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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Patienten mit kolorektalen Karzinomen haben ein hohes Risiko, im Verlauf ihrer
Erkrankung Lebermetastasen zu entwickeln. Die Inzidenz einer isolierten
Lebermetastasierung liegt zum Zeitpunkt der Resektion des Primartumors bei etwa
25% [79]. Den meisten Patienten kann in diesem Stadium der Tumorerkrankung
lediglich ein palliatives Therapieverfahren (lokale und systemische Chemotherapie,
Embolisation, Chemoembolisation, u.a.) angeboten werden [16,20]. Den einzigen
Therapieansatz mit kurativer Intention stellt unverandert die chirurgische Resektion der
kolorektalen Lebermetastase dar. Wichtige Voraussetzungen fir ein operatives
Vorgehen sind dabei die Resektabilitdt der Tochtergeschwulst und die funktionelle
Operabilitat des Patienten [20]. Trotz verbesserter chirurgischer Techniken und
adjuvanter Therapiemdoglichkeiten erleidet jedoch ein Grofteil dieser Patienten ein
systemisches oder lokoregionares Rezidiv. So entwickeln etwa 43% der Patienten
erneut Metastasen in der verbliebenen Restleber, bei weiteren 31% kommt es
postoperativ. zum Auftreten von Metastasen an anderen Lokalisationen [31]. Die
postoperative 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von Patienten mit kurativ intendiert
resezierten Lebermetastasen liegt zwischen 25-35% [18,31,43].

Bei der Suche nach moglichen Ursachen flr die hohe Inzidenz einer syn- oder
metachronen Lebermetastasierung beim kolorektalen Karzinom scheint es sinnvoll,
sich die Pathogenese von Tumorwachstum und Metastasierung zu vergegenwartigen:
Voraussetzung fir eine Dissemination von Tumorzellen ist ein lokal-invasives
Wachstum des Tumors mit Penetration kleiner Blut- oder Lymphgefalie und
anschlielender Loslésung einzelner Tumorzellen. Wahrend ihrer Passage im
zirkulatorischen System und der Absiedelung in Sekundarorgane sind die Tumorzellen
einer groRen Anzahl potentiell traumatischer und letaler Noxen ausgesetzt [70]. An
dieser Stelle kommt dem Immunsystem eine besondere Bedeutung bei der
Uberwachung der Tumorgenese und —progression zu. Neben der komplement-
vermittelten Immunabwehr sind auch spezielle Effektorzellen des zellularen
Immunsystems (T-Lymphozyten, Naturliche Killerzellen u.a.) in der Lage, neoplastisch
veranderte Zellen anhand spezifischer Proteinstrukturen auf der Zelloberflache zu
erkennen und durch verschiedene Formen der zellvermittelten Zytotoxitat zu

eliminieren.
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Von besonderer Relevanz scheint hierbei der fibroblast-associated-receptor”
(Fas/APO-1/CD95) und sein natlrlicher Ligand (Fas-Ligand) [25,38,49]. Bei diesen
Molekllen handelt es sich um zwei transmembranare Membranproteine, die zur
Familie der Tumornekrose-/Nervenwachstumsfaktoren (TGF/NGF) gezahlt werden.
Der Oberflachenrezeptor Fas (FasR) vermittelt nach Interaktion mit seinem Liganden
(FasL) den apoptotischen Zelltod [38,78]. Auf diesem Wege konnen funktionell
nutzlose, virusinfizierte, neoplastisch transformierte oder anderweitig geschadigte
Zellen eliminiert werden [38,87]. Neben Zellen des Immunsystems wird FasR
normalerweise von einer Vielzahl adulter Gewebe exprimiert [33,54,87], wahrend FasL
vornehmlich von Zellen des Immunsystems und immunprivilegierten Geweben
exprimiert wird [1,52,85]. Bei Tumoren sind Modulationen der FasR- und FaslL-
Expression haufige Ereignisse [51,82,85]. Vieles deutet darauf hin, dall sich
Tumorzellen zum einen durch die Herunterregulation der FasR-Expression (,down-
regulation®) dem Angriff durch Effektorzellen entziehen kénnen (,escape from immune
surveillance®) und zum anderen in der Lage sind, durch starke Expression (,up-
regulation”) des FasL ihrerseits Apoptose bei den Immunzellen zu induzieren
(,counterattack-model“) [24,26,82,85].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von FasR und FasL auf
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome zu untersuchen und durch Korrelation mit
histopathologischen Parametern und Daten der Uberlebensanalyse die prognostische
Bedeutung einer FasR/FasL-Expression zu eruieren. Die Darstellung der
immunregulatorischen Molekile FasR und FasL erfolgte Uber zwei indirekte
immunhistochemische Farbemethoden, die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase (APAAP-)- Methode und die Avidin-Biotin-Komplex (ABC-)- Technik
[14,59].

1.2 Lebermetastasen kolorektaler Karzinome

Patienten mit kolorektalen Karzinomen haben heute aufgrund verbesserter
chirurgischer Techniken und multimodaler Therapieansatze mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) von 50% eine insgesamt recht giinstige Prognose [16,42].
Einigkeit besteht dartber, da® die Lebermetastasierung die primare Determinante fur
das Langzeitiiberleben bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen darstellt. In etwa
25% der Falle sind zum Zeitpunkt der Primartumoroperation bereits Metastasen
(synchrone Lebermetastasen) in der Leber vorhanden, weitere 25% der Patienten

entwickeln nach der Resektion ihres kolorektalen Karzinoms Lebermetastasen



Einleitung

(metachrone Lebermetastasen) [18,31,79]. Hingegen werden in Autopsien bei Uber
65%-90% der Patienten, die an ihrem Kkolorektalen Krebsleiden versterben,
Lebermetastasen gefunden [18,84]. Die hohe Inzidenz der Lebermetastasierung erklart
sich durch die anatomische Lage und physiologische Funktion der Leber. Tumorzellen
von kolorektalen Karzinomen gelangen primar Uber das portale Venensystem
(Metastasierung vom ,Pfordader-Typ“), lymphatische Drainage oder intraperitoneale
Dissemination in die Leber. Rektumkarzinome metastasieren entweder hamatogen
Uber die Pfortader oder die V.cava (Metastasierung vom ,Cava-Typ“) oder entlang

zentripetaler und lateraler Lymphsysteme in die Lunge [19,42,70].

Die einzige Therapieform mit kurativen Ansatz stellt bis heute die chirurgische

Resektion der kolorektalen Lebermetastasen dar [31,36,84]. Dabei sind Vorgehen und

Art der Operation abhangig von Anzahl, Lokalisation und Groflie der Lebermetastasen.

Die Operationsletalitat bei resezierenden Eingriffen liegt dabei heute unter 5% [43,71].

Bei den Operationstechniken wird zwischen anatomischen und nicht-anatomischen

Resektionen unterschieden. Zu den anatomischen Resektionen zdhlen:

e Die Segmentresektion (Segmentektomie): Ein ganzes Lebersegment wird entfernt.

e Die Hemihepatektomie: Entfernung einer (chirurgischen) Leberhélfte rechts bzw.
links der Fissura principalis in der V.cava-Gallenblasenlinie.

e Die Trisegmentektomie: Durch die Resektion von bis zu 80% des Lebergewebes
stellt diese Operation den gréfRten operativen Eingriff dar. Bei der rechtsseitigen
Trisegmentektomie werden z.B. die Segmente IV-VIII entfernt.

Andere Operationen, wie erweiterte Hemihepatektomien, Keilexzisionen, Wedge- oder

Enukleationsresektionen werden zu den nicht-anatomischen Resektionen gezahlt [66].

Bei funktionell inoperablen Patienten und nicht-resektablen Metastasen kommen eine

Reihe anderer Therapieformen, wie die lokale und systemische Chemotherapie, die

Kryo-, Mikrowellen- und Lasertherapie sowie die lokale Injektion von Alkohol zum

Einsatz [43,79].

In der Literatur finden sich stark variierende Angaben iiber die postoperative 5-JUR fiir
Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen. Autoren grof3 angelegter Studien
beziffern die 5-JUR mit 21%, wahrend einzelne Verdffentlichungen ber eine 5-JUR
von bis zu 48% berichten [65]. In Abhangigkeit von der Anzahl und Lokalisation der
Lebermetastasen kann durch eine chirurgische Therapie fir die Patienten eine
mediane Uberlebenszeit von etwa 25-30 Monaten erzielt werden [36,66].
Unbehandelte kolorektale Lebermetastasen flhren in Abhangigkeit von Anzahl und

Ausdehnung meist innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung zum Tode [18,66].
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Doch trotz kompletter Resektion der Lebermetastasen mit tumorfreien
Resektionsrandern (RO) kommt es bei etwa 70% der Patienten postoperativ zur
Entwicklung von Rezidiven. Diese sind meistens erneut in der Leber (43%), der Lunge
(20%) oder benachbarten Strukturen (10%) lokalisiert [31,71]. Von diesen Patienten mit
einem Lebermetastasenrezidiv sind wiederum nur etwa 20% operabel [65]. Die hohe
Inzidenz von Rezidiven legt den Schlu® nahe, dall es bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung einer Lebermetastasierung zu einer lokalen oder systemischen
Dissemination von Tumorzellen gekommen sein mul}, die jedoch mit den derzeitigen

Staging-Untersuchungen nicht erfal3t werden kann [2].

1.3 Der Zelltod

Die Erforschung des physiologischen Zelltodes hat in den letzten 20 Jahren grofRes
wissenschaftliches Interesse erfahren. Trotz neuer Erkenntnisse Uber die
Pathophysiologie des Zelltodes wird Uber eine einheitliche Nomenklatur, die den

Zelltod in seinen verschiedenen Formen beschreibt, nach wie vor diskutiert [44].

1.3.1 Nekrose

Der Begriff ,provozierter Zelltod“ (Nekrose) charakterisiert die morphologischen
Veranderungen innerhalb einer Zelle, die durch einen extrinsischen Reiz ausgeldst
werden und Uber Karyopyknose, Karyorhexis und Karyolyse zu ihrem Absterben
fihren. Der auslésende Reiz kann physikalischen (ionisierende Strahlung),
biologischen (infektidse Keime) oder chemischen (toxische Substanzen) Ursprungs
sein und fuhrt Gber eine Stoffwechselstérung zum Zelltod. [61]. Pathophysiologisch
kommt es zur irreversiblen Schadigung von lonenpumpen der Zellmembran. Dadurch
bricht das osmotische Gleichgewicht zusammen, was zum Anschwellen der Zelle (s.
Abb. 1, Fig. 1A) und dadurch zum ZerreiRen der Organell-, Lysosomen- und
Zellmembranen fuhrt. Fettsauren, Proteolysate, lysosomale Enzyme und
verschiedenste Mediatoren werden in den Extrazellularraum freigesetzt, die durch ihre
starken chemotaktischen Eigenschaften Entziindungszellen anziehen (s. Abb. 1, Fig.
1B). Die Folge ist eine akute Entziindungsreaktion, die zum Untergang von ganzen

Gewebsverbanden fuhren kann [44,61].

1.3.2 Apoptose

Beim ,programmierten Zelltod“ (Apoptose) handelt es sich um eine Form des
Zelltodes, der in der Literatur einerseits als Sonderform der Nekrose betrachtet,

andererseits dieser aber auch gegenlbergestellt wird [*29,61]. Bei der Apoptose
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kommt es zum disseminierten Untergang von Zellen, die ,wie einzelne Blatter von
einem herbstlichen Baum abfallen® (gr. apo: von, ptésis: abfallen) [29]. Die Apoptose ist
das unmittelbare oder mittelbare Resultat eines zelleigenen
Sellbstzerstérungsprozesses. Sie kann durch verschiedenste physikalische,
chemische, virale, hormonale oder zytokine Faktoren induziert werden oder ohne von
aulRen erkennbare Ursache ablaufen, wenn die Zelle einer Art ,inneren Uhr* folgend
am Ende ihrer Lebenszeit ist [29,44,61]. Nach der Aktivierung des
Apoptosemechanismus kommt es zur Modifikation von Transkription und Translation.
Es entstehen letale Proteine, die Uber eine Aktivierung von spezifischen
Endonukleasen die Fragmentierung des DNA-Strangs in apoptose-spezifische
oligonukleosomale Einheiten von ca. 180 Basenpaaren bewirken [41,50]. Das
Chromatin kondensiert und lagert sich an die Innenseite der Kernmembran. Dabei
kann es zum voélligen Kernzerfall (Karyorhexis) kommen. Im weiteren Verlauf schrumpft
das Zellvolumen (,Schrumpfnekrose®), die Organellen verdichten sich und die Zell-
Zellkontakte werden zunehmend aufgehoben (s. Abb 1, Fig. 2A). An der Oberseite der
Plasmamembran 4Rt sich das Ausstlilpen von Zytoplasmablasen (,budding
phenomenon®) beobachten, die jede Art von Zell- und Kernbestandteilen enthalten
kénnen (s. Abb. 1, Fig 2B). Diese inhomogenen Blaschen, die mikroskopisch als
Apoptose-Kdrperchen (z.B. ,councilman-bodies” in der Leber) imponieren, kénnen von
speziellen Makrophagen, Nachbar- und epithelialen Zellen phagozytiert oder in ein
Drusenlumen abgestoRen werden [29,44,61]. Die Aufnahme von Zellresten durch
benachbarte Zellen stellt dabei eine Besonderheit bei der Apoptose (,cellular
canibalism®) dar [44]. Durch die spezifischen Veranderungen der Zelle wahrend der
Apoptose unterbleibt die Zerstérung von Zellmembranen und damit die Freisetzung
chemotaktischer Substanzen weitestgehend. Eine akute Entziindungs- oder
Gewebsreaktion findet nicht statt [29,44]. Die Apoptose lauft im Vergleich zur Nekrose
sehr schnell ab. Wahrend bei der Nekrose von der Schadigung bis zur Lyse der Zelle
etwa 24 Stunden vergehen, betragt die Zeitspanne von der Induktion der Apoptose bis

zur vollstandigen Phagozytose der Zelle nur 3-6 Stunden [50,61].

Es ist mdglich, apoptotische Zellen aufgrund der charakteristischen morphologischen
Veranderungen schon auf routinemafig gefarbten Gewebsschnitten zu erkennen [44].
Um genauere Aussagen Uber Apoptosen in Geweben machen zu kénnen, wurden
ausgefeiltere Techniken entwickelt, die auf dem Nachweis apoptose-spezifischer
biochemischer Veradnderungen oder der Expression von apoptose-assoziierten
Proteinen basieren. So werden z.B. die bei der Apoptose entstehenden

charakteristischen DNA-Fragmente fir den Nachweis apoptotischer Zellen



Einleitung

herangezogen. Verschiedene Techniken ermdglichen es, die feien Enden der DNA-
Abschnitte zu detektieren und auf diesem Wege spezifisch einzelne apoptotische
Zellen im Gewebsverband nachzuweisen [22,23]. Bei der ,terminal deoxytransferase-
mediated dUTP nick-end labeling“ (TUNEL) - Technik handelt es sich um eine gangige
Methode zum Nachweis von Apoptosen: Uber das Enzym ,terminal deoxynucleotidyl
transferase“ (TdT) koénnen die freien 3-OH Enden der DNA-Bruchsticke
immunhistochemisch markiert und dadurch apoptotische Zellen nachgewiesen werden
[39,41,80]. Auf diesem Wege kann dann der sogenannte Apoptose-Index errechnet
werden, der das Verhaltnis von apoptotischen zu gesunden Zellen in dem untersuchten
Gewebsschnitt angibt. Bei Tumoren wird der Apoptose-Index zunehmend als
Parameter herangezogen, um das Vordringen von Tumoren in das umliegende

Gewebe zu erfassen [69].

Abb. 1 Nekrose und Apoptose im Uberblick [44]
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1.4 Das Fas-System

1.4.1 Fas(APO-1/CD95)-Rezeptor (FasR) und Fas-Ligand (FasL)

Das Fas-System setzt sich aus dem Fas-Rezeptor (FasR) und seinem naturlichen
Liganden (FasL) zusammen. Es handelt sich bei diesen Molekilen um spezielle
Membranproteine, die aufgrund ihrer Struktur und Funktion zur Superfamilie der

Tumornekrose-/Nervenwachstumsfaktoren (TNF/NGF) gezahlt werden [49,75,87].

Der FasR st ein glykolisiertes Membranprotein der Klasse | mit einem
Molekulargewicht von etwa 45 kDa [38,49]. Der Genlokus fir den FasR liegt auf dem
langen Arm des Chromosom 1023 [87]. Die Grundstruktur des FasR laRt sich in einen
extrazellularen, transmembranaren und intrazellularen Abschnitt gliedern (s. Abb. 2).
Die extrazellulare COOH-terminale Region ist der Bereich, wo es zur Interaktion mit
dem komplementaren FasL und dadurch zur Induktion eines Signals kommt. Sie setzt
sich aus drei homologen Doméanen zusammen, die raumlich ein Trimer formen und aus
insgesamt etwa 157 Aminosauren (AS) bestehen. Biochemisch weist diese Region
einen hohen Gehalt an Cystin auf [33,49,54]. Der transmembranare Abschnitt stellt die
Verbindung zwischen extra- und intrazellularer Region des FasR her und ist flr die
Signaltransduktion durch die Lipid-Doppelmembran der Zelle verantwortlich. Dieser
Abschnitt ist aus 17 hydrophoben AS aufgebaut [33]. Von der intrazellularen N-
terminalen Region es FasR wird das Signal auf spezielle Proteine lbertragen, die fir
die Transduktion des Apoptose-Signals im Zytoplasma von besonderer Bedeutung
sind. Hierfur ist der FasR mit einer fur ihn charakteristischen Region ausgestattet, die
in der Literatur als Todesdémane (,death domain®, DD) bezeichnet wird [49]. Die DD
besitzt eine spezifische Aminosduresequenz, die sich aus 68 AS zusammensetzt.

Insgesamt umfaldt die intrazellulare Region etwa 145 AS [10,33].

Der FasL ist ein Membranprotein der Klasse Il mit einem Molekulargewicht von etwa
40 kDa [73,74]. Das Gen des humanen FasL ist auf dem Chromosom 1923 lokalisiert
[74,75]. Es handelt sich beim FasL ebenfalls um ein transmembranares Protein, das
strukturell eine grofe Homologie zum FasR aufweist [56,75]. Die extrazellulare COOH-
terminale Region ist verantwortlich fur die Interaktion mit dem FasR und aus etwa 179
AS aufgebaut. Durch einen transmembranaren Abschnitt aus 22 hydrophoben AS wird
die Verbindung zur zytoplasmatischen Region hergestellt. Die intrazellulare N-

terminale Abschnitt ist reich an Prolin, besitzt aber im Gegensatz zum FasR keine
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spezielle Signalsequenz, die fur die Transduktion eines Signals ins Zellinnere

notwendig ware [73,75].

Im Serum von Patienten konnten ferner freie nicht-membranstandige Formen des
FasR und FasL nachgewiesen werden, die als sFasR und sFasL (,s* fur engl. ,souble®:
gelost) bezeichnet werden [12,77,78]. Der Ursprung und die physiologische Funktion
dieser freien Molekdle ist nicht genau bekannt. Es wird angenommen, dal} sie durch
enzymatische Abspaltung einer spezifischen Matrix-Metalloproteinase (MMP) aus der
membranstandigen Molekilform des FasR und FasL hervorgehen und die Homdostase
des Immunsystems negativ beeinflussen [77]. Von einigen Autoren werden sie im
Zusammenhang mit Erkrankungen gesehen, die zu verschiedenen Stérungen der
Autoimmunitat fihren [72,77,78]. Eine andere Theorie geht davon aus, daf} sich Zellen

durch die Sekretion von sFasL vor Effektorzellen des Immunsystems schiitzen [76].

Abb. 2 Struktur des FasR [54,38,49]

Extrazellulare Region
Rezeptorfunktion

Transmembranare Region

Intrazellulare Region
Death Domain
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1.4.2 Expression von FasR und FasL

Es besteht derzeit noch kein volistandiger Uberblick (ber die physiologische
Expression von FasR und FasL. Man findet eine Expression des FasR auf adulten
humanen Geweben wie Thymus, Leber, Ovarien, Lunge, Herz und Nieren [33,54,87].
Des weiteren |4t sich der FasR auf immunkompetenten Zellen, wie T-Lymphozyten
[62], B-Lymphozyten [81], Monozyten und Granulozyten nachweisen [52,85].

Der FasL wird vornehmlich von Zellen des Immunsystems exprimiert. So a3t er sich
auf immunkompetenten Zellen, wie aktivierten T-Lymphozyten [1,73,78], B-
Lymphozyten [85], natirlichen Killerzellen (NK), zytotoxischen T-Lymphozyten,
Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen nachweisen [1,52,85]. Daneben konnte er
in neueren Untersuchungen auf der Oberflache von verschiedenen nicht-
immunkompetenten Zelltypen, wie den Sertoli-Zellen des Hodens [5], Orbitazellen der
vorderen Augenkammer [25], neuronalen Zellen im ZNS [62], fetalen Throphoblasten
[34], Hepatozyten [11] und Epithelzellen von Haut [40] und Osophagus [24] dargestellt

werden (s. Tab. 1).

1.4.3 Bedeutung und Funktion des Fas-Systems

1.4.3.1 Innerhalb des Immunsystems

Das Fas-System scheint von groller Bedeutung flir die Aufrechterhaltung der
Homoéostase innerhalb des Immunsystems. Verschiedene Effektorzellen des
Immunsystems (T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Makrophagen, u.a.) sind in
Abhangigkeit von ihrem Lebensalter und ihrer Funktion in der Lage, den FasR
und/oder FasL zu exprimieren. So fuhrt z.B. die Aktivierung der Effektorzellen wahrend
einer Immunreaktion zur Expression von FasL. Uber den FasL als einen Mediator der
zellvermittelten Zytotoxitat kann der apoptotische Zelltod bei FasR-positiven Zielzellen
induziert werden, was in diesem Fall der Beseitigung von z.B. geschadigten,
virusinfizierten oder neoplastisch transformierten Zellen dient [52,85]. Andererseits
exprimieren die Effektorzellen zu nicht genau bekannten Zeitpunkten den FasR und
entwickeln damit selbst eine Sensitivitat gegenltber FasL-vermittelter Apoptose [27,57].
Es wird angenommen, dal} dieser Mechanismus der Selektion und Elimination von
funktionell nutzlosen Immunzellen wahrend des Reifungsprozesses der Lymphozyten
in den primaren Lymphorganen oder nach Beendigung einer Immunreaktion dient.
Durch diesen ,Selbstmord” der Immunzellen in den sekundaren Lymphorganen oder
der peripheren Blutbahn wird die physiologische Zellzahl konstant gehalten

[1,15,38,81]. Deutlich wurden diese Zusammenhange bei Beobachtungen an Mausen,
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denen aufgrund einer genetischen Mutation ein funktionsfahiges Fas-System fehlt.
Derartige ,lymphoproliferative® (Ipr)- und ,generalized lymphoproliferative disease“(gld)-
Mause zeigen klinisch die massive Proliferation und Akkumulation von strukturell
veranderten Lymphozyten in den peripheren Lymphorganen [56,74,88]. Obwohl es zur
Fremderkennung dieser derart veranderten Lymphozyten kommt, hat der Organismus
aufgrund des defekten Fas-Systems keine Mdglichkeit, Uberzahlige oder fehlerhafte
Lymphozyten zu beseitigen und dadurch die Homdostase des Immunsystems
aufrechtzuerhalten [38,86].

1.4.3.2 FUr nicht-immunkompetente Zellen

Das Expressionsmuster von FasR und FasL und die Funktion des Fas-Systems auf
humanen nicht-immunkompetenten Zell- und Gewebstypen ist noch nicht hinreichend
geklart. Es wird angenommen, dal} die Zellen der meisten Gewebstypen durch die
Expression von FasR sensibel gegeniber FasL-induzierter Apoptose sind und so im
Falle einer Schadigung, Virusinfektion oder neoplastischen Transformation durch die
Effektorzellen des Immunsystems beseitigt werden kénnen [38,49]. Auf einigen Zellen,
wie den Sertolizellen des Hodens [5] und Orbitalzellen der vorderen Augenkammer [25]
wurde hingegen auch die Expression eines funktionsfahigen FasL nachgewiesen und
aufgrund dieser Beobachtung die Hypothese von einer Sonderstellung dieser Gewebe
innerhalb des Immunsystems aufgestellt. Man nimmt an, dal Gewebsverbande mit
FasL-positiven Zellen in der Lage sind, z.B. im Rahmen von Entzindungsreaktionen
infiltrierende Lymphozyten zu eliminieren und sich dadurch dem Einflu des
Immunsystems zu entziehen [5,25,62]. Weiterhin haben aktuelle Studien die basale
Expression von FasR und FasL auf Lebergewebe [28] und der Osophagusschleimhaut
[24] belegt. Die physiologische Bedeutung dieser simultanen Expression von FasR und
FasL ist nicht geklart. Es existieren Hypothesen, die eine Koexpression von FasR und
FasL im Zusammenhang mit verschiedenen pathophysiologischen Vorgangen, wie z.B.
im Rahmen einer alkoholtoxischen- oder drogeninduzierten Hepatitis [28,37] oder als

Besonderheit fiir stark regenerative Gewebe ansehen [82].

1.4.4 Signaltransduktion (,,apoptotic pathway*)

Die Uber das Fas-System vermittelte Signalkaskade a3t sich grob in drei Abschnitte
gliedern. Im ersten Schritt kommt es durch die Interaktion von FasL und FasR zur
Konformationsdnderung der Todesdomane (,death domain“, DD) am
zytoplasmatischen Anteil des FasR. Der zweite Schritt beinhaltet die Assoziation einer
Reihe von zytoplasmatischen Proteinen, die flr die Weiterleitung des Signals von

Bedeutung sind. Im letzten Schritt werden ,cytosolic aspartate-specific proteases®
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(Caspasen) aktiviert, die schlief3lich fur die letalen Veranderungen innerhalb der Zelle
verantwortlich sind [10] (s. Abb. 3).

Bis heute existieren nur ungenaue Vorstellungen Uber die einzelnen Schritte der
Signalkaskade. Es wird angenommen, dal} die Interaktion mit dem FasL zur
Trimerisierung der extrazellularen Domane des FasR fuhrt [10]. Hierdurch wird ein
Signal induziert, da® Uber den transmembranaren Abschnitt zur intrazelluldaren Region
des FasR weitergeleitet wird. Daraufhin kommt es zur Anderung der raumlichen
Konformation an der Todesdomane (DD), wodurch die Bindung des ,Fas-associated
domain with death domain® (FADD)- Molekiils ermdglicht wird [8,10]. Durch seine
spezielle Proteinstruktur kommt dem FADD Molekll eine Adapterfunktion zu, die
unentbehrlich fir die Signaltransduktion ist. Die Bindung an den FasR basiert auf einer
physikalischen Anziehung zwischen der DD des FasR und einer homologen DD, die
am C-terminalen Ende des FADD Molekuls lokalisiert ist. Am N-terminalen Ende
verfigt FADD Uber eine Region, die als ,death effector domain“ (DED) bezeichnet wird
und fur die Rekrutierung der Caspase 8 (s.u.) notwendig ist [10]. Parallel zu diesen
Vorgangen werden vier ,cytotoxitiy-dependent APO-1-associated“ (CAP)- Proteine
assoziiert [8]. Bei CAP-1 und CAP-2 handelt es sich um biochemisch modifizierte
Formen des FADD Molekdls (,serine-phosphorylated FADD*), die Proteine CAP-3 und
CAP-4 werden als strukturelle Bestandteile der Caspase 8 angesehen [47].

In der Literatur werden die intrazellulare Doméane des FasR, das FADD-
Adaptermolekul und die CAP-Proteine unter dem Begriff ,death inducing signaling
complex” (DISC)- Komplex zusammengefal’t [8,48]. Mit dem DISC-Komplex soll eine
Art ,erste Instanz® bei der Signaltransduktion beschrieben werden. Es wird
angenommen, dall durch FasR-FasL-Interaktion ausgeldste Signale auf dieser Stufe
moduliert (z.B. inhibitorisch) und anschlieRend auf die Caspase 8 lUbertragen werden
[10]. FuUr die Signaltransduktion stellt die Aktivierung der Caspase 8 ein zentrales
Ereignis dar, durch das der terminale Abschnitt der Apoptose eingeleitet wird. Von der
Struktur der Caspase 8, die in der Literatur auch als CAP-4, FLICE oder MACH
bezeichnet wird, existieren recht genaue Vorstellungen [47]. Am N-terminalen Ende
des Proteins befinden sich zwei DED Einheiten, die eine deutliche Homologie zur DED
des FADD Molekiils aufweisen. Diese spezielle Region wird als Prodomane (CAP-3)
der Caspase 8 bezeichnet. Die enzymatisch aktive Untereinheit befindet sich am
entgegengesetzten C-terminalen Ende [10]. Es wird vermutet, dal3 die beiden DED
Einheiten im inaktiven Zustand der Caspase 8 aneinander gebunden sind, um eine
Selbstaktivierung zu verhindern. Durch die Bindung an den FasR kommt es zur
Anderung der raumlichen Konformation des FADD-Molekiils [10]. Wahrscheinlich wird

hierdurch die Anlagerung einer DED Einheit der Prodoméane von Caspase 8 an die
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homologe DED des FADD Molekils ermoglicht. Dies fuhrt zur autokatalytischen
Dissoziation der Caspase 8. Wahrend die Prodoméane (CAP-3) am FADD Molekdl
gebunden bleibt, kommt es zur Abspaltung der aktiven Untereinheit [10]. Es wird
vermutet, dal die Untereinheit in mehrere katalytisch aktive Einheiten zerfallt, die
anschlief’end u.a. die Mobilisierung der Caspase 3 bewirken. Wodurch die anderen
Caspasen nun genau aktiviert werden, ist noch unklar. Es wird aber angenommen, daf}
eine Caspase nicht direkt alle Mitglieder der Caspasen-Familie aktivieren kann [89]. Im
aktivierten Zustand katalysieren Caspasen die enzymatische Abspaltung der AS Cystin
vom Aspartat-Rest komplexer Proteinstrukturen. Heute sind etwa 14 Caspasen
bekannt. Die Caspasen 2, 8, 9 und 10 werden als Ausldser (,initiators®) der Apoptose
angesehen, wahrend die Caspasen 3, 6 und 7 (,executioners®) flr die eigentliche
Spaltung von Proteinen verantwortlich sind. Im Gegensatz dazu spielen die Caspasen
1 und 11 wohl fir die Apoptose keine Rolle, sondern scheinen flir die Mobilisierung von
Zytokinen bedeutsam zu sein. Uber die Caspasen 4, 5, 12, 13 und 14 ist bis heute
wenig bekannt [89]. Alle Caspasen sind in der Lage, sich gegenseitig durch
autokatalytische Spaltung zu aktivieren, wodurch eine Caspasen-Kaskade
(,downstream of caspases”) ausgeldst wird, die letztendlich fiir die irreversiblen letalen
Veranderungen innerhalb der Zelle verantwortlich ist [8,10,48]. Auf zytoplasmatischer
Ebene bewirken sie die Zerstérung von komplexen Strukturproteinen der Nukleoli und
des Zytoskeletts (Laminin, Actin, Fodrin, Zytokeratin 18, Katenin B, u.a.), wahrend
Endonukleasen (DNAsen) auf nuklearer Ebene die Fragmentierung des DNA-Strangs
in apoptose-spezifische nukleosomale Einheiten katalysieren [69,89]. Diese
enzymatische Degeneration von wichtigen zellularen Bausteinen flihrt letztendlich zum
Tod der Zelle [41,90,94].

Aktuelle Studien lassen vermuten, dal} ein zweiter Mechanismus existiert, Uber den der
terminale Abschnitt der Apoptose eingeleitet werden kann. Es wird angenommen, daf}
die aktivierte Caspase 8 Uber die Spaltung von Proteinen der bcl-2 Familie die
Freisetzung von Cytochtom ¢ aus den Mitochondrien bewirken kann [58]. Proteine der
bcl-2 Familie werden im direkten Zusammenhang zur Apoptose gesehen [30,32]. Man
teilt sie in solche ein, die den apoptotischen Zelltod vorantreiben (,death-promoting®)
oder ihn inhibieren (,death-inhibiting“). Es wird vermutet, dal® sie an bestimmten Stellen
der intrazellularen Signalibertragung agieren und EinfluR darauf haben, ob es
letztendlich zum apoptotischen Tod einer Zelle kommt oder nicht [69]. Durch das
Cytochrom c¢ wird wahrscheinlich die Caspase 9 aktiviert, die wiederum eine
Mobilisierung der Caspase 3 bewirkt. Durch die Aktivierung der Caspase 3, die von
zentraler Bedeutung fur die Mobilisierung weiterer Caspasen ist, kommt es auf diesem

alternativen Weg zur Initiierung der Caspasen-Kaskade und damit zur Apoptose [58].
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Signaltransduktion [8,10,47]
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1.4.5 Expression von FasR und FasL auf malignen soliden Tumoren

Die onkologische Forschung beschaftigt sich seit langerem mit der Expression von
FasR und FasL auf verschiedenen malignen soliden Tumoren. Bei vergleichenden
Untersuchungen von Tumoren und deren Ursprungsgeweben (z.B. bei
Kolonkarzinomen [*45], Hepatozellularen Karzinomen [72] und Pankreaskarzionomen
[83]) fallt auf, dal® die gesunden Ursprungsgewebe eine physiologische FasR-
Expression aufwiesen, wahrend die Expression des FasR auf den neoplastisch
transformierten Tumorzellen nur schwach oder Uberhaupt nicht nachzuweisen war (s.
Tab 1). In der Literatur wird dies als ,down-regulation (Downregulation) des FasR
bezeichnet [24,72,76,83].

Im Gegensatz dazu lafkt sich eine Expression des FasL auf unterschiedlichen malignen
Tumoren, wie z.B. Kolonkarzinomen [52], Hepatozelluldaren Karzinomen [72],
Pankreaskarzinomen [82], Bronchialkarzinomen [51], Malignen Melanomen [26],
Chorionkarzinomen [4], Osophaguskarzinomen [24], Astrozytomen [62] und
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome [68] belegen, wahrend die meisten der
untersuchten gesunden Ursprungsgewebe FasL-negativ sind (s. Tab 1). Man spricht
hier von einer ,up-regulation“ des FasL bei Tumoren. Durch in vitro Experimente an
Zellkulturen kann gezeigt werden, daf} es sich bei dem von Tumoren exprimierten FasL
um ein voll funktionsfahiges Molekll handelt. FasL-positive Zellininen humaner
Tumoren sind in der Lage in Ko-Kultivierung mit FasR-positiven Zielzellen (z.B.

Lymphozyten) Apoptose bei den Zielzellen zu induzieren [51,53,62,72,83].

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dafl® Tumoren durch die Modulation der FasR-
und/oder FasL-Expression Vorteile in der Auseinandersetzung mit der anti-tumoralen
Immunabwehr erlangen. Zum einen koénnten sich Tumorzellen durch die
Downregulation des FasR der endogenen Immunabwehr entziehen (,escape from
immune surveillance®) und waren Uber die Expression eines funktionsfahigen FasL
zum anderen in der Lage, ihrerseits Apoptose bei den Tumor-infiltrierenden-

Lymphozyten (TILs) zu induzieren (,counterattack-model®) [53,83].
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Tab. 1 Exemplarische Darstellung der FasR- und FasL-Expression

Zell- oder FasR FasL
Gewebstyp
[Ref.] [Ref.] [Ref.]

T- Lymphozyten ex [62,85] ex [73,78,91]
B- Lymphozyten ex [81,85] ex [85]
Makrophagen ex [51]
NK- Zellen ex [85] ex [85]
Leukamiezellen ex [77]
Kolonmukosa ex [45] neg [68]
Kolonkarzinom ex [52] down [45] ex [52,53,68]
Leber ex [72] neg [85]
HCC down [72] ex [72]
Lebermetastasen ex [68]
Haut ex [40] ex [40]
Malignes Melanom neg [26] ex [26]
Spinaliom ex [40] ex [40]
Basaliom neg [40] ex [40]
Astrozytom ex [62]
Osophagus ex [24] ex [24]
Osophaguskarzinom down [24] ex [24]
Prostatakarzinom ex [63] neg [63]
Bronchialkarzinom ex [51]
Pankreas ex [83] neg [83]
Pankreaskarzinom ex [82,83] ex [82,83]
ex Expression
neg keine Expression

down die Autoren gehen von einer Downregulation des FasR aus
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Durchfiihrung der vorliegenden Studie wurde von der Arztekammer Hamburg
genehmigt. Von 83 Patienten, die sich in dem Zeitraum von Marz 1992 bis Juli 1999 im
Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf einer chirurgischen Behandlung ihrer
kolorektalen Lebermetastasen unterzogen, konnten reprasentative Proben aus den
Resektionpraparaten entnommen werden. Das Resektat wurde anschlieRend im
Kerninstitut flr Pathologie des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf

(Leitender Direktor: Prof. Dr. U. Helmchen) histologisch untersucht und beurteilt.

Fir diese Studie standen Gewebsproben von 48 Mannern und 35 Frauen zur
Verfligung. Das Alter der Patienten betrug zum Operationszeitpunkt zwischen 32 und
82 Jahren (Altersmedian= 62 Jahre). Von den Patienten wurden 72 (86,7%) zum
Zeitpunkt der Studie erstmalig an einer Lebermetastase operiert, bei 11 Patienten
(13,3%) handelte es sich um Lebermetastasenrezidive. Hinsichtlich ihres klinischen
Verlaufs wurden primare Lebermetastasen und Lebermetastasenrezidive gesondert
beurteilt.

2.1.1 Primare Lebermetastasen

Es konnten Gewebeproben von insgesamt 72 primaren Lebermetastasen gesammelt
werden. In 25 Fallen (34,7%) handelte es sich um synchrone und in 47 Fallen (65,3%)
um metachrone Lebermetastasen. Darunter befanden sich 40 solitare Metastasen
(55,6%), bei 16 Patienten (22,2%) lagen zum Zeitpunkt der Operation zwei und bei
weiteren 16 Patienten (22,2%) multiple (= 3 Filiae) isolierte Lebermetastasen vor.
Histologisch handelte es sich ganz Uberwiegend um maRigdifferenzierte (n= 67), selten
um niedrigdifferenzierte (n= 4) oder hochdifferenzierte (n= 1) Zellen von metastasierten
Adenokarzinomen. Das Primartumorstadium der Patienten umfalite 6 (8,3%) Stadium
I-, 7 (9,7%) Stadium II-, 25 (34,8%) Stadium Ill- und 19 (26,4%) Stadium IV— Tumoren
(Einteilung nach der ,union against cancer‘(UICC)-Klassifikation [9,46]). Bei 15 (20,8%)
Patienten war das Stadium des Primartumors nicht zu eruieren (s. Tab. 2). Die
Zeitspanne zwischen der Operation des Primartumors und der chirurgischen Resektion
metachroner Lebermetastasen betrug zwischen 4 und 85 Monate (Median= 16
Monate). Die chriurgische Therapie umfalite 30 (41,6%) Hemihepatektomien, 3 (4,3%)
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erweiterte Hemihepatektomien, 22 (30,6%) Segmentresektionen und 8 (11,1%)
Keilexzisionen. Bei 9 (12,4%) Patienten wurde ein kombiniertes Operationsverfahren
gewahlt. In 5 Fallen wurde eine Hemihepatektomie durch eine Segmentresektion und
in 4 Fallen eine Segmentresektionen durch eine Keilexzision erganzt. Bei 55 (76,4%)
Patienten konnte die Lebermetastase vollstandig entfernt werden (RO-Resektion), bei
11 (15,3%) Patienten lieRen sich mikroskopisch (R1-Resektion) und bei 6 (8,3%)
Patienten makroskopisch (R2-Resektion) Metastasenreste am Resektionsrand

nachweisen (s. Tab. 3).

2.1.2 Lebermetastasenrezidive

Es wurden Proben von 11 Patienten mit einem Lebermetastasenrezidiv gesammelt.
Bei 6 (54,5%) Patienten handelte es sich um eine solitdre Metastase, bei 3 (27,3%)
Patienten lagen zwei und bei 2 (18,2%) Patienten multiple isolierte Metastasen vor.
Alle Metastasen zeigten das histologische Bild eines maRig-differenzierten
Adenokarzinoms. Das Primartumorstadium dieser Patienten umfallte 4 (36,4%)
Stadium llI- und 5 (45,5%) Stadium IV- Tumoren. Bei 2 (18,2%) Patienten war das
Primartumorstadium nicht zu ermitteln (s. Tab. 2). Zu den Operationstechniken
gehorten 5 (45,6%) Hemihepatektomien, 3 (27,2%) Segmentresektionen und 3 (27,2%)
kombinierte Operationen. Bei 9 (81,8%) Patienten gelang eine RO-Resektion, 2
(18,2%) Patienten wurden R1-reseziert (s. Tab. 3).
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Tab. 2 Charakteristika der Patienten und deren Lebermetastasen

Charakteristika Primare Lebermetastasen-
Lebermetastasen (n= 72) rezidive (n= 11)
Anzahl (%) Anzahl (%)
Altersmedian 62 Jahre 61 Jahre
Manner 46 (63,9) 2 (18,2)
Frauen 26 (36,1) 9 (81,8)

Primartumorstadium

UICC Stadium | 6 (8,3) 0
UICC Stadium I 7 (97) 0
UICC Stadium IlI 25 (34,8) 4 (36,4)
UICC Stadium IV 19 (26,4) 5 (45,4)
UICC Stadium unbekannt 15 (20,8) 2 (18,2)

Manifestationsform

Synchrone Lebermetastase 25 (34,7) -
Metachrone Lebermetastase 47 (65,3) -
Solitarmetastase 40 (55,6) 6 (54,5)
2 Metastasen 16 (22,2) 3 (27,3)
Multiple Metastasen (=3 Filiae) 16 (22,2) 2 (18,2)

Differenzierungsgrad

hochdifferenziert (G1) 1 (1,4) 0
maRigdifferenziert (G2) 67 (93,1) 11 (100)
niedrigdifferenziert (G3) 4 (5,5) 0
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Tab. 3 Darstellung der Resektionverfahren und des Resektionsstatus

Operationsverfahren und Primare. Lebermetastasen-
Resektionsstatus Lebermetastasen (n= 72) rezidive (n=11)
Anzahl (%) Anzahl (%)

Operationsverfahren

Hemihepatektomien 30 (41,6) 5 (45,6)
Erweiterte Hemihepatektomien 3 (4,3) 0
Segmentresektionen 22 (30,6) 3 (27,2)
Keilexzisionen 8 (11,1) 0
Kombinierte Operationen 9 (12,4) 3 (27,2)
Resektionsstatus

RO-Resektion 55 (76,4) 9 (81,8)
R1-Resektion 11 (15,3) 2 (18,2)
R2-Resektion 6 (8,3) 0

2.2 Nachbeobachtung

Von 66 Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen und allen 11 Patienten mit einem
Lebermetastasenrezidiv, die sich einer operativen Therapie unterzogen haben,
konnten postoperativ Nachuntersuchungsdaten erhoben werden. Zu diesem Zweck
wurden die Hausarzte in halbjahrlichen Abstanden schriftlich kontaktiert und durch
einen Fragebogen zu Lokalisation und Zeitpunkt des Auftretens von Lokalrezidiven,

Fernmetastasen, Todeszeitpunkt und —ursache der Patienten befragt.

Der postoperative Beobachtungszeitraum betrug bei den Patienten mit einer primaren
Lebermetastase zwischen 3 und 86 Monaten (Median= 16 Monate). Patienten mit
Lebermetastasenrezidiv wurden minimal 4 und maximal 79 Monate (Median= 11
Monate) nachbeobachtet. Dabei wurde das Operationsdatum bei der
Metastasenresektion als Beginn und der letzte Besuch des Patienten bei seinem

Hausarzt, bzw. der Todestag, als Ende des Nachbeobachtungszeitraumes festgelegt.
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Gewebeaufbereitung

Nach der chirurgischen Resektion der Lebermetastase wurde aus dem
Operationspraparat eine reprasentative Gewebsprobe gewonnen. Es wurde
angestrebt, Gewebe aus dem marginalen Rand der Metastase mit anliegendem
gesundem Lebergewebe zu entnehmen. Zur Konservierung wurden die Proben in
Tissue Tek (Miles Inc., Netherlands, Code 4583) eingebettet, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C im Tiefkuhler gelagert.
Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden von den Gewebsblocken im
Kryostaten (Microm GmbH, Germany, Code Nr. HM 505 E) 5-7um dicke serielle
Gewebsschnitte angefertigt und auf speziell beschichtete Adhasions-Objekttrager
(Marienfeld, Germany, Code 901236) gebracht.

2.3.2 Antikorper und Farbekontrollen

Der Fas-Rezeptor wurde mittels des monoklonalen Maus-Antikérpers DX2
(Pharmingen, U.S.A., Code 33451A) nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um einen
IgG1,x Antikorper, der spezifisch an die glykolisierte extrazellulare Domane des Fas-
Rezeptors bindet. In Vorversuchen wurde durch Verdinnungsreihen eine geeignete
Konzentration zur optimalen Darstellung des FasR ermittelt. Sie betrug 1ug/ml, was

einer Verdiinnung von 1:500 entspricht (s. Tab. 4).

Zur Darstellung des FasL wurden in Vorversuchen Antikérper der Firma Pharmingen
(Pharmingen, U.S.A., Code 65431A), Transduction Labatories (Transduction
Labatories, U.S.A., Code F37720) und der Firma Santa Cruz (Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A., Code sc-956-G) getestet. Die besten Ergebnisse waren mit
dem polyklonalen 1IgG Kanninchen-Antikérper Q20 der Firma Santa Cruz zu erzielen,
der spezifisch an die extrazelluldare Domane des Fas-Liganden bindet. Er wurde in

einer Konzentration von 0,4 ug/ml (Verdinnung 1:500) eingesetzt (s. Tab 4).
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Tab. 4 Verwendete Antikorper

Spezifitat Hersteller Klon Ig-Subtyp Konz. Referenzen
FasR Pharmingen DX 2 lgG, 1ug/ml [13,82,83]
FasL Santa Cruz Q 20 IgG 0,4 ug/ml [24,83]

Um falsch-negative Ergebnisse auszuschlieRen, wurden bei jeder
immunhistochemischen Farbung Positivkontrollen mitgefarbt. Dabei handelte es sich
um Gewebsschnitte, die sicher das gesuchte Antigen aufwiesen. Zum Nachweis des
FasR wurden Praparate von gesunder Kolonmukosa, fiur den FasL Schnitte von

Lebermetastasen eines malignen Melanoms verwendet.

Zum Ausschlul® falsch-positiver Ergebnisse durch unspezifische Antikérperbindung
wurde von jedem Praparat eine Isotypkontrolle angefertigt. Hierzu wurden
Folgeschnitte des entsprechenden Tumors mit einem Pra-Immunserum in der gleichen
Konzentration wie der Primarantikorper inkubiert. Dieses Serum entstammte derselben
Spezies wie der Primarantikbrper und enthielt auBer dem spezifischen Antikdrper
samtliche Immunglobulin-Komponenten. Als Isotypkontrolle fir den anti-Fas-Rezeptor
Antikérper wurden Maus-Immunglobuline (Sima Immuno Chemicals, U.S.A., Code
MOPC-21), fur den anti-Fas-Liganden Antikérper Kaninchen-Immunoglobuline (Sigma

Immuno. Chemicals, U.S.A, Code 18140) verwendet.

2.3.3 Immunhistochemische Farbungen

Zur Darstellung des FasR und FasL wurden zwei ahnliche immunhistochemische

Farbemethoden verwendet:

o Die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Technik
¢ Die Avidin : Biotinylated Enzyme Complex (ABC)-Technik

Diese Techniken gehoéren zu den indirekten immunhistochemischen Farbemethoden,
bei denen man die spezifische Bindung eines unkonjugierten Primarantikrpers an das
gesuchte Antigen nutzt. Diese Anlagerung wird durch Zugabe eines Antikorpers
(Sekundar- oder Brickenantikérper) lokalisiert, der gegen den Primarantikérper
gerichtet ist. Ein Enzym katalysiert im letzten Schritt die Umsetzung eines Chromogen-

Substrats, was zu einer lokalen Farbreaktion fihrt.
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2.3.3.1 APAAP-Technik

Bei dieser Farbemethode wird der an sein natlrliches Antigen gebundene
Primarantikbrper zu Komplexbildung genutzt. Ein BruckenantikOrper stellt die
Verbindung von Primarantikérper und APAAP-Komplex her. Da der Briickenantikdrper
im Uberschul® zugegeben wird, bindet nur die eine Hélfte seines Fab-Fragments an
den Primarantikérper, die zweite bleibt frei flr die Bindung an den Antikdrper des
APAAP-Komplexes. Die Komplexe bestehen aus dem Enzym Alkalische Phosphatase
(aus Kalberdarm gewonnen) und einem monoklonalen Maus-anti-Alkalische-
Phosphatase Antikérper. Um die Anlagerung visuell darzustellen, wurde fiir unsere
Versuchsreihe eine Farbreaktion mit Neufuchsin gewahlt. Durch die Alkalische
Phosphatase wird das Substrat Naphtolphosphat-Ester hydrolisiert. Es entstehen
Phenole, die mit Diazoniumsalzen (Chromogen) reagieren und unlésliche Azofarbstoffe

bilden. Das Chromogen Neufuchsin bildet ein intensiv rotes Reaktionsprodukt [59].

Durchfiihrung

l. Trocknen der Gewebsschnitte flir 30 min bei Raumtemperatur.

Il. Fixierung in 96% Ethanol fur 2 min.

[l Waschen fir 8 min in Tris-Puffer (s. Ansatz 1).

V. Inkubation mit AB-Serum: Das AB-Serum (Biotest, Germany, Code 805135)
wurde 1:10 in Tris-Puffer verdinnt und fir 10 min aufgetragen. Durch die
Inkubation der Schnitte mit einem antikérperfreien AB-Serum von Spendern mit
der Blutgruppe AB wurde die unspezifische Absorption des Primarantikérpers
an Bindegewebselementen minimiert, wodurch Hintergrundfarbungen

weitgehend unterbunden wurden.

V. Inkubation mit den Primarantikdrpern (s. Tab. 4) fir 1 h.
VI. Waschen 2 x 5 min in Tris-Puffer.
VII. Inkubation mit dem Brickenantikérper: Der Briickenantikérper (Dako,

Dennmark, Code Z259) wurde 1:50 (Konz.: 64ug/ml) in Tris-Puffer verdinnt
und far 30 min aufgetragen.

VIIl.  Waschen 2 x 5 min in Tris-Puffer.

IX. Inkubation mit dem APAAP-Komplex: Der APAAP—-Komplex (Dako, Dennmark,
Code D651) wurde 1:100 (Konz.: 0,9ug/ml) in Tris-Puffer verdinnt und far 30
min appliziert.

X. Waschen 2 x 5 min in Tris-Puffer.

XI. Inkubation mit dem Substratansatz: Der Substratansatz (s. Ansatz 2) wurde

hergestellt und fir 30 min aufgetragen. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten
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Kammer im Dunkeln. Das Blocken der endogenen Alkalischen Phosphatase
erfolgte durch die im Substratansatz enthaltene Levamisole (Sigma, U.S.A,,
Code L9756).

XII. Spilen 2 x 10 sec in Aqua dest.

Xlll.  Kernfarbung mit Hamatoxilin Gill (Sigma, U.S.A., Code GHS-1-32) fiir 18 sec.

XIV. Spllen 30 sec unter flieRendem Leitungswasser.

XV. Spllen 2 x 10 sec in Aqua dest.

Ansatz 1: Herstellung des Tris-Puffers

48,469 Tris (Life Technologies, U.S.A., Code 15504020) wurden in Aqua dest. geldst.
Von der Stammlésung wurden 1225ml abgenommen und 100ml 2 mol/l HCL und 42,49
NaCl zugeflgt. Die Lésung wurde mit Aqua dest. auf 5 | aufgefillt und der pH auf 7,4

eingestellt.

Ansatz 2: Herstellung des Substrates

Losung 1 Losung 2

450ml Tris-Puffer 0,075 Naphtolbiphosphat
0,18g Levamisole 2,25ml Dimethylformamit
Losung 3 Losung 4

0,9g Natriumnitrit 0,9ml Neufuchsin

22,5ml Aqua dest.

Nach dem Ansetzen der einzelnen Lésungen wurde Ldsung 4 in Lésung 3 gegeben.
Anschlieend wurde eine Minute gewartet, dann die Mischung zusammen mit Lésung

2 in Lésung 1 geschittet. Das fertige Substrat wurde vor der Applikation filtriert.

2.3.3.2 ABC-Technik

Die ABC-Technik (Avidin : Biotinylated Enzyme Complex) gehdért zu den neueren
immunhistochemischen Nachweismethoden. Sie basiert auf der Fahigkeit des
Glykoproteins Avidin, 4 Molekile des Vitamins Biotin mit einer hohen Affinitat (Affinitat
>10" M) physikalisch zu binden. Der Priméarantikdrper wird durch einen Biotin-
konjugierten Sekundarantikdrper gebunden. AnschlieBend wird ein Peroxidase-
konjugierter Avidin-Biotin-Komplex zugesetzt. Die freien Bindungsstellen des
Avidinmolekiils erméglichen die Bindung an das Biotin des Sekundarantikorpers. Uber

das Enzym Peroxidase wird die Umsetzung eines Chromogen-Substrats katalysiert. In
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dieser Farbung wurde das Chromogen DAB (3,3 diaminobenzidine-tetrahydrochlorid)

verwendet, das durch Oxidation eine intensive lokale Braunfarbung hervorruft.

Durchfiihrung

l.
I.
[l
V.
V.
VI.
VILI.

VIII.

XI.
XIL.

XII.
XIV.

XV.
XVI.

XVILI.

Trocknen der Gewebsschnitte flir 30 min bei Raumtemperatur.

Fixierung in kaltem Azeton fir 3 min.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer (s. Ansatz 1).

Blocken der endogenen Peroxidase in 1% Wasserstoffperoxid fur 10 min.
Spulen in Aqua dest.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer.

Avidin-Biotin Blocken: Kdrpereigenes Avidin und Biotin wurde durch Applikation
eines gebrauchsfertigen Avidin- und Biotin-Blocker'  fiir jeweils 15 min
abgesattigt. Durch diesen Schritt wurden unspezifische Anfarbungen des
Hintergrundes minimiert.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer.

Inkubation mit Pferdeserum: 1 Tropfen (50ul) Pferdeserum’ wurden in 5ml
PBS-Puffer verdinnt und fir 20 min appliziert. Durch die Inkubation mit diesem
Non-Immunserum wurden elektrische Ladungen auf Kollagen und anderen
Bindegewebselementen abgesattigt und dadurch die unspezifische Absorption
des  Primarantikérpers  reduziert. @ Dadurch  wurden  unspezifische
Hintergrundfarbungen minimiert.

Inkubation mit den Primarantikérpern (s. Tab. 4) fur 1 h.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer.

Inkubation mit dem Sekundarantikdrper: 2 Tropfen (100ul) Sekundarantikérper’
und 2 Tropfen (100ul) Pferdeserum’ wurden in 5 ml PBS-Puffer verdiinnt und
fur 30 min aufgetragen.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer.

Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex': 2 Tropfen (100ul) Reagenz A’
wurde mit 2 Tropfen (100ul) Reagenz B in 5 ml PBS-Puffer verdiinnt und fiir 30
min aufgetragen.

Waschen 2 x 5 min in PBS-Puffer.

Inkubation mit dem DAB-Substrat: Laut Anleitung des Herstellers (Dako, U.S.A,
ChemMate, Code Nr. K5001) wurden 240ul DAB in 12 ml Substratpuffer
verdinnt und zum Nachweis des FasR fir 2 min, fir den FasL 3min
aufgetragen.

Spulen unter flieBendem Leitungswasser fur 10 sec.
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XVIII.  Spilen in Aqua dest. fur 10 sec.

XIX.  Kernfarbung: Gegenfarbung fur 5 min in Mayer’s Hamatoxilin (Sigma, U.S.A.,
Code MHS-32) .

XX.  Spllen unter flieRendem Leitungswasser fur 7 min.

XXI.  Waschen in Aqua dest.

XXII.  Deckeln der Gewebsschnitte mit Glyceringelantine (Merck, Germany, Code
1.09242).

T Alle Reagenzien waren im Kit (Vector, U.S.A.,, ABC elite Kit, Code PK-6200)
enthalten.

Ansatz 1 Herstellung des PBS-Puffers:
40g NaCl, 1g KCL, 7,2g Na,PO, und 1,2g KH,PO, wurden in 10 | Aqua dest. geldst
und der pH auf 7,4 eingestellt.

2.4 Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung und Beurteilung der immunhistochemisch
gefarbten Gewebsschnitte erfolgte im Doppelblindverfahren durch zwei unabhangige
Begutachter ohne Kenntnis der Patientendaten. Bei abweichenden Ergebnissen
wurden die Praparate noch einmal gemeinsam beurteilt und ein Konsens wurde
hergestellt. Da die mit der ABC-Technik gefertigten Gewebsschnitte von besserer
Qualitat waren, wurden diese zur weiteren Auswertung herangezogen. Zur Bewertung
der Expression von FasR und FasL wurden unterschiedliche Gruppen gebildet, um
sowohl auf den prozentualen Anteil der angefarbten Zellen und die Intensitat der
Anfarbung einzugehen, als auch um eine mdglichst klare Abgrenzung zu der
vorherigen oder nachfolgenden Gruppe zu ermdglichen und auf diesem Wege

Uberschneidungen zu vermeiden.

2.41 FasR-Expression

Zur Auswertung der FasR-Expression wurde der prozentuale Anteil der spezifisch
angefarbten (FasR-positiven) Zellen geschatzt und anschliefend in 3 Gruppen
subsumiert: 61-100% positive Zellen, 31-60% positive Zellen und weniger als 30%
positive Zellen. Um auch die Intensitat der Anfarbung zu beriicksichtigen, wurden auch

hier Gruppen gebildet: keine Anfarbung (-), schwache Anfarbung (+), maRiggradige
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Anfarbung (++) und starke Anfarbung (+++). Durch Kombination der einzelnen

Gruppen ergaben sich 4 Kategorien:

Kategorie 3 - normale FasR-Expression:

mindestens 61% der Zellen zeigen eine starke oder maRiggradige Anfarbung.
Kategorie 2 - verminderte FasR-Expression:

mindestens 61% der Zellen zeigen eine schwache oder

mindestens 31-60% eine starke oder mafRiggradige Anfarbung.

Kategorie 1 — starke Reduktion der FasR-Expression:

31-60% der Zellen zeigen eine schwache oder

weniger als 30% eine starke oder mafRiggradige Anfarbung.

Kategorie 0 — fehlende FasR-Expression:

weniger als 30% der Zellen zeigen eine schwache Anfarbung oder

es ist keine Expression nachweisbar.

Als FasR-positiv wurden solche Gewebsschnitte beurteilt, die aufgrund ihrer Anfarbung

in die Kategorie 3 und 2 fielen. Von einer Downregulation des FasR wurde gesprochen,

wenn die Farbeergebnisse der Kategorie 1 und O entsprachen (s. Tab. 5)

Tab. 5 Semiquantitative Bewertung der FasR-Expression

Positive Zellen (%) Intensitat Kategorie Bewertung

61 -100%

31-60%

<30%

FasR-positiv

Downregulation
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2.4.2 FasL-Expression

Zur Bewertung der FasL-Expression wurde ebenfalls die Intensitat der Anfarbung (s.o.)

beurteilt und der Anteil an spezifisch angefarbten (FasL-positiven) Zellen geschatzt. Es

erfolgte eine Einteilung in 4 Gruppen: 76-100% positive, 51-75% positive, 31-50% und

weniger als 30% positive Zellen. Durch Kombination der Daten ergaben sich 4

Kategorien:

Kategorie 3 - starke FasL-Expression:

mindestens 76% der Zellen zeigen eine starke Anfarbung.
Kategorie 2 — maBige FasL-Expression:

mindestens 76% der Zellen zeigen eine mafRiggradige oder
zwischen 51-75% der Zellen eine starke oder maRiggradige oder
mindestens 31-50% eine starke Anfarbung.

Kategorie 1 — schwache FasL-Expression:

mindestens 51% der Zellen zeigen eine schwache oder
mindestens 31-50% eine maRiggradige oder schwache oder
weniger als 30% eine starke Anfarbung.

Kategorie 0 — fehlende FasL-Expression:

weniger als 30% der Zellen zeigen eine maRiggradige oder schwache Expression
oder

es ist keine Anfarbung feststellbar.

Als FasL-positiv wurden solche Gewebsschnitte beurteilt, die aufgrund ihrer Anfarbung

der Kategorie 3 oder 2 entsprachen. Schnitte, die in die Kategorie 1 oder O fielen,

wurden als FasL-negativ gewertet (s. Tab 6.).
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Tab. 6 Semiquantitative Bewertung der FasL-Expression

Positive Zellen (%) Intensitat Kategorie Bewertung
51 -75%
31-50%
< 30%

FasL-negativ
FasL-positiv
2.5 Statistische Analysen

In der univariaten Analyse wurden 4-Felder-Tafeln mit Hilfe des y*-Tests ausgewertet
und wann immer notig mit dem Fisher-Exakt-Test auf die Gleichheit zweier binominaler
Verhaltnisse hin Uberprift. Flr die Analyse des rezidivfreien Intervalls und der
Gesamtlberlebenszeit wurden Kaplan-Meier-Analysen und der Log-Rank-Test

verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Imnmunhistochemie

3.1.1 FasR-Expression

3.1.1.1 FasR-Expression auf primaren Lebermetastasen

Es wurden 72 primare kolorektale Lebermetastasen auf ihre FasR-Expression hin
untersucht. Bei insgesamt 59 (81,9%) Lebermetastasen ergaben die
immunhistochemischen Untersuchungen die Downregulation des FasR: In 44 Fallen
(61,1%) war ein kompletter Verlust und in 15 Fallen (20,8%) eine starke Reduktion des
FasR nachweisbar. Dreizehn (18,1%) Lebermetastasen exprimierten den FasR: 9
(12,5%) Lebermetastasen zeigten eine verminderte und 4 (5,6%) eine normale FasR-
Expression (s. Abb. 4).

Abb. 4 Ubersicht iiber die FasR-Expression auf primdren Lebermetastasen

O Expression
B Down-Regulation

normale Expression

5,6% (n=4)

verminderte Expression

12,5% (n=9)

komplette Reduktion

20,8% (n=15)
61,1% (n=44)

starke Reduktion
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3.1.1.2 FasR-Expression auf Lebermetastasenrezidiven

Es wurden 11 Lebermetastasenrezidive kolorektaler Karzinome auf ihre FasR-
Expression hin untersucht. Die immunhistochemischen Farbungen ergaben in 9 Fallen
(81,8%) eine komplette Reduktion und damit die Downregulation des FasR. Zwei
(18,2%) Metastasenrezidive wiesen eine Expression des FasR auf: Sie zeigten eine

verminderte FasR-Expression (s. Abb. 5).

Abb. 5 Ubersicht iiber die FasR-Expression auf Lebermetastasenrezidiven

O Expression
W Down-Regulation

verminderte Expression

18,2% (n=2)

komplette Reduktion

81,8% (n=9)
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Abb. 6 Lebermetastase mit FasR-Downregulation
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Abb. 8 FasR-positive Lebermetastase
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3.1.2 FasL-Expression

3.1.2.1 FasL-Expression auf primaren Lebermetastasen

Es wurden 72 kolorektale Lebermetastasen auf ihre FasL-Expression hin untersucht.
Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen wiesen bei insgesamt 46
(63,8%) Lebermetastasen eine FasL-Expression nach: 11 (15,2%) Lebermetastasen
zeigten eine starke und 35 (48,6%) Lebermetastasen eine maRiggradige Expression
von FasL. Als FasL-negativ wurden hingegen 26 (36,2%) Lebermetastasen beurteilt: In
jeweils 13 (18,1%) Fallen liel sich nur eine schwache, bzw. keine Expression des FasL
nachweisen (s. Abb. 10).

Abb. 10 Ubersicht iiber die FasL-Expression auf primiren Lebermetastasen

B FasL-positiv

O FasL-negativ
fehlende Expression starke Expression
18,1% (n=13) 15,2% (n=11)

18,1% (n=13)
schwache Expression

48,6% (n=35)

maliggradige Expression
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3.1.2.2 FaslL-Expression auf Lebermetastasenrezidiven

Von den untersuchten Lebermetastasenrezidiven (n= 11) ergaben die
immunhistochemischen Farbungen bei insgesamt 6 (54,6%) Gewebsschnitten eine
FasL-Expression: 1 (9,1%) Lebermetastasenrezidiv wies eine starke und 5 (45,5%)
wiesen eine mafiggradige Expression des FasL auf. Zwei (18,2%) Metastasenrezidive
zeigten nur eine schwache FasL-Expression, wahrend in 3 (27,2%) Fallen keine

Expression des FasL nachweisbar war (s. Abb. 11).

Abb. 11 Ubersicht iiber die FasL-Expression auf Lebermetastasenrezidiven

W FasL-positiv
O FasL-negativ

starke Expression
fehlende Expression

9,1% (n=1)

27,2% (n=3)

45,5% (n=5)
18,2% (n=2)

schwache Expression maRiggradige Expression
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Abb. 12 FasL-positive Lebermetastase

Abb. 13 FasL-positive Lebermetastase (AusschnittsvergroBerung)
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3.1.3 Koexpression von FasR und FasL

Bei den meisten der untersuchten kolorektalen Lebermetastasen (n= 36 / 50%) lief3
sich eine FasL-Expression belegen, wahrend der FasR downreguliert war (FasR-
[FasL+). In 23 (31,9%) Fallen konnte weder eine FasR-Expression noch eine FasL-
Expression nachgewiesen werden (FasR-/FasL-). Bei 10 (13,9%) Lebermetastasen
zeigte sich eine Koexpression der beiden Antigene (FasR+/FasL+). Drei (4,2%)

Lebermetastasen wiesen den FasR, aber keinen FasL auf (FasR+/FasL-).

Die  Ergebnisse der immunhistochemischen  Farbungen  brachten  flr
Lebermetastasenrezidive ahnliche Ergebnisse wie bei den primaren Lebermetastasen.
Bei 5 (45,4%) Lebermetastasenrezidiven lie sich die Downregulation des FasR bei
gleichzeitiger Expression von FasL belegen (FasR-/FasL+). Auf 4 (36,4%)
Lebermetastasenrezidiven lie® sich weder eine FasR- noch eine FasL-Expression
nachweisen (FasR-/FasL-). Ein (9,1%) Lebermetastasenrezidiv wies eine
Koexpression der Antigene (FasR+/FasL+) auf, wahrend 1 (9,1%)
Lebermetastasenrezidiv eine FasR-Expression, aber keine FasL-Expression
(FasR+/FasL-) zeigte (s. Abb. 14 und Tab. 7).

Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Ergebnisse, wenngleich auffiel, da®

auch bei den Lebermetastasenrezidiven das Koexpressionsmuster FasR-/FasL+ am

haufigsten vertreten war (p= 0,280).
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Tab. 7 Ubersicht iiber die Expressionsmuster von FasR und FasL

Expressionsmuster Primare Lebermetastasen Lebermetastasenrezidive
(n=72) (n=11)
Anzahl (%) Anzahl (%)
FasR+ / FasL + 10 1
(13,9) (9,1)
FasR+ / FasL - 3 1
(4.2) 9,1
FasR- / FasL - 23 4
(31,9) (36,4)
FasR- / FasL + 36 5
(50) (45,4)
FasR + FasR-Expression FasL + FasL-Expression
FasR - Downregulation des FasR FasL -  keine Expression des FasL

Abb. 14 Darstellung der Koexpression von FasR und FasL
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3.2 Ergebnisse der Nachbeobachtung

3.2.1 Primare Lebermetastasen

Fur die postoperative Nachuntersuchung von primaren kolorektalen Lebermetastasen
standen Daten von insgesamt 66 Patienten zur Verfugung. Bei 23 (34,9%) Patienten
wurde eine synchrone und bei 43 (65,1%) Patienten eine metachrone Metastase
reseziert. In 37 Fallen (56,1%) handelte es sich um eine Solitarmetastase, bei 14
(21,2%) Patienten lagen zwei und bei 15 (22,7%) Patienten multiple (> 3) Metastasen
in der Leber vor. Das Tumorstadium des kolorektalen Primartumors umfafite 6 (9,1%)
UICC Stadium | -, 5 (7,6%) Stadium Il -, 26 (39,4%) Stadium Il - und 22 (33,3%)
Stadium IV - Tumoren. Von 7 (10,6%) Patienten konnte das Tumorstadium des
Primartumors nicht mehr ermittelt werden. In 50 (75,8%) Fallen wurde die
Lebermetastase RO-, in 11 (16,6%) Fallen R1- und in 5 (7,6%) Fallen R2-reseziert.

Wahrend des Nachuntersuchungszeitraums verstarben 30 (45,5%) Patienten an den
Folgen ihres Tumorleidens. Bei insgesamt 31 Patienten (46,9%) kam es nach
operativer Resektion der kolorektalen Lebermetastase zur Entwicklung eines Rezidivs.
Von den 31 Rezidiven traten 12 (38,8%) isoliert in einem Organ auf: 7 (22,7%) in der
verbliebenen Restleber, 3 (9,7%) in der Lunge, 1 (3,2%) im Peritoneum und 1 (3,2%)
im Knochen. In 17 (54,8%) Fallen entwickelten die Patienten zeitgleich Rezidive in
verschiedenen Organen: 8 (25,9%) Patienten wiesen Rezidivmetastasen in der
verbliebenen Restleber und der Lunge, 3 (9,7%) Patienten in der Restleber und dem
Peritoneum, 1 (3,2%) Patient in der Restleber und dem Diinndarm und 1 (3,2%)
Patient in der Restleber und dem Gehirn auf. Bei 2 (6,4%) Patienten fanden sich
Metastasen in der Lunge und dem Gehirn, bei 1 (3,2%) Patienten in der Lunge und der
Nebenniere und bei ebenfalls 1 (3,2%) Patienten in der Milz und dem Ovar. In 2

(6,4%) Fallen konnte die Lokalisation der Rezidive nicht eruiert werden.

Zusammenfassend entwickelten insgesamt 20 (30,3%) Patienten Metastasenrezidive
in der verbliebenen Leber. Diese traten bei 7 (10,6%) Patienten isoliert in der
verbliebenen Restleber, bei 13 (19,7%) Patienten zeitgleich mit einer weiteren
Metastase aullerhalb der Restleber in Erscheinung. Bei insgesamt 22 (33,3%)
Patienten wurden Rezidive aullerhalb der Leber diagnostiziert. In 9 (13,6%) Fallen
traten diese Rezidive isoliert an anderer Lokalisation (Lunge, Peritoneum und

Knochen) ohne erneute Beteiligung der Leber auf (s. Tab. 8).
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Tab. 8 Inzidenz von Rezidiven wahrend der Nachbeobachtung

Ergebnisse

Lokalisation(en) Anzahl Anteil (%) Anteil (%)
der alle Patienten Rezidivpatienten
Rezidive (n=66) (n=31)

Isolierte Manifestation
Leber 7 10,7 22,7
Lunge 3 45 9,7
Peritoneum 1 1,5 3,2
Knochen 1 1,5 3,2
Multiple Manifestation
Leber + Lunge 8 12,2 259
Leber + Peritoneum 3 4.5 9,7
Leber + Dinndarm 1 1,5 3,2
Leber + ZNS 1 1,5 3,2
Lunge + ZNS 2 3,0 6,4
Lunge + Nebenniere 1 1,5 3,2
Milz + Ovar 1 1,5 3,2
Lokalisation nicht bekannt 2 3,0 6,4
Summe 31 46,9 100,0
Lebermetastasenrezidive
(insgesamt) 20 30,3 64,5
e davon isoliertes

Lebermetastasenrezidiv 7 10,6 22,6
e davon

Lebermetastasenrezidiv + 13 19,7 41,9

Rezidiv anderer Lokalisation
Rezidive auBerhalb der Leber
(insgesamt) 22 33,3 70,9
e davon isoliertes Rezidiv

aulerhalb der Leber 9 13,6 29,0
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Des  weiteren  entwickelten 7 (10,6%)  Patienten  wahrend des
Nachuntersuchungszeitraums ein  lokoregiondres Rezidiv des kolorektalen
Primartumors. In 4 (57,1%) Faéllen trat dieses Lokalrezidiv nach der Resektion der
Lebermetastase isoliert auf, in 3 (42,9%) Fallen wurden gleichzeitig Fernmetastasen
diagnostiziert: Bei einem Patienten (14,3%) lag zusatzlich zum Lokalrezidiv ein
Lebermetastasenrezidiv, bei 2 (28,6%) Patienten ein Lebermetastasenrezidiv und je

eine weitere Fernemtastase am Dinndarm, bzw. in der Lunge vor (s. Tab. 9)

Tab. 9 Inzidenz von Lokalrezidiven wahrend der Nachbeobachtung

Lokalisation(en) Anzahl Anteil (%) Anteil (%)
alle Patienten Patienten mit
Lokalrezidiv
(n=66) (n=7)
Kolorektales Lokalrezidiv (isoliert) 4 6,1 57,1
Kolorektales Lokalrezidiv und 1 1,5 14,3

Fermetastase in der Leber

Kolorektales Lokalrezidiv und 1 1,5 14,3

Fermet. in Leber und Lunge

Kolorektales Lokalrezidiv und 1 1,5 14,3

Fermet. in Leber und Dinndarm

Summe 7 10,6 100,0

3.2.2 Lebermetastasenrezidive

Von allen 11 Patienten, die an einem Lebermetastasenrezidiv operiert wurden, konnten
postoperativ Nachuntersuchungsdaten erhoben werden. Wahrend des Zeitraums der
Nachuntersuchung verstarben 4 (36,4%) Patienten an den Folgen ihres Tumorleidens.
Insgesamt  entwickelten 5 (45,5%) Patienten nach der Resektion des
Lebermetastasenrezidivs ein erneutes Rezidiv. Unter den 5 Patienten mit erneuten
Rezidiven kam es in 4 (80%) Fallen abermals zur Manifestation einer Lebermetastase,

in 1 (20%) Fall erlitt der Patient zusatzlich eine Lungenmetastase (s. Tab. 10).
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Tab. 10 Inzidenz von Rezidiven bei Lebermetastasenrezidiv-Patienten

Lokalisation(en) Anzahl Anteil (%) Anteil (%)
der alle Patienten Rezidivpatienten
Rezidive (n=66) (n=15)

Isolierte Manifestation
Leber 4 36,4 80,0

Multiple Manifestation
Leber + Lunge 1 9.1 20,0

Summe 5 45,5 100,0

3.3 Korrelation der Nachbeobachtungsdaten mit etablierten

Prognoseparametern

In die Analyse der Nachuntersuchung gingen nur Daten von Patienten ein, die an einer
primaren Lebermetastase (n= 66) operiert wurden. Aufgrund der geringen Fallzahl
wurde bei Patienten mit Lebermetastasenrezidiven auf eine Korrelation der

experimentellen Daten mit den Ergebnissen der Nachbeobachtung verzichtet.

Bei der Analyse der Rezidivfreien- und Gesamtiberlebenszeit erwies sich der
Resektionsstatus (R-Status) der Lebermetastase als statistisch signifikanter Faktor. Es
entwickelten 23 von 50 (46%) RO-, 3 von 11 (27,3%) R1- und 4 von 5 (80%) R2-
resezierten Patienten innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums Fernmetastasen
oder ein lokoregionares Rezidiv. Dabei betrug das rezidivfreie Intervall bei den RO-
resezierten Patienten im Median 24 Monate, bei den R1-resezierten 56 Monate und bei
den R2-resezierten 8 Monate (p= 0,0533). Zum erneuten Rezidiv in der verbliebenen
Restleber kam es in der Gruppe der RO-resezierten Patienten bei 13 (26%), in der
Gruppe der R1-resezierten Patienten bei 2 (18,2%) und der Gruppe der R2-resezierten
Patienten bei 3 (60%) Patienten. Bis zum Nachweis des Lebermetastasenrezidivs
vergingen bei den RO-resezierten Patienten im Median 68 Monate, bei den R1-
resezierten 56 und bei den R2-resezierten nur 13 Monate (p= 0,0444). Auch bei der
Analyse des Gesamtuberlebens zeigte sich, dal Patienten, bei denen eine RO-

Resektion der Leber nicht gelang, signifikant friher und haufiger tumorbedingt
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verstarben. So verstarben im Beobachtungszeitraum 21 (42%) RO-resezierte, 4
(36,4%) R1-resezierte und 5 (100%) R2-resezierte Patienten an den Folgen ihres
Tumorleidens. Von der Lebermetastasenoperation bis zum Tod vergingen in der
Gruppe der RO-resezierten Patienten im Median 42, in der Gruppe der R1-resezierten
Patienten 63 Monate und in der Gruppe der R2-resezierten Patienten 9 Monate (p<
0,0001) (s. Abb. 15 und Tab. 11).

Abb. 15 Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von Resektionsstatus

(RO-Resektion vs. R1-Resektion vs. R2-Resektion, p < 0,0001)
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Des weiteren zeigte sich, dal® Patienten mit synchroner Lebermetastasierung
signifikant friher und haufiger metastasische Fernmetastasen oder ein lokoregionares
Rezidiv entwickelten als Patienten mit metachroner Lebermetastasierung. So erlitten
13 von 22 (59,1%) Patienten mit synchronen Lebermetastasen ein metastasisches
Rezidiv, wahrend dies bei Patienten mit metachroner Lebermetastasierung 17mal
(38,6%) der Fall war. Das Intervall bis zum Rezidivhachweis war dabei bei Patienten
mit synchroner Lebermetastasierung mit 10 Monaten im Median deutlich kirzer als bei

Patienten mit metachroner Lebermetastasierung, bei denen im Median 52 Monate bis
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zum Rezidivhachweis vergingen (p= 0,0075). Dieser Zusammenhang lieR sich auch
bei der Analyse des postoperativen Uberlebens verifizieren. Von den Patienten mit
synchroner Lebermetastasierung verstarben 13 (59,1%), von den Patienten mit
metachroner Lebermetastasierung 17 (38,6%) im Nachuntersuchungszeitraum. Die
mediane Gesamtlberlebenszeit betrug bei synchroner Lebermetastasierung nur 21
Monate, bei metachroner Lebermetastasierung dagegen 44 Monate (p= 0,0261) (s.
Tab. 11 und Abb. 16).

Abb. 16 Gesamtiiberleben in Abhédngigkeit von der Manifestationsform der

Lebermetastasen (synchron vs. metachron, p= 0,0261)
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Auch bei der Analyse der Manifestationsform der Lebermetastase (Solitdrmetastase
vs. 2 Lebermetastasen vs. multiple Lebermetastasen) und rezidivfreiem Uberleben
ergaben sich signifikante Zusammenhange. So verstarben innerhalb des
postoperativen Beobachtungszeitraums 14 von 35 (40%) Patienten mit einer
Solitdrmetastase, wahrend 6 von 16 (37,5%) Patienten mit zwei Lebermetastasen und

10 von 15 (66,7%) Patienten mit multipler Lebermetastasierung ihrer Erkrankung
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erlagen. Dabei betrug die mediane Gesamtlberlebenszeit flr Patienten mit einer
Solitarmetastase 44 Monate, fur Patienten mit zwei Lebermetastasen 32 Monate und
fur Patienten mit multiplen Metastasen 21 Monate. Dieser Zusammenhang war
statistisch signifikant (p= 0,0294) (s. Abb. 17). Bei der Analyse des rezidivfreien
Uberlebens ergaben sich hingegen keine signifikanten Zusammenhange. Sechzehn
von 35 (45,7%) Patienten mit Solitdrmetastasen, 5 von 16 (31,2%) Patienten mit zwei
und 9 von 15 (60%) Patienten mit multiplen Lebermetastasen entwickelten
Fernmetastasen oder ein lokoregionares Rezidiv. Dabei betrug die mediane Dauer bis
zur Diagnose des Rezidivs bei Patienten mit Solitarmetastasen 24, bei Patienten mit
zwei Metastasen 48 und bei Patienten mit multiplen Lebermetastasen 13 Monate (p=
0,1388) (s. Tab. 11).

Abb. 17 Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von der Manifestationsform der

Lebermetastasen

(Solitdrmetastase vs. 2 Metastasen vs. multiple Metastasen, p= 0,0294)
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Tab. 11 Analyse der Nachbeobachtungsdaten
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Rezidive gesamt | 23/50 3/11 4/5 13/22 17/44 | 16/35 5/16  9/15
Anzahl (%) (46) (27,3) (80) | (59,1) (38,6) | (45,7) (31,2) (60)
Rezidivfreies
Intervall 24 56 8 10 52 24 48 13
(Median, Monate)
Signifikanzniveau
(p) p= 0,0533 p= 0,0075 p= 0,1388
Lebermetastasen- | 13/50 2/11 3/5 10/22 9/44 | 9/35 3/16  7/15
Rezidive (26) (18,2) (60) | (45,4) (20,4) | (25,7) (18,7) (46,7)
Anzahl (%)
LM-rezidivfreies 68 56 13 13 22 46 64 56
Intervall
(Median, Monate)
Signifikanzniveau
(p) p= 0,0444 p= 0,0230 p= 0,0654
Verstorbene Pat. | 21/50  4/11 5/5 13/22 17/44 | 14/35 6/16  10/15
Anzahl (%) (42) (36,4) (100) | (59,1) (38,6) | (40) (37,5) (66,7)
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3.4 Korrelation der Nachuntersuchungsdaten mit den

Ergebnissen der Immunhistochemie

Fir diese Analyse wurden nur Daten von Patienten herangezogen, die an einer
primaren kolorektalen Lebermetastase operiert wurden und deren Metastasen RO-
reseziert wurden (n= 50). Dabei wurden Patienten mit fehlender oder stark reduzierter
FasR-Expression (Downregulation) der Gruppe von Patienten mit mafig reduzierter
bzw. normaler FasR-Expression (keine Downregulation) gegenibergestellt. Hinsichtlich
der Beurteilung des FasL wurden Patienten mit starker bzw. maRiger FasL-Expression
(Expression des FaslL) mit Patienten mit schwacher oder fehlender FasL-Expression

(keine Expression des FasL) verglichen.

3.41 EinfluBR der FasR-Downregulation auf Rezidivrate und

Gesamtiiberleben

In diese Analyse gingen die Daten von 39 (78%) Lebermetastasen mit einer
downregulierten FasR-Expression und 11 (22%) Lebermetastasen ein, bei denen keine
Downregulation der FasR-Expression vorlag: Drei (6%) Lebermetastasen wiesen eine
normale und 8 (16%) eine verminderte Expression des FasR auf. In 12 (24%) Fallen
war die Expression des FasR stark reduziert, 27 (54%) Lebermetastasen waren FasR-

negativ.

In der Gruppe der Patienten mit FasR-downregulierten Lebermetastasen kam es bei 16
von 39 (41%) Patienten und bei den nicht FasR-downregulierten Lebermetastasen bei
7 von 11 (63,6%) Patienten wahrend des Nachbeobachtungszeitraums zur Entwicklung
von hepatischen und/oder extrahepatischen Rezidiven: Bei 1 von 3 (33,3%) Patienten
mit normaler FasR-Expression, bei 6 von 8 (75%) Patienten mit verminderter FasR-
Expression, bei 3 von 12 (25%) Patienten mit einer starken Reduktion des FasR und
bei 13 von 27 (48,1%) mit fehlender FasR-Expression. Von der Operation der
Lebermetastase bis zum Nachweis der Rezidive vergingen bei den Patienten mit
FasR-Downregulation im Median 40 Monate, bei den nicht FasR-downregulierten
Lebermetastasen 11 Monate (p= 0,0785). In der Gruppe der Patienten mit FasR-
Downregulation entwickelten 10 von 39 (25,6%) Patienten, in der Gruppe der FasR-
positiven Patienten 4 von 11 (36,4%) ein Lebermetastasenrezidiv: 4 von 8 (50%)
Patienten mit verminderter FasR-Expression, bei 1 von 12 (8,3%) Patienten mit starker
Reduktion und 9 von 27 (33,3%) Patienten mit fehlender Expression des FasR. Bis zur

Diagnose des Lebermetastasenrezidivs vergingen bei den Patienten mit FasR-
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downregulierten Lebermetastasen im Durchschnitt 60,8 Monate, bei den nicht FasR-

downregulierten Lebermetastasen 29,6 Monate (p= 0,0303).

In dem Beobachtungszeitraum verstarben 18 von 39 (45,2%) Patienten mit einer
Downregulation des FasR und 3 von 11 (27,3%) Patienten mit vorhandener FasR-
Expression an den Folgen ihres Tumorleidens: keiner der Patienten mit normaler
Expression des FasR, 3 von 8 (37,5%) Patienten mit verminderter FasR-Expression, 4
von 12 (33,3%) Patienten mit starker Reduktion und 14 von 27 (51,9%) mit fehlender
Expression des FasR. Die Gesamtiberlebenszeit vom  Zeitpunkt der
Lebermetastasenoperation bis zum Ende der Nachuntersuchung betrug flir Patienten
mit downreguliertem FasR im Median 42 Monate und flir Patienten mit FasR-positiven
Metastasen im Median 46 Monate (p= 0,6946) (s. Tab.12).
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Tab. 12 EinfluR der FasR-Expression auf Rezidivrate und Gesamtiiberleben
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Anzahl (%) (33,3) (75) (25) (48,1) (41) (63,6)
Rezidivfreies 7 11 - 40 40 11
Intervall (7,5) (18,7) (58,8) (38,4) (46,9) (18,1)
Median ()"
Signifikanzniveau
(p) p=0,2520 p= 0,0785
LM-Rezidive 0/3 4/8 1/12 9/27 10/39 4/11
Anzahl (%) (0) (50) (8,3) (33,3) (25,6) (36,4)
LM-rezidivfreies - 14 - 52 - -
Intervall (27,4) (79,1) (47,8) (60,8) (29,6)
Median ()"
Signifikanzniveau
(p) p= 0,2427 p=0,0303
Verstorbene Pat. 0/3 3/8 4/12 14/27 18/39 3/11
Anzahl (%) (0) (37,5) (33,3) (51,9) (45,2) (27,3)
Gesamtlberleben - 46 48 29 42 46
Median ()" (38,9) (54,6) (38,2) (43,9) (40,2)
Signifikanzniveau
(p) p=0,8654 p= 0,6946

' Angabe in Monaten
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3.4.2 EinfluB der FasL-Expression auf Rezidivrate und Gesamtiiberleben

Insgesamt wurden fir diese Analyse die Daten von 35 (70%) primaren kolorektalen
Lebermetastasen mit positiver FasL-Expression und 15 (30%) mit fehlender FasL-
Expression ausgewertet: 8 (16%) Lebermetastasen wiesen eine starke, 27 (54%) eine
maRige und 6 (12%) eine schwache Expression des FasL auf. Bei 9 (18%)

Lebermetastasen war keine Expression des FasL nachweisbar.

Insgesamt kam es bei 6 von 15 (40%) Patienten mit verminderter oder fehlender FasL-
Expression und bei 17 von 35 (48,6%) Patienten mit maRiger oder starker FasL-
Expression zur Manifestation von hepatischen und/oder extrahepatischen Rezidiven.
Vier von 8 (50%) Patienten mit starker Expression des FasL, 13 von 27 (48,1%)
Patienten mit maRiger, 5 von 6 (83,3%) Patienten mit schwacher und 1 von 9 (11,1%)
Patienten mit fehlender FasL-Expression entwickelten Rezidive. Bis zum Nachweis der
Rezidive vergingen in der Gruppe der Patienten mit FasL-Expression im Median 27, in
der Gruppe ohne FasL-Expression 24 Monate (p= 0,9811). Weiterhin wurden bei 5 von
15 (33,3%) Patienten, die keine FasL-Expression aufwiesen, und bei 9 von 35 (25,7%)
Patienten mit FasL-Expression Lebermetastasenrezidive diagnostiziert: bei 4 von 8
(50%) Patienten mit einer starken Expression des FasL, bei 5 von 27 (18,5%)
Patienten mit maRiger, bei 4 von 6 (66,7%) Patienten mit schwacher und 1 von 9
(11,1%) Patienten mit fehlender FasL-Expression. Bis zum Nachweis der
Lebermetastasenrezidive  vergingen bei Patienten ohne  FasL-Expression
durchschnittlich 38,2 Monate, bei den Patienten mit FasL-Expression 60,2 Monate (p=
0,3907). Insgesamt verstarben in der Patientengruppe mit Lebermetastasen ohne
FasL-Expression 5 von 15 (33,3%) Patienten, in der Patientengruppe mit FaslL-
Expression 16 von 35 (45,7%) Patienten wahrend des Zeitraums der
Nachbeobachtung: 5 von 8 (62,5%) Patienten mit starker, 11 von 27 (40,7%) mit
mafiger, 4 von 6 (66,7%) Patienten mit schwacher und einer von 9 (11,1%) Patienten
mit fehlender FasL-Expression. Die Gesamtiiberlebenszeit vom Zeitpunkt der
Lebermetastasenoperation bis zum Ende des Nachuntersuchungszeitraums betrug fir
Patienten ohne FasL-Expression im Median 44 Monate, fur Patienten mit FasL-

Expression auf den kolorektalen Lebermetastasen 42 Monate (p= 0,9151)(s. Tab. 13).
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Tab. 13 EinfluR der FasL-Expression auf Rezidivrate und Gesamtiiberleben
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Anzahl (%) (50) (48,1) (83,3) (11,1) (48,6) (40)
Rezidivfreies 52 16 10 - 27 24
Intervall (42) (41,2) (13,8) (51,9) (41,8) (31,4)
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Intervall (42) (68,9) (20,5) (51,9) (60,2) (38,2)
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(p) p= 0,0679 p= 0,3907
Verstorbene Pat. 5/8 11/27 4/6 1/9 16/35 5/15
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Signifikanzniveau
(p) p= 0,5400 p= 0,9151

' Angabe in Monaten
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3.4.3 EinfluB des FasR/FasL-Expressionsmusters auf Rezidivrate und

Gesamtiiberleben

Fir diese Analyse wurden die Daten von 8 (26%) primaren kolorektalen
Lebermetastasen mit gleichzeitiger Expression des FasR und FasL (FasR+/FasL+), 3
(6%) Lebermetastasen mit ausschliellicher Expression des FasR (FasR+/FasL-), 12
(24%) Lebermetastasen ohne FasR- und FasL-Expression (FasR-/FasL-) und 27
(54%) Metastasen mit fehlender FasR-Expression, aber positiver FasL-Expression

(FasR-/FasL+) ausgewertet.

Bei 6 von 8 (75%) Lebermetastasen mit positiver FasR- und FasL-Expression, bei 1
von 3 (33,3%) Metastasen mit alleiniger Expression des FasR, bei 5 von 12 (41,7%)
Metastasen ohne Expression von FasR/FasL und 11 von 27 (40,7%) Metastasen mit
fehlender FasR- aber positiver FasL-Expression kam in dem
Nachbeobachtungszeitraum zur Manifestation eines hepatischen und/oder
extrahepatischen Rezidivs. Dabei vergingen bis zur Diagnose bei FasR+/FasL+
Lebermetastasen im Median 11 Monate, bei den FasR+/FasL- Lebermetastasen 10
Monate , bei den FasR-/FasL- Metastasen 24 Monate und den FasR-/FasL+
Lebermetastasen 52 Monate (p= 0,1402). In der Gruppe der FasR- und FasL-positiven
Lebermetastasen entwickelten 3 von 8 (37,5%) Patienten, in der Gruppe der FasR-
positiven und FasL-negativen 1 von 3 (33,3%), in der Gruppe der FasR- und FasL-
negativen 4 von 12 (33,3%) und in der Gruppe der FasR-negativen/FasL-positiven 6
von 27 (22,2%) ein Lebermetastasenrezidiv. Das lebermetastasen-rezidivfreie Intervall
betrug bei den FasR+/FasL+ Lebermetastasen im Durchschnitt 29,3 Monate, bei den
FasR+/FaslL- Lebermetastasen 26 Monate, bei den FasR-/FasL- Metastasen 39,3
Monate und den FasR-/FasL+ Lebermetastasen 63,9 Monate (p= 0,5302). Wahrend
des Nachbeobachtungszeitraums verstarben insgesamt 3 von 8 (37,5%) Patienten mit
vorhandener FasR- und FasL- Expression, keiner der Patienten mit alleiniger FasR-
Expression, 5 von 12 (41,7%) der Patienten mit fehlender FasR- und FasL-Expression
und 13 von 27 (48,1%) Patienten mit negativen FasR und positivem FasL. Die
durchschnittliche Uberlebenszeit betrug fiir die Patienten mit FasR+/FasL+
Lebermetastasen 36,9 Monate, bei den FasR-/FasL- Metastasen 30,9 Monate und den
FasR-/FasL+ Lebermetastasen 46,4 Monate (p= 0,3744) (s. Tab. 14).
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Tab. 14 EinfluR des Expressionsmusters auf Rezidivrate und Gesamtiiberleben

c c c c
8 8 8 8
m -
£ £ g £
O —~ o —~ 6 /C\T o ":
O oo ™
2 § I ® W § ?
E 1 £ - c c
5 i 4 5
T L - i
+ + 1 ~
i L i i
Rezidive gesamt 6/8 1/3 5/12 11/27
Anzahl (%) (75) (33,3) (41,7) (20,7)
Rezidivfreies 11 10 24 52
Intervall (14,8) (26) (28,6) (48,8)
Median ()"
Signifikanzniveau
(p) p=0,1402
LM-Rezidive 3/8 1/3 4/12 6/27
Anzahl (%) (37,5) (33,3) (33,3) (22,2)
LM-rezidivfreies - 10 - -
Intervall (29,3) (26,0) (39,3) (63,9)
Median ()"
Signifikanzniveau
(p) p= 0,5302
Verstorbene Pat. 3/8 0/3 5/12 13/27
Anzahl (%) (37,5) (0) (41,7) (48,1)
Gesamtlberleben 37 - 22 42
Median ()" (36,9) - (30,9) (46,4)
Signifikanzniveau
(p) p=0,3744

' Angabe in Monaten
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4 Diskussion

Die Immundiagnostik maligner Neoplasien nimmt in der onkologischen Diagnostik und
Forschung einen immer breiteren Raum ein. Gestutzt auf die Erkenntnis, dal® das
Immunsystem zur Erkennung und selektiven Eliminierung von Tumorzellen befahigt ist,
wurden u.a. mit Hilfe monoklonaler Antikdrper zahlreiche Antigenstrukturen auf
Malignomen identifiziert und hinsichtlich ihres Einflusses auf den klinischen Verlauf der
Tumorerkrankung untersucht [*70,38]. Heute gilt als gesichert, da} sich Tumoren
verschiedenster Mechanismen bedienen, um der spezifischen anti-tumoralen
Immunabwehr zu entgehen, und auf diesem Wege Kolonisations- und
Progressionsvorteile erlangen. Hierzu zahlt z.B. die Downregulation von
Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 oder E-Selectin auf der Oberflache von
Tumorzellen, welche die Adhasion aktivierter Lymphozyten an der Zellmembran
unterstitzen [92].

In diesem Zusammenhang wird die Modulation der FasR-Expression oder -Funktion
als ein wichtiger Mechanismus angesehen, dessen sich humane Tumoren bedienen,
um die gegen sie gerichtete Immunabwehr zu umgehen. Experimentelle Arbeiten zu
diesem Thema zeigen, dall es bei menschlichen Malignomen, wie z.B. dem
Mammakarzinom [35], Hepatozelluldren Karzinom [72] oder Osophaguskarzinom [24]
wahrend der neoplastischen Transformation der Zellen zur Reduktion oder zum totalen
Verlust einer FasR-Expression kommt (Downregulation). Im Gegensatz dazu haben
verschiedene Autoren laborexperimenteller Studien nachgewiesen, dall maligne
Tumoren, wie das Kolonkarzinom [52,53], Pankreaskarzinom [83],
Osophaguskarzinom [6] oder Prostatakarzinom [63] den FasR in einem hohen
Prozentsatz exprimieren. Weiterfihrende Untersuchungen zu diesen Ergebnissen
haben aber gezeigt, dall der von malignen Tumoren exprimierte FasR haufig
funktionslos ist. Hierfir werden intrazellulare Defekte oder protektive Proteine (z.B.
Protein-Tyrosin-Phosphatasen, FAP-1) verantwortlich gemacht, die zur Stérung der
intrazellularen Transduktion des Apoptose-Signals flihren [64,82]. Es wird im
allgemeinen angenommen, dal} sich Tumoren durch die Downregulation oder die
Modulation der Funktion von FasR vor FasL-vermittelter Apoptose durch aktivierte
Lymphozyten schitzen und dadurch der gegen sie gerichteten zellularen
Immunabwehr entgehen kénnen [24,83].

Die Expression von FasL wird als eine weitere Uberlebensstrategie von Tumorzellen
angesehen [91]. Umfangreiche Studien belegen die zentrale Rolle des FasL flr die

spezifische zellulare Immunabwehr: Der FasL schafft immun-privilegierte Bedingungen
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in der Augenkammer [25] und im Hodengewebe [5], wirkt mit bei der Regulation und
Beendigung von Immunreaktionen [1] und hat EinfluR auf die Transplantatabstof3ung
[25]. Die wohl wichtigste Funktion des FasL liegt aber in der Induktion von Apoptose
bei FasR-exprimierenden Zielzellen durch Effektorzellen (aktivierte Lymphozyten, u.a.)
des Immunsystems. Untersuchungen zur FasL-Expression zeigen, daf3 durch die
FasL-Expression von nicht-lymphoiden Geweben weitreichende immunsuppressive
Effekte erzielt werden kénnen, da sowohl aktivierte T-Lymphozyten [1], B-Lymphozyten
[85], Naturliche Killerzellen, wie auch neutrophile Zellen und Monozyten [7] sensitiv
gegenuber FasL-vermittelter Apoptose sind. Ergebnisse onkologischer Studien weisen
die Expression von FasL auf verschiedenen humanen Tumorentititen, wie z.B. dem
Malignen Melanom [26], Hepatozelluldren Karzinom [72], Astrozytom [62],
Bronchialkarzinom [51], Kolonkarzinom [53] und auf Lebermetastasen kolorektaler
Adenokarzinome [68] nach. In vitro Experimente mit Zellkulturen belegten die Funktion
des von malignen Tumoren exprimierten FasL.: Isolierte FasL-positive Tumorzellen sind
in der Lage bei ko-kultivierten Jurkat-Zellen (Jurkat-Zellen: lymphozytare FasR-positive
Zellinie mit hohe Sensibilitdt gegentber FasL-vermittelter Apoptose [53]) Apoptose zu
induzieren. Durch weiterfUhrende Studien an Mausen kann direkt gezeigt werden, daf3
Tumoren ihre Progression durch die Expression von FasL positiv beeinflussen kénnen
[26]. Wahrend es bei gesunden Mausen durch die Injektion von FasL-positiven
Melanomzellen zur schnellen Genese multipler Tumoren kommt, entwickeln Ipr-Mause,
denen aufgrund eines genetischen Defekts ein funktionsfahiges Fas-System fehlt, nur
sehr zdgerlich Melanome. Man versucht sich dies dadurch zu erklaren, dal die
Lymphozyten der Ipr-Mause keinen FasR exprimieren und dadurch eine gewisse
Resistenz gegenuber FasL-vermittelter Apoptose aufweisen. Die Immunitat der
Lymphozyten gegeniiber dem von den Melanomzellen exprimierten FasL verhindert
die Induktion von Apoptose unter den Tumor-infiltrienden-Lymphozyten (TILSs),
wodurch diese ihre anti-tumorale Funktion weiter wahrnehmen und die
Tumorprogression effizienter kontrollieren kdénnen. Aktuelle Studien belegen, dald
Zellen maligner Tumoren durch die Expression von FasL in der Lage sind, direkt
Apoptose bei FasR-positiven Zellen gesunder Organe und den TILs zu induzieren, und
dadurch eine wirksame Unterdriickung der lokalen Immunabwehr hervorrufen [3,93].
Man nimmt an, dal} darin die zentrale Bedeutung einer FasL-Expression auf Tumoren
liegt, da Tumorzellen beim Uberleben im Organismus vielfaltigen Attacken durch das
Immunsystem ausgesetzt sind und daher eine ausgepragte Sensibilitat gegentber den
verschiedenen zytotoxischen Abwehrmechanismen besitzen [60]. Die Expression eines
Molekiils, das die anti-tumorale Immunabwehr unterdrickt, wirde somit protektiv

wirken und Vorteile fur die Progression und Proliferation des Tumors bieten. Bei dem
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FasL handelt es sich um eine solches Molekul. Als Mediator einer gewissen
Immuntoleranz scheint der FasL damit der Lage zu sein, immun-priviligierte

Bedingungen fur Gewebe, also wahrscheinlich auch fir maligne Tumoren, zu schaffen

[7].

In der vorliegenden Studie haben wir die Expression von FasR und FasL
immunhistochemisch bei 77 primaren Lebermetastasen und 11
Lebermetastasenrezidiven kolorektaler Karzinome untersucht. Hierbei liel3 sich die
Downregulation des FasR bei 81,9% der untersuchten kolorektalen Lebermetastasen
und 81,8% der Lebermetastasenrezidive nachweisen. Nur 5,6% der Lebermetastasen
wiesen eine normale FasR-Expression auf, wahrend kein Lebermetastasenrezidiv
FasR-positiv war. Hingegen konnte eine hohe Pravalenz der FaslL-Expression auf
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome nachgewiesen werden. Es zeigten insgesamt
63,8% der untersuchten primaren Lebermetastasen und 54,6% der
Lebermetastasenrezidive eine deutliche Expression von FasL. Andere Gruppen, die
sich mit der Expression von FasR und FasL auf kolorektalen Tumoren und kolorektalen
Lebermetastasen beschéaftigt haben, kommen zu ahnlichen Ergebnissen. In einer
umfangreichen Untersuchung von Moller et al. [45] lieR® sich bei allen Praparaten von
gesunder Kolonschleimhaut eine FasR-Expression nachweisen, wahrend nur 12,8%
der Kolonkarzinome (n= 258) eine normale FasR-Expression aufwiesen. In 39,1%
Fallen war die Expression des FasR auf Kolonkarzinomen deutlich reduziert und in
48,1% der Falle ganz aufgehoben. Von den untersuchten Lebermetastasen (n= 10)
waren 80% komplett FasR-negativ, wahrend je 10% eine schwache, bzw. normale
Expression des FasR zeigten. Moller et al. vermuten, dal} die physiologische FasR-
Expression auf gesunder Kolonschleimhaut wahrend der neoplastischen
Transformation der Zellen dauerhaft verlorengeht und somit auch hepatisch
disseminierte Tumorzellen keinen FasR mehr exprimieren. Zu anderen Ergebnissen
gelangten O’Connell et al. [52], die Expression von FasR und dariber hinaus auch die
Expression von FasL auf kolorektalen Karzinomen (n= 31) untersucht haben. Sie
fanden bei allen Kolonkarzinomen sowohl FasR-positive Regionen als auch Bereiche
mit deutlicher FasL-Expression, wahrend ebenfalls untersuchte gesunde Kolonmukosa
FasL-negativ war. Die Autoren gehen davon aus, dal® es analog der FasR-
Downregulation wahrend der neoplastischen Zelltransformation zur Upregulation von
FasL kommt. O'Connell et al. untersuchten in einer friiheren Studie an Zellinien
kolorektaler Karzinome (SW 620-Zellen) die Funktion von FasR und FasL [53]. Dabei
zeigte sich, dal} es sich bei dem von den Karzinomzellen exprimierten FasL um ein voll

funktionsfahiges Molekll handelt: In einem Ko-Kultivierungsexperiment mit SW 620-
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Zellen und Jurkat-Zellen konnte durch quantitative Messung der apoptose-spezifischen
DNA-Fragmente ein hoher Apoptose-Index bei den Jurkat-Zellen nachgewiesen
werden. Um sicherzugehen, dal} es sich tatsachlich um FasL-vermittelte Apoptose
handelt, wurden die Jurkat-Zellen in einem Kontrollversuch mit einem FasR-
spezifischen antikérperahnlichen Oligopeptid behandelt, welches den FasR blockiert,
ohne eine eigene intrinsische Aktivitat zu entfalten. Wie erwartet zeigte sich, dal} diese
Jurkat-Zellen deutlich geringere Apoptoseraten nach Kultivierung mit SW620-Zellen
aufwiesen. In einem anderen Versuch konnte gezeigt werden, dal} die FasR-positiven
SW 620-Zellen resistent gegenuber FaslL-vermittelter Apoptose sind: Die Inkubation
der SW620-Zellen mit einem agonistischen (Apoptose-auslésenden) anti-FasR
Antikérper CH11 hatte keine erhdhten Apoptoseraten bei den Karzinomzellen zur
Folge. O’Connell et al. schlieBen aus ihren Untersuchungen, dal} eine Art
,counterattack-model“ auch fir kolorektale Karzinome existiert, da Zellen kolorektaler
Karzinome trotz einer FasR-Expression resistent gegeniber FaslL-vermittelter
Apoptose sind und dadurch in der Lage sein miften, sich dem Zugriff durch aktivierte
Lymphozyten zu entziehen. Diese Hypothese stutzen Untersuchungen bei anderen
Karzinomentitaten, wie z.B. dem Osophaguskarzinom [6], Magenkarzinom [7] oder
Pankreaskarzinom [83]. Weiterhin wird im allgemeinen angenommen, dal® Tumoren
durch die Expression eines funktionsfahigen FasL ihrerseits in der Lage sind, direkt
Apoptose bei FasR-positiven Effektorzellen des Immunsystems (aktivierte
Lymphozyten, u.a.) zu induzieren, und sich dadurch immun-priviligierte Bedingungen
schaffen [52,53]. Eine aktuelle Studie von Favre-Felix et al. steht jedoch im
Widerspruch zu dieser Hypothese [17]. Bei in vitro Untersuchungen mit verschiedenen
Zellinien von Kolonkarzinomen (SW 480, SW 620, HT 29, Caco-2, HCT116, HCT15
und HCT8) und FasR-positiven Zielzellen (Jurkat-Zellen und lymphoide L1210-Zellen)
konnte bei Ko-Kultivierung keine signifikant erhdhte Apoptoserate unter den Zielzellen
detektiert werden. Ebenso war es zwar moglich, FasL-mRNA aus Karzinomzell-
Extrakten zu isolieren, aber nicht immunhistochemisch die FasL-Expression auf
Tumorzellen nachzuweisen. Favre-Felix et al. vermuten einen anderen Mechanismus
als das ,counterattack-model“, der Karzinomen eine gewisse immunologische
Immunitat verleiht. So ware es denkbar, dal3 es durch den vom Tumor ausgehenden
permanenten Entziindungs- und Aktivierungsreiz zum ,autokrinen Selbstmord® unter
FasR/FasL-koexprimierenden Lymphozyten kommt, die um den Tumor herum

kumulieren [15,17].

Uber die Expression von FasR und FasL bei kolorektalen Lebermetastasen und den

EinfluR auf den weiteren Verlauf der Tumorerkrankung ist bisher wenig bekannt.
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Shiraki et al. [68] haben die Expression von FasR und FasL bei 4 Lebermetastasen
untersucht. Sie konnten auf den kolorektalen Lebermetastasen keine FasR-Expression
nachweisen, wahrend der FasL auf allen untersuchten Lebermetastasen nachweisbar
war. Analog zu den Ergebnissen von O’Connell et al. [53] belegten in vitro
Experimente mit Zellininen die Funktionsfahigkeit des von Kolonkarzinomzellen
exprimierten FasL. Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen Shiraki et al.
annehmen, daf® disseminierte Tumorzellen kolorektaler Karzinome durch die
Expression eines funktionsfahigen FasL zum einen in der Lage sind, TlLs zu
eliminieren (,counterattack-model“) und zum anderen direkt Apoptose bei gesunden
FasR-positiven Hepatozyten zu induzieren. Yoong et al. [91] gehen in einer aktuellen
Studie noch weiter. Sie haben Lebermetastasen kolorektaler Karzinome (n= 15), an die
Metastasen angrenzende Hepatozyten und TILs immunhistochemisch auf die
FasR/FasL-Expression hin untersucht. Der FasR konnte sowohl auf den Hepatozyten
und den TILs als auch auf den Zellen der Lebermetastasen nachgewiesen werden.
Dabei fiel zum einen auf, da® die FasR-Expression bei den Hepatozyten im direkten
Tumorrandbereich am starksten ausgepragt war und zur Peripherie eher schwacher
wurde. Zum anderen war die FasR-Expression bei den Tumorzellen auf die luminale
(apikale) Seite der Zellmembran polarisiert. Die Expression von FasL konnte auf allen
Tumorzellen und bei Uber 85% der TILs nachgewiesen werden, wahrend die
Hepatozyten ausnahmslos FaslL-negativ waren. Des weiteren wurde der Bereich
zwischen Tumor und angrenzendem Lebergewebe auf Apoptosen hin untersucht. Es
fanden sich besonders viele apoptotische Hepatozyten am direkten Invasionsrand des
Tumors, wahrend nur wenige Tumorzellen selbst Apoptosen zeigten. Durch
anschlielende in vitro Experimente mit Zellinien isolierter Hepatozyten, TILs und
Karzinomzellen konnten verschiedene Interaktionen demonstriert werden. Zum einen
scheint der von den Hepatozyten exprimierte FasR funktional zu sein: Nach Inkubation
kultivierter Hepatozyten mit einem agonistischen anti-FasR Antikérper kam es zur
Apoptose bei einem Groldteil der Hepatozyten. Zum anderen sind sowohl TILs als auch
SW 620-Zellen in der Lage, Apoptose bei Hepatozyten induzierten: Durch Ko-
Kultivierung von TILs und Hepatozyten kam es bei der Halfte der Hepatozyten, in Ko-
Kultur von SW 620-Zellen und Hepatozyten bei etwa einem Viertel der Hepatozyten zur
Apoptose. Diese Ergebnisse sind kongruent mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.
Yoong et al. schlielen aus ihren Beobachtungen, dall die zellulare Lokalisation des
FasR von besonderer Bedeutung fiir seine Funktion ist. Sie nehmen an, dafl} der FasR
bei Tumorzellen an der luminalen Seite der Zellmembran exprimiert wird, wo er
unerreichbar fur die TILs ist. Damit ware die zellulare anti-tumorale Immunantwort

wirkungslos und die Effektorzellen des Immunsystems wirden um den Tumor herum
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akkumulieren. Da den TILs keine FasR-exprimierenden Tumorzellen als Zielzellen zur
Verfligung stehen, ware es weiterfiihrend denkbar, dal® sie bei den angrenzenden
gesunden Hepatozyten Apoptose induzieren. Auf diesem Wege wirden die
Tumorzellen die gegen sie gerichtete Immunaktion dazu nutzen, in das umliegende
gesunde Lebergewebe zu invadieren [91]. Durch einen dhnlichen Mechanismus erklart
man sich die Destruktion von gesunden Hepatozyten im Verlauf einer durch Alkohol
induzierten Hepatitis [21]. Des weiteren nehmen die Autoren wie auch Shiraki et al. an,
dall in die Leber disseminierte FasL-positive Tumorzellen in der Lage sind, direkt
Apoptose bei den Fas-sensitiven Hepatozyten zu induzieren [91]. Zusammenfassend
&Rkt sich vermuten, daR ahnlich wie beim Hepatozellularen Karzinom [72] ein
,counterattack—model* fur Lebermetastasen kolorektaler Karzinome zu existieren
scheint [55,68,72].

Die ausgefiihrten Beobachtungen legen nahe, dal} all diese verschiedene Strategien,
die zur Modulation der Expression von FasR und/oder FasL fiihren, den disseminierten
Tumorzellen kolorektaler Karzinome erleichterte Bedingungen fir die Kolonisation und
anschlieBende Progression in der Leber verschaffen. Durch die verschiedenen
Mdoglichkeiten der FasR-Inaktivierung entziehen sie sich dem direkten Zugriff durch die
Effektorzellen des Immunsystems (,escape from immune surveillance®) und durch die
Expression eines funktionsfahigen FasL scheinen sie einerseits in der Lage zu sein,
aktivierte Lymphozyten zu eliminieren (,counterattack-model“) und andererseits eine

Destruktion von gesundem Lebergewebe zu induzieren [68,72,83] (s. Abb.12).

Wenngleich die Modulation des Fas-Systems auf malignen Tumoren Gegenstand
umfangreicher onkologischer Studien war, ist nach wie vor nicht geklart, welchen
Einfluld die Downregulation des FasR oder die Expression des FasL auf den klinischen
Verlauf der Tumorerkrankung hat. Shibakita et al. [67] haben die prognostische
Relevanz der FasR/FasL-Expression beim Osophaguskarzinom untersucht. Sie fanden
heraus, dal® die Downregulation des FasR mit einer schlechteren Prognose der
Patienten korrelierte, wahrend die Expression von FasL keinen Einflull auf den
klinischen Verlauf der Tumorerkrankung zeigte. Obwohl sich aus den
laborexperimentellen Studien vielfaltige Hinweise darauf ergeben, dal die Modulation
des Fas-Systems bei malignen Neoplasien Einfluf3 auf die Tumorprogression zu haben
scheint, konnten in der vorliegenden Studie keine signifikanten Zusammenhange
zwischen der Expression von FasR und/oder FasL und der Rezidiv- oder Sterberate
nachgewiesen werden. Jedoch fiel auf, dall innerhalb des postoperativen

Beobachtungszeitraums tendenziell mehr Patienten mit einer FasR-Downregulation als
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Patienten mit vorhandener FasR-Expression an den Folgen ihres Tumorleidens
verstarben (45,2% vs. 27,3%). Ebenso entwickelten Patienten mit FasL-positiven
Lebermetastasen in Vergleich zu Patienten ohne FasL-Expression haufiger Rezidive
(48,6% vs. 40%) und verstarben haufiger und friiher (45,7% vs. 33,4%). Des weiteren
fiel beim Vergleich der Koexpressionsmuster von FasR/FasL auf, dal® 50% der
primaren Lebermetastasen und 454% der Lebermetastasenrezidive eine
Downregulation des FasR bei gleichzeitiger Expression des FasL aufwiesen. Obwohl
es bei Patienten mit einem solchen Expressionsmuster im Vergleich relativ selten zur
Entwicklung von Rezidiven kam, verstarben von ihnen mehr Patienten (48,1%)
wahrend des Nachbeobachtungszeitraums als Patienten mit einer FasR/FasL-
Koexpression (37,5%), Patienten ohne FasR/FasL-Expression (41,7%) oder Patienten
mit ausschlieRlicher FasR-Expression (0%). Moglicherweise ist die relativ kurze
Beobachtungszeit (Median= 16 Monate) unserer Studie ein Grund daflir, dal® aus
diesen Tendenzen keine signifikanten Zusammenhange zwischen der FasR- und
FasL-Expression und dem klinischen Verlauf der Patienten sichtbar wurden. Es ist
denkbar, dal die Expression der beiden Molekule in einem fortgeschrittenen Stadium,
wie es die Lebermetastasierung darstellt, gar keine entscheidende Rolle mehr fir den
klinischen Verlauf spielt, da es im Verlauf der Tumorprogression vom Primartumor ber
die metastasierungsfahige Tumorzelle zur manifesten Metastase zu einer
zunehmenden genetischen Instabilitdt mit Akkumulation vielfaltiger Gendefekte kommt,
wobei die Modulation des Fas-Systems nur eine Veranderung unter vielen darstellt. Da
bei einem Grofteil der Patienten bei Diagnose hepatischer Makrometastasen eine
bereits generalisierte Tumorerkrankung wahrscheinlich ist, scheint eine Untersuchung
der FasR/FasL-Expression im Hinblick auf den postoperativen klinischen Verlauf daher
nur bei einer speziellen Subgruppe von Patienten mit kleinen Solitdirmetastasen

sinnvoll.
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Abb. 18 Modulation des Fas-Systems durch Tumorzellen [68]
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der Oberflachenrezeptor Fas(APO-1/CD95)-Rezeptor vermittelt nach Interaktion mit
seinem Liganden (FasL) den apoptotischen Zelltod in einer Reihe von physiologischen
und pathologischen Prozessen [49]. Neben Zellen des Immunsystems wird der FasR
normalerweise von einer Vielzahl adulter Normalgewebe exprimiert [33,59,87],
wahrend der FasL vornehmlich von Zellen des Immunsystems und immunprivilegierten
Geweben exprimiert wird [1,73,78]. Es gibt vielfaltige Hinweise darauf, da® Tumoren in
der Lage sind, sich durch die Modulation der Expression von FasR und/oder FasL
Vorteile in der Auseinandersetzung mit dem Immunsystem zu verschaffen. Durch die
Downregulation des FasR kdnnten sich Zellen kolorektaler Karzinome der endogenen
Immunabwehr entziehen (,escape from immune surveillance®, [83]) oder Uber die Neo-
Expression eines funktionsfahigen FasL ihrerseits Apoptose bei aktivierten
Lymphozyten (,counterattack-model“, [53]) und angrenzenden Fas-sensitiven
Hepatozyten [68] induzieren. In dieser Untersuchung wurde die Expression der beiden
Molekiile mittels immunhistochemischer Farbetechniken auf 72 primaren
Lebermetastasen und 11 Lebermetastasenrezidiven Kkolorektaler Karzinome
untersucht. Es konnte eine Downregulation des FasR auf 81,9% der primaren
Lebermetastasen und 81,8% der Lebermetastasenrezidive nachgewiesen werden. Der
FasL wurde hingegen von 63,9% der Lebermetastasen und 54,6% der
Lebermetastasenrezidive exprimiert. Insgesamt war auf 50% der untersuchten
Gewebsschnitte eine Downregulation des FasR bei gleichzeitiger Expression des FasL
nachzuweisen. Durch Korrelation der Nachuntersuchungsdaten mit den Ergebnissen
der Immunhistochemie konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhange
hinsichtlich einer prognostischen Bedeutung des Expressionsmusters von FasR und
FasL nachgewiesen werden. Es fiel jedoch auf, dal® Patienten mit FasR-
Downregulation postoperativ tendenziell friher und haufiger verstarben als Patienten
mit normaler FasR-Expression (45,2% vs. 27,3%, p= 0,6946). Zum anderen
entwickelten Patienten mit FaslL-positiven Lebermetastasen in Vergleich zu Patienten
ohne FasL-Expression mehr Rezidive (48,6% vs. 40%, p= 0,9811) und verstarben
frGher und haufiger (45,7% vs. 33,4%, p= 0,9151). Die Ergebnisse dieser Studie
belegen, dal® die Modulation der FasR/FaslL-Expression ein haufiges Ereignis bei
Lebermetastasen kolorektaler Tumoren ist. Obwohl diese Veranderungen als wichtige
Mechanismen flir die Tumorprogression angesehen werden [91], konnte in dieser
Studie kein statistisch relevanter Einflu} einer modulierten FasR/FasL-Expression auf

die Prognose der Patienten nachgewiesen werden.
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