler dafiir den
MAPK- Signalweg in Osophaguskarzinom- Zellen mit dem p-Erk-Inhibitor PD98059 blockiert,
woraus eine Hochregulierung der HLA-A-Exprimierung resultierte (Mimura u. a. 2013).

Um die Beteiligung des MAPK-Signalwegs an der Regulation der HLA-A-Expression weiter zu
demonstrieren, wurden in einem zweiten Versuch Osophaguskarzinom- Zellen mit Erk1/2-
siRNA und dem p-Erk-Inhibitor PD98059 behandelt, um die Erkl/2-Expression zu
unterdriicken. Wie zu erwarten, war die HLA-A-Exprimierung und auch die Reaktivitit der
zytotoxischen T-Zellen in mit Erk1/2-siRNA und PD98059 transfizierten Zellen hoher, im
Vergleich zu denen in Kontroll-siRNA (Mimura u. a. 2013). Dies bestitigt weiterhin die
Hypothese, dass die Hochregulierung von HLA-A durch die Hemmung von p-Erk1/2 induziert
wird und die Menge an p-Erk1/2 umgekehrt mit der Menge an HLA-A-Molekiilen korreliert.
Die Blockierung des MAPK-Signalweges mit einem p-Erk-Inhibitor geht also mit einer
vermehrten HLA-A-Exprimierung und folglich einer stirkeren Aktivierung des Immunsystems
einher.

Eine neueste Studie aus dem Jahr 2019 untersuchte die gleiche Fragestellung. In der Studie
wurden Darmorganoide kolorektal-karzinom-erkrankter Patienten verwendet, welche in zwei
Gruppen aufgeteilt wurden: Gruppe A wurde mit MEK-Inhibitoren behandelt, Gruppe B nicht.
MEK-Inhibitoren hemmen ebenfalls einen Teilschritt des MAPK-Signalwegs. Im Anschluss
wurden beide Gruppen mittels Massenspektrometrie, eine Methode zur Identifizierung und
Quantifizierung geladener Teilchen, auf HLA-Peptidliganden der Klassen I und II untersucht.
Allerdings zeigte sich hier kein signifikanter Einfluss der MEK-Inhibitoren auf die HLA-
Klasse-I- oder II-Expression (Newey u. a. 2019).

Weitere Recherchen haben dhnliche Ergebnisse geliefert, sodass man riickschlieBen kann, dass
die aktuelle Studienlage nicht eindeutig, sondern vielmehr widerspriichlich ist. Dabei ist
hinzuzufiigen, dass die beiden beschriebenen Studien unterschiedliche Methoden zur Kldrung
der Fragestellung verwendeten und ein Vergleich daher schwer anzustellen ist. Dennoch

widersprechen sich die Ergebnisse.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels immunhistochemischem Nachweisverfahren den
Zusammenhang zwischen der HLA-A-Exprimierung von Kolontumorzellen und dem MAPK-
Signalweg zu ermitteln.

Es zeigte sich fiir 47 von 54 Patienten (87%) eine positive HLA-A-Exprimierung bei
Kolonkarzinomen, wihrend nur 13 von 54 Patienten (24,1%) eine positive p-Erk-Exprimierung
zeigten. Bei 22 Patienten zeigten sich stark positive HLA-A-Férbeergebnisse (40,7%),
wohingegen sich nur bei 3 Patienten stark positive p-Erk-Firbeergebnisse nachweisen lieBen
(5,6%). Auf der anderen Seite zeigten 41 Patienten negative p-Erk-Firbeergebnisse (75,9%) und
nur 7 Patienten negative HLA-A-Farbeergebnisse (13%).

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine Kohorte, bestehend aus 54 an der Universitit Halle in
Sachsen-Anhalt behandelten Patienten, erstellt.

Im  Anschluss konnten die molekularen @ Marker HLA-A und p-Erk in
Kolonkarzinomgewebeschnitten immunhistochemisch mit Hilfe der LSAB-Methode angeférbt
werden. Pro Patienten wurden die folgenden Farbungen des Tumorgewebes durchgefiihrt: Je
eine HLA-A-Antikorper- Farbung, p-Erk-Antikérper- Fiarbung und Hamatoxylin- Farbung,
sowie je eine Negativkontrolle. AbschlieBend wurden fiir die beiden Antikorper Anti-HLA-A
und Anti-p-Erk zusétzlich je eine Positivkontrolle durchgefiihrt, sodass in der Summe,
abziiglich aller vorangegangenen Versuche zur Etablierung der Fiarbemethode, 218 Schnitte
gefdarbt wurden.

Mit den Ergebnissen dieser Studie konnte der bereits vermutete Zusammenhang zwischen der
HLA-A-Exprimierung und dem MAPK-Signalweg bestérkt, nicht jedoch bewiesen werden.
Diese Studie zeigt eine Tendenz dazu, dass der MAPK-Signalweg invers mit der HLA- A-

Exprimierung korreliert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die klinischen und pathologischen Parameter beziiglich der
p-Erk und HLA-Klasse-I-Exprimierung untersucht. Dabei zeigten sich unterschiedliche
Ergebnisse. Die p-Erk-Exprimierung hat sich lediglich bei Patienten mit Niereninsuffizienz
gegeniiber Patienten ohne Niereninsuffizienz unterschieden. Die HLA-A- Exprimierung zeigte
sowohl bei Patienten mit unterschiedlichem Tumor-Grading, als auch bei Patienten mit positiver
Familienanamnese signifikante Unterschiede in Bezug auf die Entstehung kolorektaler
Karzinome. Fiir die Faktoren Alter, Geschlecht, BMI, Nikotinabusus, Alkoholabusus, Diabetes
mellitus II, art. Hypertonie, COPD, KHK, Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie, UICC-
Stadium, Zweittumor und Metastasierung konnte kein signifikanter Zusammenhang fiir die p-

Erk-/ oder HLA- A-Exprimierung nachgewiesen werden.
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8. Thesen

1. Das Kolorektale Karzinom ist eine bosartige Neoplasie. Sie ist die zweithdufigste maligne
Erkrankung bei Ménnern und die dritthdufigste bei Frauen. Uber 90% aller Kolonkarzinome

lassen sich histologisch in Adenokarzinome einteilen.

2. Das Kolon kann histologisch in einen rechten und einen linken Teil unterteilt werden, da
diese einen unterschiedlichen embryologischen Ursprung aufweisen. Therapieansétze
unterscheiden sich in der Lokalisation des Tumors. In der Therapie stehen die chirurgische

Resektion, die Radiotherapie und die Chemotherapie zur Option.

3. Die molekularpathologische Charakterisierung des Tumors dient der prognostischen
Einschéitzung, sowie der Gewinnung pridiktiver Informationen hinsichtlich der
Therapieauswahl. Molekularpathologische Untersuchungen umfassen essentiell eine Analyse
des Mutationszustands der RAS-Gene KRAS und NRAS, des BRAF-Gens, sowie des Status der
Mikrosatelliteninstabilitét.

4. Aktuelle Studien erforschen weitere Mechanismen mit denen kolorektale Tumorzellen das
Immunsystem umgehen konnen. Ziel ist es in Zukunft noch effektiver therapeutisch

Tumorzellen bekédmpfen zu konnen.

5. Es ist bekannt, dass MHC-Antigene einen starken Einfluss auf die Immunerkennung und die
Immunreaktion gegeniiber Tumorzellen haben. Beim Oesophagus- und Magenkarzinom konnte
gezeigt werden, dass der der MAPK-Signalweg einen Einfluss auf die Exprimierung von MHC-
Klasse-I-Molekiilen von Tumorzellen hat. Dies wurde iibertragend in dieser Studie am

Kolorektalen Karzinom untersucht.

6. Mit Hilfe immunhistochemischer Farbung kann die Expression von MHC-Antigenen und p-

Erk sichtbar gemacht und mittels des Immunreaktiven Scores beurteilt werden.

7. Diese Studie zeigt eine Tendenz dazu, dass der MAPK-Signalweg invers mit der HLA- A-

Exprimierung im Tumorgewebe des Kolorektalen Karzinoms korreliert.

8. In der statistischen Auswertung mittels Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Test konnten
Patientendaten wie Risikofaktoren untersucht werden. Zusammenhénge der Risikofaktoren mit
der Expression von MHC-Antigenen und p-Erk konnten mittels Berechnung von p-Werten und

damit Signifikanzen beurteilt werden.

9. Fiir die Faktoren Alter, Geschlecht, BMI, Nikotinabusus, Alkoholabusus, Diabetes mellitus
II, arterielle Hypertonie, COPD, KHK, Z.n. Cholezystitis oder Cholezystektomie, UICC-
Stadium, Zweittumor und Metastasierung zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang fiir die

p-Erk-/ oder HLA-A- Exprimierung.
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10. Ein signifikanter Zusammenhang zeigte sich bei der HLA-A- Exprimierung sowohl fiir das
Grading der Tumorstadien als auch bei einer positiven Familienanamnese. Fiir die p-Erk-

Exprimierung zeigte sich nur bei dem Parameter Niereninsuffizienz eine signifikante

Korrelation.
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