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2 Fragestellung und Zielsetzung

Das kolorektale Karzinom ist in Deutschland bei Mannern die dritthaufigste und bei
Frauen die zweithaufigste Tumorerkrankung (Robert Koch-Institut 2019). Das
Kolonkarzinom wird am haufigsten im Stadium Il diagnostiziert und hat in diesem
Stadium eine heterogene Prognose (O'Connell et al. 2004; Labianca et al. 2013).

Die TNM-Klassifikation hat bei der Prognoseabschatzung des Kolonkarzinoms
nach wie vor eine Schlusselrolle. Erganzend werden klinisch-pathologische und
molekulare Faktoren hinzugezogen, die Tumoren mit einem erhéhten Rezidivrisiko
und einer schlechten Prognose identifizieren sollen.

Trotz aller BemUhungen um eine genaue Klassifikation ist beim Kolonkarzinom im
Stadium |l die Prognose nicht adaquat einzuschatzen und es fehlt ein
Uberzeugend wirksames adjuvantes Therapiekonzept.

Aufgrund dieser Problematik ist es Gegenstand der aktuellen Forschung, die
bisherige Klassifikation zu erganzen, zu untergliedern und neu zu strukturieren.
Eine zentrale Rolle bei den Bemuhungen, die Prognose von Kolonkarzinomen im
Stadium Il zu verbessern, spielen molekulare Marker. Zu diesen molekularen
Markern gehoéren der Caudaltype-Homebox-Transcription-Factor 2 (CDX2) und
der Mikrosatelliteninstabiltiat/Mismatch-Repair-Status (MSI/MMR-Status).

Die immunhistochemische Untersuchung des CDX2-Status beim Kolonkarzinom
im Stadium Il wurde in den letzten Jahren in mehreren Studien vorgelegt. Ein
negativer CDX2-Status gilt beim Kolonkarzinom in diesem Stadium als
vielversprechender Marker flr eine schlechte Prognose (Dalerba et al. 2016).

Der MSI/MMR-Status wurde bezuglich seiner prognostischen Wertigkeit
umfangreich untersucht. Beim Kolonkarzinom im Stadium Il geht der
MSI-H/MMRD-Status mit einer besseren Prognose einher, auch wenn die
Studienlage diesbezuglich noch sehr heterogen ist (Gkekas et al. 2017).

Hieraus ergab sich fur die vorgelegte Arbeit die Frage, ob sich mit der
Bestimmung des CDX2-Status, unter Berticksichtigung des MSI/MMR-Status, eine
genauere Prognoseabschatzung erreichen lasst.

Folgende Hypothese wurde aus oben beschriebener Problematik aufgestellt:

,Ein negativer CDX2-Status ist beim Kolonkarzinom im Stadium Il ein molekularer
Marker fir eine schlechte Prognose. Das parallele Vorliegen eines negativen
CDX2- und Mikrosatelliten-Stabil/Mismatch-Repair-Proficient - (MSS/MMRP) -
Status kann eine schlechte Prognose beim Kolonkarzinom im Stadium Il noch
besser antizipieren.”



3 Einleitung

3.1 Das Kolonkarzinom

Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom zahlt zu den drei haufigsten Tumorleiden tGberhaupt. In
der globalen Krebsstatistik liegt das kolorektale Karzinom mit einer geschatzten
Inzidenz vom 1.096.601 Neuerkrankungen und 551.269 Todesfallen pro Jahr auf
Platz vier hinter dem Bronchial-, Mamma- und Prostatakarzinom (Bray et al.
2018).

Das kolorektale Karzinom ist in Deutschland bei Mannern die dritthaufigste und bei
Frauen die zweithaufigste Krebserkrankung (Deutsches Krebsforschungszentrum
2020). Nach Daten des Robert Koch-Institutes (RKI) erkrankten im Jahr 2016 in
Deutschland etwa 32.300 Manner und 25.990 Frauen am kolorektalen Karzinom
(Robert Koch-Institut 2019).

Die Inzidenz des kolorektalen Karzinom variiert geographisch erheblich. Etwa 55
% der kolorektalen Karzinome treten in westlichen Industriestaaten, d.h. in
Europa, Nordamerika, Australien und Neuseeland auf. Im internationalen
Vergleich lag Deutschland im Jahr 2012 in Bezug auf die altersstandardisierte
Neuerkrankungsrate auf dem siebten Platz bei Mannern bzw. achten Platz bei
Frauen (Ferlay et al. 2013). Das Lebenszeitrisiko an einem kolorektalen Karzinom
zu erkranken liegt in Deutschland bei 5-6 % (Messmann 2021).

Die Anzahl der Neuerkrankungen verzeichnete bei Mannern und Frauen ab 55
Jahren zwischen 2003 und 2013 einen Ruckgang um 16 %. Dies ist unter
anderem auf die 2002 eingefuhrte Koloskopie im Rahmen der gesetzlichen
Krebsfriherkennung zurtckzufihren, welche fur alle Personen ab 55 Jahren
angeboten wird (Robert Koch-Institut 2016). Zusatzlich hat sich die Prognose
durch ein interdisziplinares Management, sowie eine verbesserte Diagnostik und
Therapie schrittweise verbessert (Heerva et al. 2018; Bockelman et al. 2015).

Mit zunehmendem Lebensalter nimmt das Erkrankungsrisiko stetig zu. Nach dem
50. Lebensjahr kommt es zu einem sprunghaften Anstieg der Inzidenz des
kolorektalen Karzinoms. Der Grof3teil (ca. 90 %) der sporadischen kolorektalen
Karzinome manifestiert sich nach dem 55. Lebensjahr. Bei Mannern lag das
mittlere Erkrankungsalter im Jahr 2016 bei 72 und bei Frauen bei 76 Jahren
(Robert Koch-Institut 2019).

Kolorektale Karzinome treten am haufigsten sporadisch auf. Entscheidende
Risikofaktoren fur die Entstehung kolorektaler Karzinome sind, neben dem hohen
Alter, ein erhohter Korperfettanteil, bestimmte Nahrungsmittel wie tierische Fette
und ,rotes” Fleisch sowie der Konsum von Tabak (Mayer et al. 2020). Als
protektive Faktoren gelten eine ballaststoffreiche Ernahrung, Milchprodukte,
korperliche Aktivitat, eine langfristige Einnahme von nichtsteroidalen



Antirheumatika (NSAR) und eine Hormonersatztherapie bei Frauen (Nagtegaal
2019).

Bei der Entstehung kolorektaler Karzinome spielen zudem eine erbliche
Pradisposition und spezifische Syndrome eine Rolle. Bei 25 % der Patienten liegt
eine positive Familienanamnese vor. Verwandte ersten Grades haben ein 2- bis 3-
fach erhdhtes Risiko, ihrerseits an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken (S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom). Genetisch klar definierte Syndrome sind bei etwa
3-5 % der kolorektalen Karzinome ursachlich. Diese Syndrome konnen in zwei
Hauptgruppen eingeteilt werden. Das heriditare-nicht-polypése Tumorsyndrom
(Lynch-Syndrom) ist deutlich haufiger und ist mit einem 10-15 Jahre friheren
Auftreten kolorektaler Karzinome verbunden. Die etwa zehn, im wesentlichen
autosomal-dominant vererbten, hereditaren Polyposissyndrome sind deutlich
seltener (Zagrapan und Offner 2020).

Zudem ist bei Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (Crohn-
Colitis, Colitis ulcerosa) das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken
mit zunehmender Dauer und Ausdehnung der Grunderkrankung erhoht (Aust et al.
2013). Nach 25 Erkrankungsjahren entsteht bei 8-30 % der Patienten mit einer
chronisch-entzundlichen Darmerkrankung ein kolorektales Karzinom (Mayer et al.
2020).

Die Pathogenese kolorektaler Karzinome ist komplex. Vereinfachend kénnen drei
Modelle der Pathogenese voneinander abgegrenzt werden, die fur den Grolteil
der kolorektalen Karzinome verantwortlich sind. Am haufigsten entwickeln sich
sporadische kolorektale Karzinome durch genetische Alterationen Uber die
,<Adenom-Karzinom-Sequenz®. Dies wird als ,Chromosomal-Instability-Pathway*
bezeichnet. Das konventionelle Adenom des Kolons ist die klassische
Vorlauferlasion (Guinney et al. 2015). Weitere 15-20 % aller kolorektalen
Karzinome entstehen im Rahmen epigenetischer Prozesse. Durch die
zunehmende Methylierung der DNA kommt es zu einem konsekutiven
Funktionsverlust wichtiger DNA-Reparaturgene bzw. Tumorsuppressorgene.
Hierbei wird gehauft eine epigenetische Inaktivierung des MLH1-Gens beobachtet.
Als Vorlaufer bei diesem Pathogeneseweg treten sessile serratierte Lasionen
(SSL) auf (Zagrapan und Offner 2020; Nagtegaal 2019). Zusatzlich entstehen 2-3
% der kolorektalen Karzinome auf dem Boden einer Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI). Grundlage dieses Tumorgeneseweges sind Keimbahnmutationen des
MSI/MMR-Systems (Zagrapan und Offner 2020).

Histopathologisch liegen in 80-85 % der Falle klassische Adenokarzinome im
Differenzierungsgrad I-Ill vor. In Abbildung 1 ist ein klassisches Adenokarzinom im
Differenzierungsgrad G2 dargestellt. Das muzinése Adenokarzinom ist mit ca. 15-
20 % die haufigste Variante des Adenokarzinoms. Auf weitere seltene
histopathologische Varianten, die nach der WHO-KIlassifikation eingeteilt werden,
soll hier nicht naher eingegangen werden (Aust et al. 2013; Nagtegaal 2019).



Abbildung 1: HE-Préparat mit Darstellung des Kolonkarzinom im oberen Bildabschnitt. Differenzierungsgrad
G2. Im unteren Bildabschnitt ist ein Abschnitt normaler Kolonschleimhaut abgebildet. 50-fache Vergréerung.
(Quelle: Prof. Dr. Giinther, Pathologie MVZ Lademannbogen).

Kolonkarzinome werden nach dem internationalen Dokumentationssystem von
Rektumkarzinomen abgegrenzt. Tumoren, deren aboraler Rand bei der Messung
mit dem starren Rektoskop 16 cm oder mehr von der Anokutanlinie entfernt sind
gelten als Kolonkarzinome (Sgreide et al. 1997; Fielding et al. 1991).

3.2 Das Kolonkarzinom im Stadium Il

Das Kolonkarzinom wird in etwa 31 % der Falle im UICC - (Union Internationale
Contre Le Cancer) - Stadium Il diagnostiziert und stellt damit das haufigste
Krankheitsstadium bei Diagnosestellung dar (Mayer et al. 2020).

Das Stadium Il gilt als Frihstadium der Erkrankung und entspricht dem TNM-
Stadium T3 oder T4 a/b, NO, MO. Es liegt somit eine lokal begrenzte
Krankheitsausdehnung ohne Lymphknoten- oder Fernmetastasierung vor. Die
TNM-Klassifikation des Kolonkarzinoms ist in Tabelle 1 dargestellt und die
Abbildung 2 zeigt ein Kolonkarzinom im T3-Stadium.



Tabelle 1: TNM-Klassifikation Kolonkarzinom (Wittekind 2017).

T Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria

T1 Tumor infiltriert die Submukosa

T2 Tumor infiltiert die Muscularis propria

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

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen
und/oder perforiert das viszerale Peritoneum

T4a Tumor perforiert das viszerale Peritoneum

T4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

N Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N1a Metastase in 1 regionaren Lymphknoten

N1b Metastasen in 2 bis 3 regionaren Lymphknoten

N1c Tumorknétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der
Subserosa oder im nichtperitonealisierten
perikolischen/perirektalen Fettgewebe ohne regionare
Lymphknotenmetastasen

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4 bis 6 regionaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M Metastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

M1a Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge,
Ovar, nichtregionare Lymphknoten), ohne
Peritonealmetastasen

M1b Metastasen in mehr als einem Organ

M1c Metastasen im Peritoneum mit/ohne Metastasen in

anderen Organen




Abbildung 2: Makroskopische Darstellung eines Kolonkarzinoms. Das Ausmal3 der Infiltration entspricht hier
einem T3-Stadium (Quelle: Prof. Dr. Giinther, Pathologie MVZ Lademannbogen).

Seit der 7. Auflage des UICC-Stagingsystems (2010) werden beim Kolonkarzinom
im Stadium Il drei Substadien, IIA (T3NO), IIB (T4aNO) und IIC (T4bNO),
unterschieden. Derzeit erfolgt die Einteilung nach der 8. Auflage des UICC-
Stagingsystems. Fir das Kolonkarzinom im Stadium |l ergab sich dabei keine
Veranderung gegenuber der Vorauflage (Wittekind 2017). Therapeutisch hat die
Unterteilung in das Stadium IIB oder |IC keine Relevanz, da sich die aktuellen
deutschen Empfehlungen in Bezug auf das Stadium IIB und IIC nicht
unterscheiden (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom). Die UICC-Stadien sind in
Tabelle 2 dargestellt.



Tabelle 2: Stadieneinteilung Kolonkarzinom nach UICC 8. Auflage (Wittekind 2017).

UICC-Stadium T-Stadium N-Stadium M-Stadium
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1,T2 NO MO
Stadium |l T3, T4 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium lI Jedes T N1, N2 MO
Stadium IIIA T1, T2 N1a MO
T1 N2a MO
Stadium I1IB T1, T2 N2b MO
T2, T3 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Stadium IlIC T3, T4a N2b MO
T4a N2a MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
Stadium IVA Jedes T Jedes N M1a
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1b
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1c

Mehrere Faktoren sind beim Kolonkarzinom im Stadium Il als prognostisch
ungunstig identifiziert worden. Hierzu zahlen T4- und High-Grade-Tumoren sowie
eine Tumorperforation oder eine unter Notfallbedingungen durchgefuhrte
Resektion. Auch Tumoren, bei denen weniger als 12 Lymphknoten
histopathologisch untersucht wurden, haben eine schlechtere Prognose (André et
al. 2009; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom). Allerdings kann trotz der
Identifikation dieser Risikofaktoren die Prognose beim Kolonkarzinom im Stadium
Il nicht prazise vorhergesagt werden (Labianca et al. 2013).

Bei Patienten mit einem Kolonkarzinom im Stadium |l gibt es, im Gegensatz zu
den Stadien | und lll, keinen eindeutigen Behandlungsalgorithmus beztiglich einer
adjuvanten Therapie. Wahrend Patienten durch eine alleinige operative Resektion
im Stadium | adaquat therapiert sind, wird bei Patienten mit einem Kolonkarzinom
im Stadium 1l seit 1990 eine adjuvante Chemotherapie empfohlen (NIH
consensus conference 1990).

Far Tumoren im Stadium Ill konnte in zahlreichen Studien der Nutzen einer
adjuvanten Chemotherapie nachgewiesen werden. Die routinemaRige Gabe einer
adjuvanten Chemotherapie ist in der klinischen Praxis seit vielen Jahren etabliert
(André et al. 2004; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Dies unterscheidet sich von der Situation beim Kolonkarzinom im Stadium II, wo
die Datenlage bezuglich eines Nutzens einer adjuvanten Chemotherapie nicht
eindeutig belegt werden konnte. In einer Vielzahl von Studien konnte kein
signifikanter Uberlebensvorteil durch eine postoperative adjuvante Chemotherapie
gezeigt werden (O'Connor et al. 2011; Benson et al. 2004; Mamounas et al. 1999).
Der Nutzen einer adjuvanten Therapie im UICC Stadium Il kann allerdings nicht
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ganzlich ausgeschlossen werden und liegt bei ca. 3 % im 5-Jahres-
Gesamtuberleben (QUASAR Collaborative 2007). Die Empfehlung der deutschen
Leitlinien lautet deswegen, dass bei Patienten mit einem kurativ resezierten
Kolonkarzinom im Stadium Il eine adjuvante Chemotherapie durchgefuhrt werden
kann (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom). Diese Empfehlung gilt unabhangig
davon, ob Risikofaktoren vorliegen, da auch bei Vorliegen von Risikofaktoren kein
signifikanter Nutzen einer adjuvanten Therapie nachgewiesen werden konnte
(André et al. 2015).

Zusammenfassend ist beim Kolonkarzinom im Stadium |l weder die Prognose
adaquat einzuschatzen, noch ist ein Uberzeugend wirksames adjuvantes
Therapiekonzept vorhanden.

3.3 Prognostische Faktoren beim Kolonkarzinom im Stadium Il

3.3.1 Klinisch-pathologische Faktoren

Das Tumorstaging und damit die Festlegung der anatomischen Ausdehnung
mittels TNM-Klassifikation und die Stadieneinteilung in UICC-Stadien, hat bei der
Prognoseabschatzung und bei der weiteren Therapieentscheidung nach wie vor
eine Schlusselrolle. Es ist das wichtigste Instrument zur Prognoseabschatzung
und entscheidend fur die Festlegung des Therapieprozederes. Das T-Stadium ist
beim Kolonkarzinom im Stadium Il, innerhalb der TNM-Klassifikation, der
entscheidende Faktor, da sich in diesem Stadium definitionsgeman weder eine
Lymphknotenmetastasierung noch eine Fernmetastasierung nachweisen Iasst. Die
Studienlage bezlglich des Einflusses des T-Stadiums auf die Prognose fallt
jedoch nicht eindeutig aus. Mehrere Metaanalysen konnten aber zeigen, dass T4-
Tumoren im Vergleich zu T3-Tumoren eine schlechtere Prognose haben (Gill et al.
2004; Bockelman et al. 2015).

Die Anzahl der histopathologisch untersuchten Lymphknoten gilt beim
Kolonkarzinom als stadienunabhangiger Risikofaktor. Trotz uneinheitlicher
Studienlage hinsichtlich der genauen Anzahl der zu untersuchenden
Lymphknoten, missen flr ein adaquates Staging mindestens 12 Lymphknoten
untersucht werden (Wittekind 2017; Nagtegaal 2019).

Eine unter Notfallbedingungen durchgefuhrte Operation wurde als weiterer
Risikofaktor fur eine schlechte Prognose identifiziert (Jestin et al. 2005; McArdle et
al. 2006). Patienten, die im Rahmen einer Tumorperforation, eines Tumoreinrisses
oder eines lleus operiert wurden, haben ein schlechteres tumorspezifisches
Langzeituberleben als elektiv operierte Patienten (S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom).

Das TNM-Stadium, die Anzahl untersuchter Lymphknoten und eine Operation
unter Notfallbedingungen sollen nach deutschen Leitlinienempfehlungen bei der
Entscheidung zur adjuvanten Therapie berucksichtigt werden. Weitere klinisch-
pathologische Risikofaktoren flr eine schlechte Prognose wurden identifiziert,
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diese sollen allerdings keinen Einfluss auf die Entscheidung zur adjuvanten
Therapie haben (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Die Graduierung gehdrt zu den typischen Merkmalen, die in der
histopathologischen Diagnostik Berlicksichtigung finden. Die Studienlage
bezlglich des prognostischen Wertes des Gradings in Bezug auf das kolorektale
Karzinom ist nicht eindeutig. Grundsatzlich wurde der Differenzierungsgrad als
stadienunabhangiger prognostischer Faktor eingestuft (Compton 1999). Beim
Kolonkarzinom spiegeln die gangigen morphologisch definierten
Graduierungskriterien die Prognose aber nicht korrekt wider. Laut deutscher S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom hat das Grading keinen pauschalen Einfluss auf
die Indikation fUr eine adjuvante Therapie beim Kolonkarzinom im Stadium Il (S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Tabelle 3: Grading kolorektaler Adenokarzinome (Wittekind 2017).

Differenzierungsgrad Glandulare Strukturen (%)
G1 - gut differenziert >95

G2 - mittelhoch differenziert 50-95

G3 — schlecht bzw. gering differenziert | 5-50

G4 - undifferenziert <5

Low grade (G1 und G2) >50

High grade (G3 und G4) <50

Die Invasion von Tumorzellen in Venen oder Lymphgefalien spielt eine wichtige
Rolle im Metastasierungsprozess maligner Tumoren. Auch die perineurale
Invasion (PNI) stellt eine Mdglichkeit zur Metastasierung und lokalen Ausbreitung
des Malignoms dar (Liebig et al. 2009). Der prognostische Wert der Angio- und
Perineuralinvasion beim Kolonkarzinom im Stadium Il konnte wiederholt
nachgewiesen werden (Skancke et al. 2019; Mirkin et al. 2017) Die Bestimmung
der Angioinvasion und PNI als Prognosefaktor leidet aber unter einem hohen Grad
an Subjektivitat und einer fehlenden Standardisierung (van Wyk et al. 2017).

Zudem wird die Tumorlokalisation als moglicher prognostischer Faktor diskutiert.
Die Ergebnisse einiger Studien konnten zeigen, dass die Tumorlokalisation
prognostisch bedeutsam ist. Rechtsseitige Tumoren waren stadientbergreifend
mit einem schlechteren 5-Jahres-Gesamtiuberleben assoziiert (Petrelli et al. 2017).
Insbesondere in den frihen Stadien des Kolonkarzinoms sind die Ergebnisse
bezuglich des prognostischen Wertes der Tumorlokalisation aber widersprichlich
(Hanna und Lenz 2020).

3.3.2 Molekulare Marker

Neben den oben genannten klinisch-pathologischen Risikofaktoren spielen
molekulare Marker bei der Prognoseabschatzung und Pradiktion eine zunehmend
wichtige Rolle. Trotz eines identischen Tumorstadiums und einer oft &hnlichen
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Histologie haben die Tumoren ein unterschiedliches molekulares Profil, welches
die Variation der Prognose und des Therapieansprechens erklaren konnte. Um
eine bessere Prognoseabschatzung, eine zielgerichtete Therapie sowie eine
entsprechende Risikoeinschatzung bezuglich des Karzinomrisikos zu ermdglichen,
kommt der Bestimmung von molekularen Markern eine zunehmend wichtige
Bedeutung zu. Durch eine entsprechende molekularpathologische
Charakterisierung der Erkrankung, kénnte in Zukunft eine differenzierte
prognostischen Einschatzung erfolgen. Zudem kénnte durch die Gewinnung
pradiktiver Informationen in Zukunft eine differenziertere Therapieauswahl
getroffen werden.

Derzeit hat nur der MSI/MRR-Status in Bezug auf das Kolonkarzinom im Stadium
Il eine Bedeutung fur weitere Therapieentscheidungen. Bei Vorliegen eines MSI-
H/MMRD-Status soll beim Kolonkarzinom im Stadium Il von einer adjuvanten
Therapie abgesehen werden (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Weitere molekulare Marker kénnten beim Kolonkarzinom im Stadium Il eine
prognostische Bedeutung haben. Hierzu gehoren der CDX2-Status, die BRAF-und
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene-(KRAS)-Genmutation sowie genetische
Paneluntersuchungen. Diese Faktoren haben aber derzeit keinen Einfluss auf die
Gabe einer adjuvanten Therapie beim Kolonkarzinom im Stadium Il (S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom).

Die BRAF- und KRAS-Gene sind Protoonkogene, welche fiir Proteine codieren,
die in der Signaltransduktionskaskade des Epidermal Growth Faktor Rezeptors
(EGFR) eine wichtige Rolle spielen.

Die Mutation des BRAF-Genes ist beim metastasierten kolorektalen Karzinom ein
wichtiger pradiktiver Faktor, um ein fehlendes Ansprechen auf eine Anti-EGFR-
Therapie mit monoklonalen Antikdrpern vorherzusagen (Pietrantonio et al. 2015).
Zudem spielt die BRAF-Bestimmung bei der Diagnostik des Lynch Syndrom eine
wichtige Rolle (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Auch der KRAS-Mutationsstatus hat aktuell nur beim metastasierten kolorektalen
Karzinom eine Bedeutung. Er soll das Ansprechen auf eine Anti-EGFR-Therapie
bei Patienten mit metastasierten kolorektalen Karzinomen prifen (Benvenuti et al.
2007; Douillard et al. 2013). Insgesamt kommt der BRAF- und der KRAS-Mutation
beim Kolonkarzinom im Stadium Il nach aktuellem Kenntnisstand keine
therapieentscheidende pradiktive oder prognostische Bedeutung zu (S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom).

Eine weitere Moglichkeit der Prognoseabschatzung besteht darin, das genetische
Material kolorektaler Karzinome mit Paneluntersuchungen auf bestimmte
Abweichungen und Muster zu untersuchen. Auf diese Weise kann die Expression
von 7 bis 634 Genen gleichzeitig untersucht werden (Cuyle und Prenen 2017).
Bisher konnten mit den genetischen Paneluntersuchungen retrospektiv
prognostische Gruppen gebildet werden. Trotz vielversprechender Ergebnisse,
wird bisher keines dieser Verfahren fur die Entscheidungsfindung beim
Kolonkarzinom im Stadium |l eingesetzt (Dalerba et al. 2016; Puccini et al. 2017).
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3.4 Caudaltype-Homebox-Transcription-Factor 2 (CDX2)

Wie oben bereits erwahnt, gilt der negative CDX2-Status als moglicher negativer
Prognosefaktor beim Kolonkarzinom im Stadium |II.

CDX2 ist ein Transkriptionsfaktor, der als Regulationsprotein in der embryonalen
Darmentwicklung und Darmdifferenzierung eine zentrale Rolle spielt (Beck und
Stringer 2010). Das codierende CDX2-Gen gehdrt zur Familie der Caudal-
Related-Homebox-Gene (Olsen et al. 2014). Homebox-Gene sind bei malignen
Tumorerkrankungen haufig dereguliert und spielen gleichzeitig eine Rolle als
Onko- und Tumorsuppressorgene (Tomasello et al. 2018).

Im entwickelten Darm spielt CDX2 im Verlauf des Lebens bezuglich der
Organhomoostase eine wichtige Rolle und wirkt zusatzlich einer Karzinogenese
entgegen. Im Rahmen der Karzinogenese kommt es zu Anderungen der
Genexpression und Genaktivitat von CDX2 (Guo et al. 2004). Der Verlust der
CDX2-Expression tragt zur Malignomentstehung bei, indem eine erhohte
Zellmigration und maligne Transformation in Gang gesetzt werden. Zudem hat der
Transkriptionsfaktor CDX2 Einfluss auf wichtige regulatorische Gene, mit
Auswirkungen auf den Zellzyklus, Apoptose und Zelladhasion (Olsen et al. 2014).

Wenn CDX2 in einem Kolonkarzinom ausgefallen ist, geht dies haufig mit
aggressiven Tumoreigenschaften, wie einem schlechten Differenzierungsgrad,
einem fortgeschrittenen Tumorstadium, Invasion von Blutgefalten, BRAF-Mutation
und einem CpG island methylator phenotype (CIMP) einher (Baba et al. 2009;
Olsen et al. 2014; Bae et al. 2015).

Die Bestimmung des CDX2-Status findet seit vielen Jahren vor allem in der
diagnostischen Pathologie Anwendung. Der CDX2-Status wird als molekularer
Marker fur die Identifikation von Gewebe mit kolorektalem Ursprung, u.a. bei der
CUP-Syndrom- (cancer of unknown primary)- Diagnostik verwendet (Tomasello et
al. 2018; Li und Folpe 2004). In mindestens 90 % der Falle zeigt sich bei
Karzinomen mit kolorektalem Ursprung eine positive nukleare Expression von
CDX2 (Barbareschi et al. 2003).

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften wird die Expression von CDX2
aktuell als unabhangiger Prognosefaktor beim kolorektalen Karzinom diskutiert.
Durch eine 2016 veroffentlichte Studie von Dalerba et al. ist der CDX2-Status als
unabhangiger Prognosefaktor in den Fokus der aktuellen Forschung geruckt. In
einer retrospektiven Analyse von zwei unabhangigen Stichproben konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einem negativen CDX2-Status eine deutlich
schlechtere Prognose bezlglich der Endpunkte 5-Jahres-Gesamt- und 5-Jahres-
krankheitsfreies-Uberleben hatten. Zudem konnte erstmalig gezeigt werden, dass
Patienten mit einem negativen CDX2-Status auch im Stadium Il einen groReren
Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie haben (Dalerba et al. 2016).

Die immunhistochemische Untersuchung der CDX2-Expression kdnnte technisch
und wirtschaftlich ein relativ einfaches und kostengunstiges Verfahren darstellen,
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um einen prognostischen Faktor zu untersuchen, welcher beim Kolonkarzinom im
Stadium |l eine schlechtere Prognose anzeigt und zusatzlich zur
Entscheidungsfindung fur eine adjuvante Chemotherapie beitragt. Die Studienlage
ist diesbezuglich allerdings nicht eindeutig, insbesondere wenn zusatzlich der
MSS/MMR-Status Beriucksichtigung findet (Slik et al. 2019; Cecchini et al. 2019;
Hansen et al. 2018).

3.5 Der MSI/MMR-Status

Die Bestimmung des Status der Mikrosatteliteninstabilitat bzw. die
immunhistochemische Bestimmung des Mismatch-Repair-Protein-Status hat in der
Tumorpathologie aktuell ein sehr breites Indikationsspektrum und eine
zunehmende klinisch-therapeutische Relevanz. Dies betrifft v.a. das Kolorektal-,
das Magen- und das Endometriumkarzinom. Seit mehr als zwei Jahrzehnten hat
die Bestimmung vom MSI/MMR-Status beim Screening auf das Lynch-Syndrom
klinische Bedeutung (Dietmaier et al. 2019).

Eine Mikrosatelliteninstabilitat, die auf einen Defekt eines oder mehrerer MMR-
Proteine zurtickzufiihren ist, liegt bei etwa 15 % der kolorektalen Karzinome vor
(Guastadisegni et al. 2010). Zu einem Ausfall der MMR-Proteine kommt es am
haufigsten durch ein epigenetisches ,Silencing’ der MutL-homolog-1 - (MLH1) -
Promotorregion. Dies erfolgt durch eine Hypermethylierung im Bereich des MLH1-
Genes. Die anschlieRende Heterodimerbildung von MLH1 und PMS2
(Postmeiotic-Segregation-Increased 2) fuhrt haufig zu einem kombinierten Ausfall
dieser beiden MMR-Proteine. Punktmutationen im Bereich der MMR-Gene sind
seltener fur einen MSI-H/MMRD-Status verantwortlich (Umar et al. 2004). In ca. 2-
3 % der Falle ist eine Keimbahnmutation im Bereich der MMR-Gene fur das
Vorliegen eines MSI-H/MMRD-Status verantwortlich. Dann liegt ein autosomal
dominant vererbtes Lynch-Syndrom vor (Boland et al. 2008; Zagrapan und Offner
2020).

Das Mismatch-Repair-System besteht aus den vier MMR-Proteinen MLH1, MSH2
(MutS homolog 2), MSH6 (MutS homolog 6) und PMS2. Kommt es zu einem
Defekt der MMR-Proteine resultiert daraus eine Mikrosatelliteninstabilitat.

Mikrosatelliten sind sich wiederholende DNA — (Desoxyribonukleinsaure) -
Sequenzen, welche normalerweise in allen somatischen Zellen konstant sind.
Diese DNA-Sequenzen sind anfallig fur Replikationsfehler. Wenn die MMR-
Proteine ihre regelrechte Funktion einbuf3en, kommt es durch eine um das 10-
100-fach gesteigerte Mutationsrate zu Fehlern bei der DNA-Replikation und es
resultiert eine Mikrosatelliteninstabilitat. Veranderungen der Lange der
Mikrosatelliten fUhren zu Frame-Shift-Mutationen bzw. Punktmutationen und
dadurch zu einer genomischen Instabilitat. Dies wiederum fordert die
Tumorentstehung, das Tumorwachstum und die Tumordissemination (Cancer
Genome Atlas Network 2012).
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Das Vorliegen einer Mikrosatelliteninstabilitat kann indirekt durch die
Immunhistochemie der MMR-Proteine oder direkt mittels Polymerase-Chain-
Reaction (PCR) bzw. Next-Generation-Sequencing untersucht werden. Die
immunhistochemische Diagnostik der MMR-Proteine stellt einen zuverlassigen
(Sensitivitat 92,3 % und Spezifitat 100 %) indirekten Nachweis einer
Mikrosatelliteninstabilitat dar (Parc et al. 2004; Lindor et al. 2002). Wenn die
Expression eines oder mehrere MMR-Proteine mittels Immunhistochemie nicht
nachgewiesen werden kann, wird dies als MSI-H/MMRD-Status bezeichnet.

Der Ausfall der MMR-Proteine wurde bezlglich der prognostischen und
pradiktiven Wertigkeit beim Kolonkarzinom im Stadium Il umfangreich untersucht.
Der positive prognostische Wert des MSI-H/MMRD-Status auf das 5-Jahres-
Gesamtiiberleben und das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben konnte in einer
Vielzahl von Studien nachgewiesen werden (Koenig et al. 2018; Bockelman et al.
2015; Klingbiel et al. 2015; Sargent et al. 2010). Zusatzlich ist der MSI-H/MMRD-
Status ein negativer pradiktiver Marker. Die Gabe einer adjuvanten
Chemotherapie wird bei Vorliegen eines MSI-H/MMRD-Status beim
Kolonkarzinom im Stadium Il nicht empfohlen, da hierdurch keine Verbesserung
des 5-Jahres-Gesamtiberleben nachgewiesen werden konnte (Béckelman et al.
2015; Ribic et al. 2003; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom).

Gegensatzlich hierzu zeigt der MSI-H/MMRD-Status beim metastasierten
Kolonkarzinom (Stadium V) eine schlechte Prognose an (Venderbosch et al.
2014). Zusatzlich profitieren Patienten mit metastasierten Kolonkarzinomen und
einem MSI-H/MMRD-Status von einer Therapie mit dem PD-1-Immunmodulator
Pembrolizumab (André et al. 2020).

Zusammenfassend liegt der MSI-H/MMRD-Status bei etwa 15 % der kolorektalen
Karzinome vor, geht beim Kolonkarzinom im Stadium Il mit einer besseren
Prognose einher und kann mit immunhistochemischen Methoden zuverlassig
nachgewiesen werden.

4 Patienten, Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv

Fir diese Studie wurden fur den Zeitraum von Marz 2007 bis September 2013, an
einem Kolonkarzinom im Stadium I, operierte Patienten aus dem
Diakonieklinikum Hamburg und dem Israelitischen Krankenhaus Hamburg, als
potentielle Studienpatienten, identifiziert. Bei diesen Patienten erfolgte eine kurativ
intendierte operative Entfernung eines Primartumors im Bereich des Kolons. Alle
durch die histopathologische Untersuchung als RO reseziert und als Stadium Il
klassifizierte Patienten wurden in diese Studie eingeschlossen.

Voraussetzung flr den Einschluss in die Studie war eine dreimalig dokumentierte
Nachsorgeuntersuchung. Gleichzeitig war Tod oder Auftreten von einem Rezidiv

ein Einschlusskriterium.
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Ausschlusskriterien waren die Gabe einer adjuvanten Chemotherapie (n=3), die
histopathologische Untersuchung von weniger als 12 Lymphknoten (n =1).
Weiterhin erfolgte der Ausschluss von Patienten, die im Zeitraum von 6 Monaten
nach der Tumoroperation verstorben waren (n=1). Zudem erfolgte der Ausschluss
von 5 weiteren Patienten aufgrund von einer unvollstandigen klinischen oder

pathologischen Datenlage. Die Auswahl des Patientenkollektivs wird in Abbildung
3 dargestellt.

Auswabhl des Patientenkollektiv

Alle von
03/2007 bis 09/2013 operierten
Patienten mit Kolonkarzinom im
Stadium Il (n = 282)

Lost to Follow up und/oder
kein Event (n = 163)

Patienten mit vorhandenen
Nachsorgedaten und/oder Event
(n=124)

Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie (n =3)

Patienten mit < 12
Lymphknoten (n = 1)

< 6 Monate nach Operation
verstorben (n = 1)

Y

_| unvollstandige klinische oder
pathologische Daten (n =5)

In die Analyse eingeschlossene
Patienten
n=114

Abbildung 3: Flussdiagramm zur Darstellung des Auswahlprozesses der Stichprobe von n = 114 Patienten,
die in die Analyse eingeschlossen wurden.

16



Das Patientenkollektiv umfasste nur elektiv geplante Tumorresektionen. Das
vorliegende Patientenkollektiv schlie3t somit keine Falle mit ein, bei denen
Notfalloperationen aufgrund von Tumorperforation oder aufgrund eines lleus
erfolgten. Alle Patienten hatten vor Einschluss in diese Studie der
wissenschaftlichen Untersuchung des Tumorgewebes schriftlich zugestimmt. Es
liegt ein Ethikvotum der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg fir die
Verwendung der klinischen und pathologischen Parameter vor (Studiennummer
PV 5035).

4.2 Untersuchungsmaterial

Zunachst wurde ein geeigneter Tumorabschnitt des jeweiligen Kolonkarzinoms
anhand eines Hamatoxylin-Eosin - (HE) - Schnittes in Zusammenarbeit mit einem
erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. Schréder, Pathologie MVZ Lademannbogen)
identifiziert. Wesentliche Selektionskriterien waren das Vorhandensein von nicht-
tumordser Schleimhaut und von vitalem Tumorgewebe. Zum einen sollte so
gewahrleistet sein, dass das im Tumorrand befindliche vitale Tumorgewebe flr die
Analyse vorhanden ist. Zum anderen stellt das angrenzende Normalgewebe die
interne Positivkontrolle flr die Immunhistochemie dar. In Abbildung 4 wird
exemplarisch ein reprasentatives Tumorpraparat dargestellt.

Abbildung 4: Beispiel fiir ein reprédsentatives Tumorpréparat (HE-Férbung). Neben vitalem Tumorgewebe im
Bereich des Tumorrandes zeigt sich ein Abschnitt mit intakter Schleimhaut. Die unaufféllige Schleimhaut dient
im Rahmen der Auswertung der Immunhistochemie als interne Positivkontrolle. 50-fache Vergréf3erung.
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4.3 Anfertigung und Vorbehandlung der Paraffinschnitte

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um Formalin-fixierte, in Paraffin
eingebettete- (FFPE) -Tumorresektionspraparate aus dem Archiv der Pathologie
MVZ Lademannbogen.

Es erfolgte der Zuschnitt des jeweiligen Paraffinblockes auf 1-4 um Schnitte. Die
Schnitte fur die Immunhistochemie wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete
Haftobjekttrager aufgezogen.

AnschlieRend erfolgte das Paraffinabschmelzen im Schnelltrockner Gber 40
Minuten bei 80°C. Nachfolgend wurde die Entparaffinierung mit Xylol (Einwirkzeit
10 Minuten) und Uberfiihrung in wassriges Milieu durch eine absteigende
Alkoholreihe (100 % - 95 % - 80 %) mit einer Einwirkzeit von jeweils einer Minute
durchgeflhrt.

4.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden unter Verwendung von
Standardverfahren durchgefuhrt. Die immunhistochemische Farbung der MMR-
Proteine und CDX2 erfolgte mit einem vollautomatisiertem Farbesystem (Ventana
BenchMark XT/Roche). Hierbei handelt es sich um ein geschlossenes System, in
dem alle Schritte von der Entparaffinierung bis zur Gegenfarbung innerhalb des
Gerates automatisch durchgefiuhrt werden.

Fir die Immunfarbung wurde das ,UltraView Universal DAB Detection Kit"
verwendet. Dieses umfasst alle hierfur bendtigten Substanzen (Diaminobenzidin -
(DAB) - Inhibitor, Horseradish-Peroxidase — (HRP) -Multimer, DAB-Chromogen,
DAB-Wasserstoffperoxid (H202), Copper).

Im Folgenden werden die verwendeten Protokolle zur immunhistochemischen
Farbung der MMR-Proteine (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) und von CDX2 in
verkurzter Form dargestellt:

-zweiphasige Entparaffinierung mit 75 °C und 76 °C fur jeweils 4 Minuten unter
Verwendung von EZ Prep-Ldsung (Ventana, Roche)

-hitzeinduzierte Antigendemaskierung mit Zellkonditionierungslésung (Cell
Conditioner Nr. 1, Ventana, Roche) fur 8 Minuten bei 95 °C

- 30 Minuten ,Mild Conditioning“ mit Zellkonditionierungslésung (Cell Nr. 1,
Ventana, Roche) inklusive 4 Minuten bei 100 °C

-bei MSH6- und PMS2-Farbung zusatzlich 60 Minuten ,Standard
Conditioning“ mit Zellkonditionierungslésung (Cell Conditioner Nr. 1,
Ventana, Roche)
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-Auftragen von 1 Tropfen UV-DAB-Inhibitor (UltraView Universal DAB Detection
Kit, Ventana, Roche) zur Hemmung der endogenen Peroxidasen

- Auftragen von jeweils 100ul (1 Tropfen) Primarantikorper. Tabelle 4 zeigt die
Details des jeweils verwendeten Antikorper-Klon, des Herstellers und der
verwendeten Inkubationszeiten

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Antikérper, Menge pro Préparat und Inkubationszeiten fiir die
Immunhistochemie der MMR-Proteine.

Antikorper Antikorper-Klon Hersteller Menge (ul) Zeit (Minuten)

MLH1-Antikérper | M1 Ventana 1 Tropfen = 32
Roche 100pl

MSH2-Antikorper | G219-1129 Ventana 1 Tropfen = 32
Roche 100yl

MSH6-Antikorper | SP93 Ventana 1 Tropfen = 16
Roche 100pl

PMS2-Antikorper | A16-4 Ventana 1 Tropfen = 60
Roche 100yl

CDX2-Antikérper | EPR 2764 Y Ventana 1 Tropfen = 32
Roche 100pl

-bei PMS2-Farbung zusatzlich verstarkender Einsatz von Amplifier A und B
(Ventana, Roche)

-Auftragen von 1 Tropfen UV HRP UNIV MULT (UltraView Universal DAB
Detection Kit), welches die Sekundarantikdrper beinhaltet

-Auftragen von 1 Tropfen UV DAB und 1 Tropfen UV DAB H202 (UltraView
Universal DAB Detection Kit) und anschlie3end Auftragen von 1 Tropfen UV
COPPER (UltraView Universal DAB Detection Kit)

-Auftragen von 1 Tropfen Hamatoxylin zur Gegenfarbung

-Auftragen von 1 Tropfen Bluing Reagent

4.5 Auswertung der Immunhistochemie

4.5.1 Methodik der Bestimmung des CDX2-Status

Bei der Methodik der Bestimmung des CDX2-Status, in Bezug auf die
prognostische Wertigkeit beim Kolonkarzinom, gibt es bisher keine festgelegten
Standards. In dieser Arbeit wurden vollstandige Schnitte der Kolonkarzinome
ausgewertet.

Die Auswahl des Tumorabschnittes erfolgte so, dass eine interne Positivkontrolle
eingeschlossen wurde. Hierzu dienen die Zellkerne der intakten Mukosa, da in
diesem Bereich die gesuchten Marker regelrecht exprimiert werden und
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immunhistologisch dargestellt werden konnen. Auf diese Weise wurde
gewabhrleistet, dass es sich nicht um ein technisches Problem im Rahmen des
immunhistochemischen Farbeprozesseses handelte.

Zur Bestimmung des CDX2-Status wurde ein Tumorabschnitt mit vitalem
Tumorgewebe in der Nachbarschaft der internen Positivkontrolle gewahlt. Auf eine
Bewertung im Bereich von Nekrosezonen des Tumors wurde in der Analyse
bewusst verzichtet, um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden.

Eine Tumorzelle wurde nur dann als negativ eingestuft, wenn im Vergleich zu den
Zellkernen der internen Positivkontrolle, keinerlei immunhistochemische Reaktion
im Bereich des Nukleus der Tumorzelle nachzuweisen war.

Um eine Differenzierung zwischen einem positiven CDX2-Status und einem
negativen CDX2-Status zu ermdglichen, wurden eindeutige Kriterien erarbeitet
und definiert:

Zunachst wurde eine Analyse durchgefuhrt, bei der ein negativer CDX2-Status als
> 50 % CDX2-negativer Tumorzellen definiert war. Unter diesen Kriterien konnten
nur 1,8 % der Tumoren als CDX2-negativ klassifiziert werden. Es erfolgte eine
willktrliche Senkung der Threshold auf > 30 % CDX2-negativer Tumorzellen, um
einen negativen CDX2-Status zu definieren. Dadurch sollte die hohe Sensitivitat
des verwendeten Antikdrper-Clon (EPR 2764 Y (Ventana)) bericksichtigt werden.
Zur Auswertung wurde ein binares Auswertungssystem gewahlt. Ein positiver
CDX2-Status lag bei < 30 % CDX2-negative Tumorzellen und ein negativer CDX2-
Status bei > 30 % CDX2-negative Tumorzellen vor.

Die Farbeintensitat wurde bei der Unterscheidung eines positiven bzw. negativen
CDX2-Status nicht bertcksichtigt. Somit war der prozentuale Anteil an gefarbten
Zellen einziges Differenzierungskriterium.

4.5.2 Methodik der Bestimmung des MMR-Status

Die Evaluation des MSI/MMR-Status erfolgte nach etablierten Kriterien. Die
Auswahl des entsprechenden Tumorabschnittes wurde im letzten Abschnitt bereits
erlautert.

Ein MSS/MMRP-Status lag vor, wenn die immunhistochemische Zellkernfarbung
bei allen MMR-Proteinen (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2) nachweisbar war.

Konnte in mindestens einem Praparat der Immunhistochemie der vier MMR-
Proteine (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2) im Bereich der Tumorzellen keine
immunhistochemische Anfarbung festgestellt werden, wurde der Tumor als MSI-
H/MMRD eingestuft.

Eine Voraussetzung dieser Bewertung war allerdings, dass die interne
Positivkontrolle im ganzen Praparat validiert werden konnte. War dies nicht der
Fall, musste davon ausgegangen werden, dass die immunhistochemische
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Farbung fehlerhaft war. In einem solchen Fall wurde das entsprechende Praparat
neu gefarbt.

Zur internen Positivkontrolle dienten die Zellkerne der nicht-neoplastischen
Kolonschleimhaut. Bei der Immunhistochemie der MMR-Proteine (im Gegensatz
zu darmspezifischen CDX2-Immunhistochemie) wurden auch Lymphozyten zur
internen Positivkontrolle herangezogen.

Eine Tumorzelle zeigte einen Ausfall des entsprechenden MMR-Proteins an, wenn
im Vergleich zu den Zellkernen der internen Positivkontrolle, keine
Immunhistochemische Reaktion im Bereich des Nukleus der Tumorzelle
nachzuweisen war.

4.5.3 Evaulation der Immunhistochemie

Die Evaluation wurde durch zwei Untersucher (Prof. Dr. Gunther, Pathologie MVZ
Lademannbogen und C. Seevers, Autor) durchgefiihrt. In unklaren Fallen wurde
durch erneute mikroskopische Observation und anschlieRende Diskussion ein
Konsens erreicht. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte ohne Kenntnis der
klinischen Endpunkte der jeweiligen Patienten. Ein Abgleich der klinischen
Informationen mit den immunhistochemischen Ergebnissen erfolgte erst im
Anschlul® an die mikroskopische Diagnostik.

4.6 Statistische Analyse

FUr die statistische Auswertung der Daten dieser Studie wurde das Programm
»IBM® SPSS® Statistics“ (Version 25, Hersteller: IBM, USA) verwandt.
Statistische Voruberlegungen und Berechnungen wurden in beratender
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische Biometrie und Epidemiologie
des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf und dem Autor getatigt.

Alle Daten wurden vor der Berechnung auf Vollstandigkeit, Plausibilitat und
systematische Fehler Gberpruft.

Die Beschreibung der univariaten Daten erfolgte fur kategorielle Variablen mittels
Anzahl und Prozent und fur metrische Variablen durch Angabe von Median und
Spannweite. Die Beschreibung der bivariaten Daten erfolgte mittels Kreuztabellen.
Zur graphischen Darstellung von Haufigkeiten wurden Balkendiagramme gewabhit.

Um den Zusammenhang von molekularen Markern mit pathologischen
Parametern zu untersuchen, wurden Chi-Quadrat-Tests durchgefihrt. Es wurde
vorab ein Signifikanzniveau von a = 0,05 festgelegt.

Zudem wurde eine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt. Als Endpunkte wurden
das 5-Jahres-Gesamtiiberleben und das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben
festgelegt. Das 5-Jahres-Gesamtiberleben wurde als Zeitspanne zwischen dem
Zeitpunkt der Operation und dem Tod, oder einer sonstigen Zensierung, innerhalb
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des Nachverfolgungszeitraumes von 5 Jahren definiert. Das 5-Jahres-Rezidivfreie-
Uberleben wurde als Zeitspanne zwischen dem Zeitpunkt der Operation und dem
Auftreten eines Rezidivs, oder einer sonstigen Zensierung, innerhalb des
Nachverfolgungszeitraumes von 5 Jahren definiert. Patienten, die zum Ende des
Nachverfolgungszeitraumes noch unter Beobachtung standen, wurden zensiert.

Zur Beschreibung der Endpunkte wurden Kaplan-Meier-Kurven gezeichnet.
Anhand der Kaplan-Meier-Kurven wurden die 5-Jahres-Uberlebensraten
geschatzt. Um Uberlebenskurven zweier Stichprobeben miteinander zu
vergleichen, wurde der Log-Rank-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde
auch hier vorab auf a =0.05 festgelegt.

Ein p-Wert kleiner als 0,05 wird als statistisch signifikant erachtet. Alle
statistischen Tests sind als explorativ anzusehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasst n=114 Patienten mit einem
Kolonkarzinom im Stadium Il. In Tabelle 5 werden die klinischen und
pathologischen Charakteristika des Patientenkollektivs beschrieben.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach epidemiologischen, klinischen

und pathologischen Charakteristika.

Charakteristikum

gesamtn =114

Alter bei Diagnosestellung (Jahre) - Median (Spannweite)

70 (33-89)

Geschlecht - Anzahl (%)
Mannlich
Weiblich

63 (55,3 %)
51 (44,7 %)

Tumorlokalisation — Anzahl (%)
rechtsseitig
linksseitig

63 (55,3 %)
51 (44,7 %)

UICC-Stadium - T-Stadium - Anzahl (%)

A - T3 108 (94,7 %)
[IB - T4a 4 (3,5 %)

lIC —T4b 2 (1,8 %)

Tumorgrade - Anzahl (%)

G1 1 (0,9 %)
G2 90 (78,9 %)
G3 23 (20,2 %)
G4 0 (0,0 %)

Low-Grade-Tumoren (G1-G2)
High-Grade-Tumoren (G3-G4)

91 (79,8 %)
23 (20,2 %)

Histologie — Anzahl (%)
Adenokarzinom
Muzinoses Adenokarzinom

93 (81,6 %)
21 (18,4 %)

Untersuchte Lymphknoten (Anzahl) -Median (Spannweite)

24 (12-62)
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Zusammenhang zwischen Prognose und TNM-Stadium

Im vorliegenden Patientenkollektiv ergab sich bezliglich des T-Stadiums folgende
Verteilung. Bei 108 (94,7 %) der Patienten lag ein T3-Tumor und bei 6 (5,3 %) ein
T4-Tumor vor.

In Abbildung 5 und 6 werden das 5-Jahres-Gesamtuberleben und das 5-Jahres-
Rezidivfreie-Uberleben abhangig vom T-Stadium dargestellt. Es zeigt sich, dass
sich das 5-Jahres-Gesamtuberleben fur Patienten mit einem T3-Tumor auf 90 %
und fur Patienten mit T4-Tumoren auf 83 % berechnet. In Bezug auf das 5-Jahres-
Gesamtuberleben ergab sich zwischen den Kaplan-Meier-Kurven von T3- und T4-
Tumoren kein signifikanter Unterschied (p = 0,849; Log-Rank-Test).

TNM-Stadium vs. 5-Jahres-Gesamtiiberleben
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen lokaler Tumorausdehnung und dem Gesamtliberleben von n = 114
Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II. Die senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet das 5-Jahres-
Gesamtliberleben. Das 5-Jahres-Gesamttiberleben lag fiir Patienten mit T3 Tumoren bei 90 % (gestrichelte
blaue Linie). Fiir Patienten mit T4-Tumoren ergab sich ein 5-Jahres-Gesamttiiberleben von 83% (gestrichelte
rote Linie). Der Vergleich der Uberlebensverteilungen in Bezug auf das Tumorstadium mittels Log-Rank-Test
ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,849).

Beim 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben zeigte sich, dass Patienten mit einem T3-
Tumor in 94 % der Falle Rezidiv-frei blieben. Patienten mit T4-Tumoren blieben in
100 % der Falle Rezidiv-frei. Die Uberlebenskurven wurden mittels Log-Rank-Test
verglichen. In Bezug auf das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich zwischen
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den Kaplan-Meier-Kurven von T3- und T4- Tumoren kein signifikanter Unterschied
(p = 0,579; Log-Rank-Test).
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Abbildung 6: Zusammenhang zwischen lokaler Tumorausdehnung und dem 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben
von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium Il. Die senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet
das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben. Das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben lag fiir Patienten mit T3 Tumoren
bei 94 % (gestrichelte blaue Linie). Flir Patienten mit T4-Tumoren ergab sich ein 5-Jahres-Rezidivfreies-
Uberleben von 100 % (gestrichelte rote Linie). Der Vergleich der Uberlebensverteilungen in Bezug auf das
Tumorstadium mittels Log-Rank-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,579).

Zusammenfassend lag bei T4-Tumoren eine schlechtere Prognose bezlglich des
5-Jahres-Gesamtuberlebens und bei T3-Tumoren eine schlechtere Prognose
bezliglich des 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben vor. Diese Unterschiede waren
jedoch statistisch nicht signifikant.
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5.2 5-Jahres-Gesamtiiberleben und 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben

Die mediane Dauer der Nachsorge der Patienten betrug 88,5 Monate (Spannweite
7-153 Monate). Tabelle 6 gibt einen Uberblick (iber die Verteilungen der
betrachteten Endpunkte Uber den gesamten Nachsorgezeitraum.

Tabelle 6: Endpunkte und Héufigkeit von 5-Jahres-Gesamtiiberleben und 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben
wéhrend des gesamten Nachsorgezeitraumes.

Gesamtuberleben des vollstandigen Nachsorgezeitraumes

Tod jeglicher Ursache eingetreten 29 (25 %)

Tod jeglicher Ursache nicht eingetreten 85 (75 %)
Rezidivfreies-Uberleben des vollstandigen Nachsorgezeitraumes

Rezidiv eingetreten 6 (5,3 %)

Rezidiv nicht eingetreten 108 (94,7 %)

Es erfolgte eine Berechnung der Prognose anhand der Kaplan-Meier-Methode fir
das 5-Jahres-Gesamtiiberleben und das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben. Dies
wird in den Abbildungen 7 und 8 dargestellt.

Hierbei errechnete sich das 5-Jahres-Gesamtiberleben im vorliegenden
Patientenkollektiv auf 89 %.
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Abbildung 7: 5-Jahres-Gesamtiiberleben von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium II. Das
5-Jahres-Gesamtiiberleben nach 60 Monaten wird auf 89 % berechnet (gestrichelte blaue Linie). Die
senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet das 5-Jahres-Gesamtiiberleben.

Fir das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich, dass 94 % Rezidiv-frei
waren.
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Abbildung 8: 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium II.
Das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben nach 60 Monaten wird auf 94 % berechnet (gestrichelte blaue Linie). Die
senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben.
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5.3 Ergebnisse der Untersuchung des CDX2-Status

Es erfolgte eine lichtmikroskopische Diagnostik zur Einteilung der Tumoren in
CDX2-negative und CDX2-positive Tumoren anhand der oben beschriebenen
Threshold von 30 % CDX2-negativer Tumorzellen.

In der Abbildung 9 ist eine positive Anfarbung mit dem CDX2-Antikorper
dargestellt. Alle Tumorareale dieses Schnittes zeigen eine deutliche nukleare
Anfarbung. Zudem sieht man eine positive Anfarbung der unauffalligen
Kolonschleimhaut als interne Positivkontrolle. 94,7 % (108/114) der im
vorliegenden Kollektiv untersuchten Tumoren zeigte ein entsprechendes
Expressionsmuster.

ol

Abbildung 9: Kolonkarzinom nach immunhistochemischer Anférbung auf CDX2. Die positive homogene
Anférbung der Tumorzellen spricht fiir eine regelrechte CDX2 Expression. Zusétzlich zeigt sich eine
Anférbung der intakten Kolonschleimhaut als interne Positivkontrolle. Zudem wird in dieser hohen Auflésung
die immunhistochemische Anférbung im Bereich des Zellkernes, als Ort der CDX2, Expression sichtbar. 200-
fache Vergré3erung.

Eine heterogene Farbung zeigte sich als diffuse Heterogenitat mit > 30 %
vollstandig CDX2-negativer Tumorzellen. Dieses Expressionsmuster war, nach
eindeutig positiven Tumoren, das zweithaufigste Expressionsmuster (3,5 %). In
Abbildung 10 ist ein heterogenes Expressionsmuster dargestellt.
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Abbildung 10: Heterogenes Expressionsmuster eines Kolonkarzinoms nach immunhistochemischer Anfarbung
auf CDX2. In diesem Tumorabschnitt zeigen sich Zellkerne, in denen eine deutliche CDX2-Anférbung erfolgt.
Daneben zeigen sich jedoch > 30 % Tumorzellen, in denen keine Anférbung auf CDX2 nachgewiesen werden
kann. 200-fache Vergré3erung.

Eine negative Farbung zeigte sich als fehlende nukleare Anfarbung der gesamten,
auf dem jeweiligen Objekttrager vorhandenen Tumorareale. Dies wird in Abbildung
11 dargestellt. Hier zeigt sich eine vollstandig fehlende nukleare Anfarbung im
Bereich des Tumors neben einer deutlich positiv angefarbten internen Kontrolle.
Eine Farbung der Stromazellen liegt bei der CDX2 Farbung nicht vor, da diese
spezifisch die Darmschleimhaut anfarbt. Eine fehlende CDX-2-Expression lag im
hier vorliegenden Patientenkollektiv bei 1,8 % der Tumoren vor.
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Abbildung 11: Kolonkarzinom nach immunhistochemischer Anférbung auf CDX2. Die fehlende CDX2-
Anférbung des Kolonkarzinoms in den Tumorzellen spricht fiir eine ausgefallene CDX2-Expression. Zusétzlich
zeigt sich eine Anférbung der intakten Kolonschleimhaut als interne Positivkontrolle im rechten Bildabschnitt.
50-fache VergréRerung.

Ergebnisse der Imnmunhistochemie von CDX2

Im untersuchten Patientenkollektiv wurden 94,7 % (108/114) der Tumoren als
CDX2 positiv und 5,3 % (6/114) der Tumoren als CDX2 negativ bewertet.
Tumoren mit einer heterogenen Anfarbung mit > 30 % CDX2-negativen Nuklei der
Tumorzellen wurden als CDX2-negativ klassifiziert. Einen Uberblick (iber die
Verteilung der Haufigkeiten gibt Tabelle 7.

Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung des CDX2-Status im vorliegenden Patientenkollektiv.

CDX2-Status — Anzahl (%) von n = 114
CDX2 — fehlende Anfarbung 2 (1,8 %)
CDX2 — heterogen negative Anfarbung 4 (3,5 %)
CDX2 — homogen positive Anfarbung 108 (94,7 %)

5.3.1 Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und
morphologischen/molekularen Tumoreigenschaften

Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und dem MSI/MMR-Status
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Der Zusammenhang zwischen dem CDX2- und dem MSI-/MMR-Status ist fur die
vorliegende Arbeit von grof3er Bedeutung.

Im vorliegenden Patientenkollektiv lag bei 100 % (6/6) der Tumoren mit einem
negativen CDX2-Status parallel ein MSI-H/MMRD-Status vor. Es besteht somit ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einem negativen CDX2-Status
und einem MSI-H/MMRD-Status (p = 0.005; Chi-Quadrat-Test). Die Vierfeldertafel
in Abbildung 12 diente als Grundlage fir die Berechnung des Chi-Quadrat-Test.

Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und dem MSI-
H/MMRD Phanotyp
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und dem MSI-H/MMRD Phé&notyp im
untersuchten Patientenkollektiv (n = 114).

Es wurde zudem die Haufigkeit eines negativen CDX2-Status in der Gruppe der
Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-Status berechnet. Im vorliegenden
Patientenkollektiv zeigten 18,2 % (6/33) Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-Status
einen negativen CDX2-Status.

Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und dem Differenzierungsgrad

Im untersuchten Patientenkollektiv lag bei 66,6% (4/6) der CDX2-negativen

Tumoren eine geringe Differenzierung (G3) vor. Im Vergleich hierzu lag nur bei

21,4 (19/89) der CDX2-positiven Tumoren eine geringe Differenzierung (G3) vor.
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Im vorliegenden Patientenkollektiv besteht somit ein statistisch signifikanter
Zusammenhang (p = 0.004; Chi-Quadrat-Test) zwischen einem negativen CDX2-
Status und dem histologischen Differenzierungsgrad. Die Vierfeldertafel in
Abbildung 13 diente als Grundlage fur die Berechnung des Chi-Quadrat-Test.

Zusammenhang zwischen histologischem Differenzie-
rungsgrad und dem CDX2-Status
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Abbildung 13: Zusammenhang zwischen histologischem Differenzierungsgrad und dem CDX2-Status im
untersuchten Patientenkollektiv (n = 114).

Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und der Tumorlokalisation

Die Anzahl von Tumoren mit dem jeweiligen CDX2-Status in Bezug auf die
Tumorlokalisation wird in Abbildung 14 dargestellt. Der Ausfall des CDX2-Status
war mit 83.3 % (5/6) im Bereich des proximalen bzw. rechtsseitigen Kolons
deutlich haufiger als im distalen Kolon mit 16,6 % (1/6). Es besteht allerdings kein
statistisch signifikanter Zusammenhang (p = 0,155; Chi-Quadrat-Test) zwischen
dem CDX2-Status und der Tumorlokalisation. Die Vierfeldertafel in Abbildung 14
diente als Grundlage fur die Berechnung des Chi-Quadrat-Test.
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Beziehung zwischen der Tumorlokalisation und des CDX2-
Status
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Abbildung 14: Beziehung zwischen der Tumorlokalisation und dem CDX2-Status im untersuchten
Patientenkollektiv (n=114). Rechtsseitige Tumoren sind definitionsgemal proximal der Flexura lienalis und
linksseitige Tumoren distal der Flexura lienalis gelegen.

Zusammenfassend konnte im vorliegenden Patientenkollektiv ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen einem negativen CDX2-Status und dem
MSI-H/MMRD-Status gezeigt werden. Zudem zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen einem negativen CDX2-Status und einer
G3-Differenzierung.

Kein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen dem CDX2-Status und der
Tumorlokalisation, dem TNM-Stadium, dem Geschlecht oder dem Vorliegen eines
muzindsen Adenokarzinoms.

5.3.2 Korrelation zwischen negativem CDX2-Status und der Prognose

In Abbildung 15 und 16 wird das 5-Jahres-Gesamtuberleben und das 5-Jahres-
Rezidivfreie-Uberleben abhangig vom CDX2-Status dargestellt.

Es zeigt sich, dass sich das 5-Jahres-Gesamtlberleben fur Patienten mit einem
positiven CDX2-Status auf 89 % und fur Patienten mit einem negativen CDX2-
Status auf 80 % berechnete. In Bezug auf das 5-Jahres-Gesamtuberleben ergab
sich zwischen den Kaplan-Meier-Kurven vom positiven und negativen CDX2-
Status kein signifikanter Unterschied (p = 0,581; Log-Rank-Test).
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CDX-2-Status vs. 5-Jahres-Gesamtliberleben
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen CDX2-Status und dem Gesamtiiberleben des untersuchten
Patientenkollektivs (n =114) mit Kolonkarzinom im Stadium Il. Die senkrechte Linie bei 60 Monaten
kennzeichnet das 5-Jahres-Gesamtiiberleben. Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben lag fiir Patienten mit einem
positiven CDX2-Status bei 89 % (gestrichelte blaue Linie). Fiir Patienten mit negativem CDX2-Status ergab
sich ein 5-Jahres-Gesamtiiberleben von 80 %. Der Vergleich der Uberlebensverteilung in Bezug auf den
CDX2-Status mittels Log-Rank-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,581).

Beim 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben zeigte sich, dass Patienten mit einem
positiven CDX2-Status in 94 % der Falle Rezidiv-frei blieben. Patienten mit einem
negativen CDX2-Status blieben in 100 % der Falle Rezidiv-frei. Die
Uberlebenskurven wurden mittels Log-Rank-Test verglichen. In Bezug auf das 5-
Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich zwischen den Kaplan-Meier-Kurven
vom positiven und negativen CDX2-Status kein signifikanter Unterschied (p =
0,548; Log-Rank-Test).

34



CDX2-Status vs. 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen CDX2-Status und dem 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben des
untersuchten Patientenkollektivs (n = 114) mit Kolonkarzinom im Stadium II. Die senkrechte Linie bei 60
Monaten kennzeichnet das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben. Das 5-Jahres-Rezidivireie-Uberleben lag fiir
Patienten mit einem positiven CDX2-Status bei 94 % (gestrichelte blaue Linie). Fiir Patienten mit negativem
CDX2-Status ergab sich ein 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben von 100 %. Der Vergleich der
Uberlebensverteilung in Bezug auf den CDX2-Status mittels Log-Rank-Test ergab keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,548).

Zusammenfassend lag bei Tumoren mit einem negativen CDX2-Status eine
schlechtere Prognose bezlglich des 5-Jahres-Gesamtluberleben vor. In Bezug auf
das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich fiir Tumoren mit einem negativen
CDX2-Status eine bessere Prognose. Diese Unterschiede waren jedoch statistisch
nicht signifikant.

5.4 Ergebnisse der Untersuchung des MSI/MMR-Status

In der vorliegenden Studie erfolgte fir jeden eingeschlossenen Patienten eine
immunhistochemische Untersuchung der Expression der Mismatch-Repair-
Proteine MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2. Die folgenden Bilder veranschaulichen,
am Beispiel von MLH1, die Unterschiede zwischen einer erhaltenen
immunhistochemischen MMR-Anfarbung, d.h. dem MSS/MMRP-Status, und
einem Ausfall der Expression der MMR-Proteine, d.h. dem MSI-H/MMRD-Status,
mit fehlender immunhistochemischer Anfarbung der Nuklei der Tumorzellen.

Die Abbildung 17 zeigt eine positive immunhistochemische Anfarbung auf das
Mismatch-Repair-Protein MLH1, es wird somit der MMS/MMRP-Status dargestellt.
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Abbildung 17: Kolonkarzinom nach immunhistochemischer Anfarbung auf MLH1. In dieser héheren
VergréRerung wird die immunhistochemische Anférbung im Bereich des Zellkernes als Ort der MLH1
Expression sichtbar. 200-fache Vergré3erung.

Abbildung 18 veranschaulicht den MSI-H/MMRD-Status. Ein MSI-H/MMRD-Status
zeigte sich als fehlende nukleare Anfarbung der gesamten, auf dem jeweiligen
Objekttrager vorhandenen, Tumorareale. Es zeigt sich eine vollstandig fehlende
nukleare Anfarbung im Bereich der Tumorzellen. Zudem zeigt sich eine
regelrechte interne Positivkontrolle im Bereich der Nuclei der intakten
Kolonschleimhaut.
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Abbildung 18: Kolonkarzinom nach immunhistochemischer Anfarbung auf MLH1. Die fehlende MLH1-
Anférbung der Nuklei der Tumorzellen des Kolonkarzinoms zeigt die ausgefallene MLH1-Expression. Als
interne Positivkontrolle diente die nukledre Anfarbung der intakten Kolonschleimhaut und Immunzellen. 200-
fache Vergré3erung.
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Haufigkeitsverteilung des MSI/MRR-Status

Die Haufigkeitsverteilung des MSI/MMR-Status bezogen auf das vorliegende
Patientenkollektiv wird in Abbildung 19 dargestellt.

Im vorliegenden Patientenkollektiv lag bei 28,9 % (33/114) der Patienten ein MSI-
H/MMRD-Status und 71,1 % (81/114) der Patienten ein MSS/MMRP-Status vor.

Haufigkeitsverteilung des MSI-H/MMRD-Status vs.
MSS/MMRP-Status
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Abbildung 19: Folgendes Diagramm zeigt die H&ufigkeitsverteilung des MSI/MMR-Status im vorliegenden
Patientenkollektiv von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium II.

In Abbildung 20 wird dargestellt, dass es am haufigsten zu einem Ausfall von
MLH1 (n = 24) und PMS2 (n = 28) kam. Der Ausfall von MSH2 (n = 3) und MSH6
(n = 5) ist betrachtet auf die vorliegende Studienpopulation ein deutlich selteneres
Ereignis.
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Verteilung der immunhistochemischen Farbungsergebnisse
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Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung des positiven bzw. negativen Status der einzelnen MMR-Proteine (MLH1,
MSH2, MSH6 und PMS?2).

In Abbildung 21 wird die Haufigkeitsverteilung des Ausfalls der einzelnen MMR-
Proteine innerhalb der Gruppe der MSI-H/MMRD-Tumoren dargestellt. Hier kann
gezeigt werden, dass im vorliegenden Patientenkollektiv, die Bestimmung von
PMS2 und MSH6 ausgereicht hatte um alle Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-
Status zu identifizieren.

Haufigkeitsverteilung der einzelnen MMR-Proteine
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Abbildung 21: Haufigkeitsverteilung des Ausfalles der einzelnen MMR-Proteine innerhalb der Gruppe der
Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-Status.
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5.4.1 Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und
morphologischen/molekularen Tumoreigenschaften

Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und der Tumorlokalisation

Im vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und der Tumorlokalisation. Der
MSI-H/MMRD-Status war mit 44,4 % (28/63) im Bereich des rechtsseitigen Kolons
signifikant haufiger nachzuweisen als im linksseitigen Kolon, wo nur 9,8 % (5/51)
der Tumoren einen MSI-H/MMRD-Status zeigten. Der Zusammenhang zwischen
MSI-H/MMRD-Status und der Tumorlokalisation war statistisch signifikant (p <
0.001; Chi-Quadrat-Test). Die Vierfeldertafel in Abbildung 22 diente als Grundlage
fur die Berechnung des Chi-Quadrat-Test.

Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und der
Tumorlokalisation

Rechtsseitige Tumoren

inksseitige Tumoren —

Anzahl

B MSS/MMRP m MSI-H/MMRD

Abbildung 22: Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und der Tumorlokalisation im vorliegenden
Patientenkollektiv von n =114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II.

Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und dem
Differenzierungsgrad

Im vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und dem Grad der
Differenzierung der Kolonkarzinome.

Bei 69,6 % (16/23) der schlecht differenzierten Tumoren (G3) zeigte sich parallel
ein MSI-H/MMRD-Status. Im Gegensatz hierzu lag bei 81,3 % (74/91) der gut
differenzierten Tumoren (G1-G2) ein MSS/MMRP-Status vor. Es besteht ein
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statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines
MSI-H/MMRD-Status und einem schlechten Differenzierungsgrad (G3) (p < 0.001;
Chi-Quadrat-Test). Die Vierfeldertafel in Abbildung 23 diente als Grundlage fur die
Berechnung des Chi-Quadrat-Test.

Zusammenhang zwischen MSI-H/MMRD und Differen-
zierungsgrad
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen histologischem Differenzierungsgrad und dem MSI/MMR-Status im
vorliegenden Patientenkollektiv von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II.
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Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und dem histologischen
Typ

Im vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und dem histologischen Typ der
Kolonkarzinome.

Bei 66,6 % (7/14) der muzindsen Adenokarzinome lag parallel ein MSI-H/MMRD-
Status vor. Im Gegensatz hierzu zeigten nur 20,4 % (19/93) der klassischen
Adenokarzinome gleichzeitig einen MSI-H/MMRD-Status. Dieser Zusammenhang
ist statistisch signifikant (p < 0.001; Chi-Quadrat-Test). Die Vierfeldertafel in
Abbildung 24 diente als Grundlage fur die Berechnung des Chi-Quadrat-Test.

Zusammenhang zwischen MSI-H/MMRD und histolo-
gischem Typ
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Abbildung 24: Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und dem histologischen Typ im vorliegenden
Patientenkollektiv von n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II.

Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem MSI/MMR-Status

Im vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Patienten und dem MSI/MMR-
Status.

Bei 37,3 % (19/51) der Frauen lag ein MSI-H/MMRD-Status vor. Im Vergleich dazu
lag bei 22,2 % (14/63) der Manner ein MSI-H/MMRD-Status vor. Dieser
Zusammenhang ist, bezogen auf das verwendete Signifikanzniveau, statistisch
nicht signifikant (p = 0,078; Chi-Quadrat-Test). In Abbildung 25 wird der
Zusammenhang zwischen Geschlecht und MSI/MMR-Status dargestellt.
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Zusammenhang zwischen dem Geschecht und dem
MSI/MMR-Status
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Abbildung 25: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem MSI/MMR-Status im vorliegenden
Patientenkollektiv mit n = 114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II.

Zusammenfassend konnten im vorliegenden Patientenkollektiv statistisch
signifikante Zusammenhange zwischen dem MSI-H/MMRD-Status und
rechtsseitigen Tumoren, schlecht differenzierten Tumoren (G3) und muzindsen
Karzinomen gezeigt werden.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem MSI/MMR-Status und

dem Geschlecht oder dem T-Stadium konnte im vorliegenden Patientenkollektiv
nicht gezeigt werden.
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5.4.2 Korrelation zwischen dem MSI/MMR-Status und der Prognose

In Abbildung 26 und 27 wird das 5-Jahres-Gesamtlberleben und das 5-Jahres-
Rezidivfreie-Uberleben abhéngig vom MSI/MMR-Status dargestellt.

Es zeigt sich, dass sich das 5-Jahres-Gesamtuberleben fur Patienten mit einem
MSS/MMRP-Status auf 90 % und fur Patienten mit einem MSI-H/MMRD-Status
auf 87 % berechnete. In Bezug auf das 5-Jahres-Gesamtuberleben ergab sich
zwischen den Kaplan-Meier-Kurven vom MMS/MMRP-Status und dem
MSI-H/MMRD-Status kein signifikanter Unterschied (p = 0,908; Log-Rank-Test).

MSI-HIMMRD-Status vs. 5-Jahres-Gesamtliberleben
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Abbildung 26: Zusammenhang zwischen MMR-Status und dem Gesamtiiberleben von n = 114 Patienten mit
Kolonkarzinom im UICC-Stadium II. Die senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet das 5-Jahres-
Gesamtliberleben. Das 5-Jahres-Gesamttiberleben lag fiir Patienten mit MSI-H/MMRD-Status bei 87 %
(gestrichelte blaue Linie). Flir Patienten mit MSS/MMRP-Status ergab sich ein 5-Jahres-Gesamtiiberleben

von 90 % (gestrichelte rote Linie). Der Vergleich der Uberlebensverteilung in Bezug auf den MSI-H/MMRD-

Status mittels Log-Rank-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,908).

Beim 5-Jahres-Rezidivireien-Uberleben zeigte sich, dass Patienten mit einem
MSS/MMRP-Status in 92 % der Falle kein Rezidiv entwickelten und Patienten mit
einem MSI-H/MMRD-Status in 100 % der Falle kein Rezidiv entwickelten. Die
Uberlebenskurven wurden mittels Log-Rank-Test verglichen. In Bezug auf das 5-
Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich zwischen den Kaplan-Meier-Kurven
vom MSS/MMRP und MSI-H/MMRD-Status kein signifikanter Unterschied (p =

0,129; Log-Rank-Test).
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MSIIMMR-Status vs. 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben
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Abbildung 27: Zusammenhang zwischen MSI/MMR-Status und dem 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben von n
= 114 Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium Il. Die senkrechte Linie bei 60 Monaten kennzeichnet
das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben. Das 5-Jahres-Rezidivireie-Uberleben lag fiir Patienten mit
MSI-H/MMRD-Status bei 100 % (gestrichelte blaue Linie). Fiir Patienten mit MSS/MMRP-Status ergab sich
ein 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben von 92 % (gestrichelte rote Linie). Der Vergleich der
Uberlebensverteilung in Bezug auf den MSI-H/MMRD-Status mittels Log-Rank-Test ergab keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,129).

Zusammenfassend lag bei Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-Status eine
schlechtere Prognose bezulglich des 5-Jahres-Gesamtuberleben vor. In Bezug auf
das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben ergab sich fiir Tumoren mit einem
MSI-H/MMRD-Status eine bessere Prognose. Diese Unterschiede waren jedoch
statistisch nicht signifikant.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Charakteristika und Prognose des Patientenkollektivs

6.1.1 Diskussion der klinisch-pathologischen und epidemiologischen
Eigenschaften des vorliegenden Patientenkollektivs

Das vorliegende Patientenkollektiv zeigte Gemeinsamkeiten aber auch
Unterschiede bezuglich relevanter klinisch-pathologischer und epidemiologischer
Faktoren im Vergleich zu internationalen Studien, die das Kolonkarzinom im
Stadium Il im Hinblick auf eine ahnliche Fragestellung untersuchten (Cecchini et
al. 2019; Hansen et al. 2018; Slik et al. 2019).

Das Tumorstaging und damit die Festlegung der anatomischen Ausdehnung
mittels TNM-Klassifikation und die Stadieneinteilung in UICC-Stadien, hat bei der
Prognoseabschatzung und bei der weiteren Therapieentscheidung nach wie vor
eine Schlisselrolle. Das T-Stadium ist beim Kolonkarzinom im Stadium I,
innerhalb der TNM-Klassifikation, der entscheidende Faktor, da sich in diesem
Stadium definitionsgemal weder eine Lymphknotenmetastasierung noch eine
Fernmetastasierung nachweisen lasst. Lokal fortgeschrittene T4-Tumoren kdnnten
mit einer schlechteren Prognose einhergehen (Bockelman et al. 2015). Im hier
untersuchten Patientenkollektiv lag nur bei 5,3 % der Patienten ein T4-Stadium
(T4a = 3,5 % und T4b =1,8 %) vor. Damit sind Patienten mit lokal fortgeschrittenen
Tumoren in unserem Patientenkollektiv vermutlich unterreprasentiert. In
vergleichbaren Studien war der Anteil mit ca. 12 % wesentlich hdher (Hansen et
al. 2018; Cecchini et al. 2019).

Eine verlassliche Aussage Uber einen reprasentativen Anteil an High-Grade
Tumoren kann fir diese Studie nur eingeschrankt gemacht werden. Der
wesentliche Grund hierfur ist die Verwendung verschiedener Definitionen.
Einerseits empfehlen deutsche und US-amerikanische Leitlinien, dass G3/G4-
Tumoren bei denen parallel ein MSI-H/MMRD-Status vorliegt als Low-Grade-
Tumoren klassifiziert werden (NCCN Guidelines - Colon Cancer 2020; S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom). Andererseits findet der MSI-H/MMRD-Status in der
aktuellen WHO-KIassifikation bei der Einstufung des Tumorgradings keine
Bertcksichtigung (Nagtegaal 2019). In dieser Studie lagen nach der aktuellen
Definition der WHO 20,2 % High-Grade Tumoren vor. In vergleichbaren Studien
lag der Anteil bei 15,6 % bzw. 24,6 % (Koenig et al. 2018; Slik et al. 2019). Der
Vergleich mit weiteren Studien war dadurch limitiert, dass keine Angaben dartber
gemacht wurde, welche der beiden Definitionen verwendet wurde (Cecchini et al.
2019; Hansen et al. 2018). Nach Klassifikation der deutschen und US-
amerikanischen Leitlinien wurden im vorliegenden Patientenkollektiv 6,1 % der
Tumoren als High-Grade-Tumoren klassifiziert.

Die Anzahl der durch den Pathologen untersuchten Lymphknoten gilt bei beim
Kolonkarzinom im Stadium Il und Il als unabhangiger Risikofaktor. Fir ein
adaquates Staging missen mindestens 12 Lymphknoten untersucht werden, da
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die Zahl der entfernten und untersuchten Lymphknoten als Surrogatmarker fur die
chirurgische und pathologische Qualitat gilt (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom;
NCCN Guidelines - Colon Cancer 2020). Anzustreben ist, Uber die Anzahl von 12
Lymphknoten hinaus, mdglichst viele Lymphknoten zu untersuchen, da dies die
Prognose des Patienten verbessert (Le Voyer et al. 2003). Im vorliegenden
Patientenkollektiv wurden bei jedem Patienten mindestens 12 Lymphknoten
pathologisch untersucht. Die Anzahl untersuchter Lymphknoten lag im Median bei
24 (Spannweite 12-62). Dies unterscheidet sich von aktuellen Publikationen in
deren Analyse auch Patienten mit weniger als 12 Lymphknoten eingeschlossen
wurden (Cecchini et al. 2019; Hansen et al. 2018; Slik et al. 2019).

Patienten, die im Rahmen einer Notfalloperation, aufgrund einer Tumorperforation,
eines Tumoreinriss oder dem Vorliegen eines lleus, behandelt werden missen,
haben ein schlechteres tumorspezifisches Langzeituberleben (S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom). Im vorliegenden Patientenkollektiv wurden keine
Patienten eingeschlossen, die unter Notfallbedingungen aufgrund oben
beschriebener Komplikationen behandelt wurden, da es sich stets um elektive
Eingriffe handelte. Dies unterscheidet sich von vergleichbaren Publikationen, die
haufig Patienten einschlossen, die unter Notfallbedingungen operiert wurden (Slik
et al. 2019; Hansen et al. 2018).

Im vorliegenden Patientenkollektiv fanden sich 55,3 % rechtsseitige und 44,7 %
linksseitige Kolonkarzinome. Der prozentualer Anteil von links- und rechtsseitigen
Tumoren war in Patientenkollektiven, die analog zum hier untersuchten
Patientenkollektiv keine Rektumkarzinome in die Analyse mit einschlossen,
vergleichbar (Hansen et al. 2018; Ulanja et al. 2019).

6.1.2 Diskussion der Prognose im vorliegenden Patientenkollektiv

Im vorliegenden Patientenkollektiv lag das 5-Jahres-Gesamtuberleben bei 89 %
und das das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben bei 94%. Im Vergleich zu
Publikationen mit ahnlichen Rekrutierungszeitraumen (2005-2012 bzw. 2010-
2013) hatten die hier untersuchten Patienten eine um 9-12% bessere Prognose
bezlglich des 5-Jahres-Gesamtuberlebens und ca. 7 % bessere Prognose
bezlglich des 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberlebens (Slik et al. 2019; Koenig et al.
2018).

Die insgesamt bessere Prognose kénnte folgende Grinde haben:

Erstens ist es wahrscheinlich, dass die niedrige Anzahl von T4-Tumoren (5,3 %)
fur die fehlende prognostische Bedeutung der TNM-Klassifikation im hier
untersuchten Patientenkollektiv verantwortlich ist.

Zweitens wurden in der vorliegenden Studie keine Patienten eingeschlossen, die
sich einer notfallmafigen Tumoroperation aufgrund von Obstruktion oder
Perforation unterziehen mussten. Dieser Anteil lag bei vergleichbaren
Studienpopulationen bei 3-24 % (Slik et al. 2019; Hansen et al. 2018).
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Drittens wurden keine Patienten eingeschlossen, bei denen weniger als <12
Lymphknoten pathohistologisch untersucht wurden. In vergleichbaren
Patientenkollektiven betrug der Anteil an Tumoren mit < 12 untersuchten
Lymphknoten 8-61 % (Cecchini et al. 2019; Hansen et al. 2018; Slik et al. 2019).

Das vorliegende Patientenkollektiv hat aus oben genannten Griinden ein
geringeres Risikoprofil. Dies erklart vermutlich die wesentlich bessere Prognose
bezliglich des 5-Jahres-Gesamtiiberleben und 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben.
Die insgesamt bessere Prognose war moglicherweise auch fur die fehlende
prognostische Aussagekraft der untersuchten molekularen Marker verantwortlich.

6.2 Diskussion der Ergebnisse der CDX2 Immunhistochemie
6.2.1 Diskussion der Methodik der CDX2 Immunhistochemie

Fur molekulare Marker gilt, dass eine gute prognostische Aussagekraft nur ohne
wesentliche Ungenauigkeiten in Bezug auf die Methodik moglich ist. Fur diverse
Marker konnte gezeigt werden, dass eine unterschiedliche Methodik zu
Ergebnissen fuhrte, die sich erheblich voneinander unterschieden. Die
Reproduzierbarkeit der Untersuchung ist also in erheblichem Male von der
Methodik abhangig (McShane et al. 2005).

Die Methodik fur die Bestimmung des CDX2-Status ist, in Bezug auf die
prognostische Bedeutung beim Kolonkarzinom im Stadium Il, nicht einheitlich.

Dies wird unter anderem bei der Betrachtung einer Metaanalyse von Tomasello et
al. deutlich. In diese Metaanalyse wurden insgesamt 14 Studien eingeschlossen,
die ein immunhistochemisches Analyseverfahren nutzten. Unter diesen 14 Studien
gab es mindestens sechs verschiedene Definitionen fur die Abgrenzung von
CDX2-positiven zu CDX2-negativen Tumoren, die teilweise zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen in der Haufigkeit der CDX2-Expression kamen. Die
Anzahl an Patienten mit einem negativen CDX2-Status variierte in dieser
Metaanalyse zwischen 5 % und 43 %. (Tomasello et al. 2018).

Da es kein einheitliches Vorgehen zur Bestimmung von CDX2 als Prognosefaktor
beim Kolonkarzinom im Stadium Il gibt, wurde in dieser Arbeit ein neues, auf den
verwendeten Antikdrper angepasstes, Vorgehen etabliert. Es erfolgte, wie oben
beschrieben, die Festlegung einer Threshold bei 30 % CDX2-negativer
Tumorzellen, um einen negativen CDX2-Status zu definieren. Die Etablierung
einer Threshold wurde gewahlt, um die Trennscharfe zwischen positiven und
negativen Befunden zu erhéhen. Auf Kriterien mit niedriger
Differenzierungsfahigkeit wie die Farbeintensitat wurde wie empfohlen verzichtet
(Zlobec et al. 2007).

Unter Anwendung dieser Methodik hatten im vorliegenden Patientenkollektiv 5,3
% der Tumoren einen negativen CDX2-Status.
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Die Anzahl an CDX2-negativen Tumoren ist im vorliegenden Patientenkollektiv im
Vergleich zu anderen Publikationen gering. Die Haufigkeit der CDX2-Negativitat
lag in den bisher durchgefuhrten Studien zum Kolonkarzinom im Stadium Il bei ca.
7-16 % (Dalerba et al. 2016; Pilati et al. 2017; Olsen et al. 2014; Cecchini et al.
2019; Hansen et al. 2018). Die Haufigkeit bei Dalerba et al. wurde, in der
klinischen Kohorte mit 669 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium I, mit 7 %
angegeben. In einer der Validationsstudien lag die Haufigkeit der CDX2-
Negativitat bei 15,6 % (Pilati et al. 2017).

Am haufigsten wird derzeit das methodische Vorgehen von Dalerba et. al
eingesetzt. Nach der, in dieser Studie verwendeten, Definition gilt ein Tumor als
CDX2-negativ, wenn die Minderheit (also < 50 %) der Tumorzellen eine schwache
nukledre Anfarbung zeigt und die ubrigen Tumorzellen keine Anfarbung zeigen
(Dalerba et al. 2016). Unter Einsatz dieser Definition hatten in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv lediglich 1,8 % (n=2) der Tumoren einen negativen
CDX2-Status gezeigt. Da sich dieser Anteil im Vergleich zu anderen Studien
deutlich unterschied, erfolgte die Senkung der Threshold auf < 30 % negativer
Tumorzellen. Nach Senkung der Threshold ergab sich, in der erneut
durchgefiihrten mikroskopischen Untersuchung, ein prozentualer Anteil von 5,3 %
CDX-negativer Tumoren.

Der im Vergleich zu anderen Publikationen niedrige Anteil von Tumoren mit
negativem CDX2-Status kdnnte mehrere Grinde haben.

Zum einen hat der im vorliegenden Patientenkollektiv verwendete Antikdrper-Clon
EPR 2764 Y (Ventana, Roche) eine deutlich hdherer Sensitivitat, als der von
Dalerba et al. verwendete Antikorper-Clon ,CDX2-88° (Dalerba et al. 2016;
Borrisholt et al. 2013). Hatte man im vorliegenden Patientenkollektiv den
Antikorperklon ,CDX‘-88 verwendet, ware der Anteil von CDX2-negativ
klassifizierten Tumoren moglicherweise entsprechend hoher gewesen.

Zum anderen koénnte die, in der vorliegenden Studie verwendete Threshold von
30% noch zu hoch angesetzt sein, um alle CDX2-negativen Tumoren zu
identifizieren. Es ist allerdings auch zu vermuten, dass in anderen Publikationen
ein Anteil von falsch CDX2-negativen Tumoren vorlag.

Weiterhin muss berlcksichtigt werden, dass die CDX2-Expression in
topographisch unterschiedlichen Bereichen des Tumors heterogen ausfallen kann.
Im Bereich der Invasionsfront und in ,tumor-budds® kénnte durch einen CDX2-
Ausfall ein lokal aggressives Tumorgebiet geschaffen werden (Olsen et al. 2014).
In einem Grolteil der Studien, die CDX2 als Prognosefaktor beim Kolonkarzinom
im Stadium Il untersucht haben, wurde die Bestimmung des CDX2-Status auf
Tissue-Microarrays durchgeflihrt (Dalerba et al. 2016; Slik et al. 2019; Nolte et al.
2017). Hierbei wurden nur sehr kleine Tumorareale bertcksichtigt. Auch wenn mit
Hilfe der HE-Schnitte eine sehr genaue Vorauswahl der Tumorareale erfolgte,
welche in die Analyse von CDX2 eingeschlossen werden sollen, wird dies der
Heterogenitat der CDX2-Expression vermutlich nicht gerecht.

Besonders deutlich beschrieben wurde diese Problematik in einer kirzlich
erschienenen Publikation (Cecchini et al. 2019). Hierbei wurde die Expression von
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CDX2 aus drei verschiedenen Tumorarealen untersucht. Die drei ,whole-section®-
Tumorschnitte aus den jeweiligen Blocken wurden auf die Expression von CDX2
untersucht. Auf verschiedenen Ebenen zeigten sich Unregelmalligkeiten im
Expressionsmuster von CDX2. Mitunter zeigte sich ein heterogenes
Expressionsmuster, aber auch Areale, in denen die CDX2-Expression ganzlich
fehlte. Diese heterogene CDX2-Expression fand sich sowohl innerhalb des
untersuchten Tumorblockes, als auch zwischen den drei untersuchten
Tumorblécken (Cecchini et al. 2019).

Zusammenfassend ist die Bestimmung des CDX2-Status, als prognostischer
Marker beim Kolonkarzinom im Stadium Il, durch eine fehlende Standardisierung
der Auswertung und durch die divergierende Sensitivitat verschiedener Antikorper,
nicht prazise maoglich. Zudem wird die Bestimmung des CDX2-Status durch
topographische Unterschiede des Expressionsmusters innerhalb der Tumoren
erschwert.

6.2.2 Diskussion von CDX2 und klinisch-pathologischen Assoziationen

Eine fehlende CDX2-Expression ist beim Kolonkarzinom haufig mit dem Vorliegen
eines MSI-H/MMRD-Phanotyp, einer schlechten histologischen Differenzierung
und mit einer proximalen Tumorlokalisation assoziiert (Dalerba et al. 2016).
Insbesondere der Zusammenhang zwischen dem CDX2-Status und dem
MSI-/MMR-Status ist fur die vorliegende Arbeit von grof3er Bedeutung und wird im
Folgenden naher erlautert.

Im hier untersuchten Patientenkollektiv ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines negativen CDX2-Status und
einem MSI-H/MMRD-Status. Bei allen der hier untersuchten Tumoren mit einem
negativen CDX2-Status lag parallel ein MSI-H/MMRD-Status vor. Die Kombination
aus einem negativen CDX2-Status und einem MSS/MMRP-Status lag bei keinem
Tumor vor.

Der enge Zusammenhang zwischen Tumoren mit einem negativen CDX2-Status
und einem MSI-H/MMRD-Status wird in einer aktuellen Publikation beschrieben
und deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit. In der Publikation von Slik et. al
zeigte sich bei 76 % der CDX2-negativen Tumoren parallel ein MSI-H/MMRD-
Status (Slik et al. 2019). In einer alteren Publikation konnte der Zusammenhang
zwischen einem negativen CDX2-Status und einem MSI-H/MMRD-Status
allerdings nicht gezeigt werden (Baba et al. 2009).
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6.2.3 Diskussion von CDX2 als Prognosefaktor

Der CDX2-Status gilt nach derzeitigen Kenntnissen als vielversprechender
Prognosefaktor beim Kolonkarzinom im Stadium Il (Dalerba et al. 2016; Hansen et
al. 2018; Pilati et al. 2017). Ein negativer CDX2-Status gilt als Marker, welcher
eine schlechte Prognose beim Kolonkarzinom im Stadium Il anzeigt (Dalerba et al.
2016; Hansen et al. 2018).

Der CDX2-Status ist als Prognosefaktor im wesentlichem durch eine Studie von
Dalerba et al. aus dem Jahr 2016 in den Fokus der aktuellen Forschung beim
Kolonkarzinom im Stadium |l gerlickt. Die Studie von Dalerba et al. diente als
wesentliche Grundlage fir die Initiierung der vorliegenden Studie. Eine fehlende
CDX2-Expression war bei Dalerba et al. mit einer signifikant schlechteren
Prognose, sowohl in Bezug auf das 5-Jahres-Gesamtuberleben als auch auf das
5-Jahres-Krankheitsfreie-Uberleben assoziiert. Es wurden zwei getrennte
Kohorten analysiert und Patienten mit CDX2-negativen Tumoren hatten,
unabhangig von klinisch-pathologischen Risikofaktoren, eine um 30 % schlechtere
Prognose bezuglich des 5-Jahres-Gesamtiuberlebens sowie eine um 29-38 %
schlechtere Prognose bezliglich des 5-Jahres-Krankheitsfreien-Uberlebens
(Dalerba et al. 2016).

Eine Validierung dieser Ergebnisse erfolgte in Studien von Pilati et al. und Hansen
et al.. In beiden Publikationen bestatigte sich der prognostische Wert eines
negativen CDX2-Status (Pilati et al. 2017; Hansen et al. 2018). Allerdings war bei
Hansen et al. der prognostische Wert des CDX2-Status deutlich geringer. Der
Unterschied bezlglich des 5-Jahres-Krankheitsfreien-Uberleben betrug dort nur 8-
13 % (Hansen et al. 2018).

Im vorliegenden Patientenkollektiv hatte der CDX2-Status keine prognostische
Bedeutung. Es zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen einem
negativen CDX2-Status und dem 5-Jahres-Gesamtliberleben oder dem 5-Jahres-
Rezidivfreien-Uberleben. Dies steht somit im Gegensatz zu einer Vielzahl an
Publikationen, die den CDX2-Status als negativen molekularen Marker identifiziert
haben (Dalerba et al. 2016; Hansen et al. 2018; Pilati et al. 2017).

Allerdings ergaben nachfolgende Studienergebnisse, dass ein negativer CDX2-
Status keine prognostische Bedeutung hat, wenn parallel ein MSI-H/MMRD Status
vorliegt (Slik et al. 2019). Dieser Zusammenhang war bereits in der Publikation
von Pilati et al. aufgefallen, welche in der Regel als Validationsstudie flr die
prognostische Wertigkeit eines negativen CDX2-Status zitiert wird. Hierbei zeigte
sich, dass ein negativer CDX2-Status im Zusammenhang mit einem
MSI-H/MMRD-Status, nicht mit einer schlechteren Prognose einherging (Pilati et
al. 2017).

In einer Studie mit n = 232 Patienten, wurde ahnlich wie in der vorliegenden
Studie, der CDX2-Status in Verbindung mit dem MSI-H/MMRD-Status untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus einem
CDX2-negativ-/MSI-H/MMRD-Status keine prognostische Wertigkeit hatte. Ein
negativer CDX2-Status hatte somit nur in der seltenen Kombination mit einem
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MMS/MMRP-Status eine prognostische Relevanz. Wie oben bereits beschrieben
ergab sich im vorliegenden Patientenkollektiv eine statistisch signifikante
Assoziation zwischen dem Vorliegen eines negativen CDX2-Status und dem MSI-
H/MMRD-Status. Bei allen Patienten mit negativem CDX2-Status lag parallel ein
MSI-H/MMRD-Status vor. Dass ein negativer CDX2-Status haufig mit einem MSI-
H/MMRD-Status assoziiert ist, ist aus der Literatur bekannt. Zum Beispiel zeigte
sich in der Validationskohorte von Pilati et al. eine ahnlich enge Assoziation
zwischen CDX2-Status und MSI-H/MMRD-Status. Dort hatten 87 % (7 von 8) der
Tumoren mit negativem CDX2-Status parallel einen MSI-H/MMRD-Status (Pilati et
al. 2017). Auch in der Studie von Slik et al. zeigte sich, dass ein Grofteil (76 %)
der Tumoren mit einem negativen CDX2-Status zusatzlich einen MSI-H/MMRD-
Status aufwiesen (Slik et al. 2019).

In einer weiteren Studie mit n = 210 Patienten kamen die Autoren, unabhangig von
der Bestimmung des MSI/MMR-Status, zu dem Ergebnis, dass von einem
negativen CDX2-Status keine prognostische Bedeutung ausging. Diese Autoren
warnen vor der Verwendung von CDX2 als isolierten Prognosefaktor (Cecchini et
al. 2019).

Einiges scheint dafur zu sprechen, dass Tumoren mit einem negativen CDX2-
Status nur dann eine schlechte Prognose haben, wenn parallel ein MSS/MMRP-
Status vorliegt. Der Grund dafur, dass im vorliegenden Patientenkollektiv von
einem negativen CDX2-Status keine prognostische Bedeutung ausging, konnte
somit darauf zurickzufuhren sein, dass in allen Fallen simultan ein MSI-H/MMRD-
Status vorlag. Die Bestimmung des CDX2-Status hatte somit bei keinem, der hier
untersuchten Patienten, eine prognostische Bedeutung gehabt.

Zu einem abweichenden Ergebnis bezlglich der Kombination eines negativen
CDX2-Status und eines MSI-H/MMRD-Status kommen Hansen et al.. Dort hatten
auch Tumoren mit einem negativen CDX2-Status und einem MSI-H/MMRD-Status
eine schlechtere Prognose als Tumoren mit einem positiven CDX2-Status. Dieser
Unterschied war mit ca. 6 % allerdings relativ gering und vermutlich nur messbar,
weil in den analysierten Kollektiven deutlich héhere Fallzahlen verwendet wurden
als im vorliegenden Patientenkollektiv (Hansen et al. 2018).

Zusammenfassend geht in dem hier untersuchten Patientenkollektiv von der
Bestimmung des CDX2-Status keine prognostische Bedeutung aus. Dies kdonnte
durch die strenge Assoziation zu dem MSI-H/MMRD-Status bedingt sein.
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6.3 Diskussion der Inmunhistochemie des MSI/MMR-Status
6.3.1 Diskussion der Methodik der MSI/MMR-Statusbestimmung

Die Bestimmung des MSI/MMR-Status mit immunhistochemischen Methoden hat
durch die lange Erfahrung in der Auswertung, der Qualitatssicherung und der
Verbesserung der verwendeten Clone ein hohes Mal an Prazision (Dietmaier et
al. 2019). Es hat sich als vergleichbar genaues Verfahren mit einer hohen
Ubereinstimmungsrate mit dem Gold-Standard des Genotypings etabliert, ist aber
kostengunstiger, weniger zeitintensiv und weniger arbeitsintensiv (Guastadisegni
et al. 2010). In einer Metaanalyse von 16 Studien mit mehr als 3.400 Patienten
zeigte sich, dass die Prazision der immunhistochemischen Untersuchung der
MMR-Proteine annahernd gleichwertig mit der mittels PCR durchgefihrten MSI-
Bestimmung war (Rigau et al. 2003). Diese Ergebnisse wurden durch eine Studie
mit Tumoren von fast 6000 Patienten bestatigt (Cicek et al. 2011). Dies steht, wie
oben beschrieben, im deutlichen Gegensatz zu der immunhistochemischen
Bestimmung des CDX2-Status, bei der ein einheitlicher Standard, in Bezug auf
das Kolonkarzinom im Stadium I, fehlt.

Im vorliegenden Patientenkollektiv lag bei 33 (28,9 %) der Patienten eine
MSI-H/MMRD-Status und bei 81 (71,1 %) der Patienten ein MSS/MMRP-Status
VOr.

Die Haufigkeit des MSI-H/MMRD-Status in beim Kolonkarzinom abhangig vom
jeweiligen Tumorstadium. Das Vorliegen von Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-
Status ist in den friheren Stadien des Kolonkarzinom héher. Wahrend im Stadium
Il der Anteil von MSI-H/MMRD-Tumoren bei ca. 20 % liegt, findet sich im Stadium
lll nur noch ein Anteil von ca. 12 % und im Stadium IV ein Anteil von ca. 4 % (Roth
et al. 2010; Gkekas et al. 2017).

Der MSI-H/MMRD-Status war im vorliegenden Patientenkollektiv mit 28,9 % relativ
haufig. In vergleichbaren Patientenkollektiven, in denen ausschlieRlich Patienten
mit Kolonkarzinomen im Stadium Il untersucht wurden, zeigten sich mit 27 % bzw.
30 % allerdings ahnliche Haufigkeiten des MSI-H/MMRD-Status (Touchefeu et al.
2016; Hansen et al. 2018). In Untersuchungen, in denen auch Rektumkarzinome
mit eingeschlossen wurden, lag der Anteil an Patienten mit einem MSI-H/MMRD-
Status deutlich niedriger, was durch die Assoziation des MSI-H/MMRD-Status mit
einer rechtsseitigen Tumorlokalisation zu erklaren ist (Fountzilas et al. 2019;
Mouradov et al. 2013).

6.3.2 Diskussion des MSI/MMR-Status und klinisch-pathologischen
Assoziationen

Tumoren mit einem MSI-H/MMRD-Status haben haufig charakteristische klinisch-
pathologische Eigenschaften. Dazu gehdren eine rechtsseitige Tumorlokalisation,
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eine schlechte Differenzierung, eine muzinése Histologie und das weibliche
Geschlecht (Dietmaier et al. 2019; Guastadisegni et al. 2010; Popat et al. 2005).

Diese Assoziationen konnten im vorliegenden Patientenkollektiv zum Grofteil
reproduziert werden. Der MSI-H/MMRD-Status war im Bereich des rechtsseitigen
Kolons (44%) signifikant haufiger als im linksseitigen Kolon (9,8 %) nachweisbar.
Bei 69,6 % der schlecht differenzierten Tumoren (G3) zeigte sich parallel ein MSI-
H/MMRD-Status und bei 66,6 % der muzindsen Adenokarzinome lag parallel ein
MSI-H/MMRD-Status vor. Diese Zusammenhange waren alle statistisch
signifikant. Nur ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem MSI-
H/MMRD-Status und dem weiblichen Geschlecht konnte in der vorliegenden
Studie nicht nachgewiesen werden.

Die Reproduzierbarkeit der Assoziationen zwischen dem MSI-H/MMRD-Status
und den oben beschriebenen klinisch-pathologischen Faktoren spricht fiir die
Validitat der Methodik der immunhistochemischen Bestimmung des
MSI-H/MMRD-Status.

6.3.3 Der MSI/MMR-Status als Prognosefaktor

Insgesamt konnte die Mehrzahl der Studien beim Vorliegen eines MSI-H/MMRD-
Status nachweisen, dass dies einen positiven Einfluss auf das 5-Jahres-
Gesamtiiberleben und das 5-Jahres-Krankheitsfreie-Uberleben beim
Kolonkarzinom hat (Guastadisegni et al. 2010; Klingbiel et al. 2015; Popat et al.
2005; Roth et al. 2010; Koenig et al. 2018; Bockelman et al. 2015).

In Bezug auf das Kolonkarzinom im UICC-Stadium Il ist die Studienlage, trotz
einer Vielzahl von verfugbaren retrospektiven Studien, weiterhin nicht eindeutig
(Gkekas et al. 2017).

Bezuglich des Endpunktes 5-Jahres-Gesamtlberleben ergab sich in Assoziation
mit dem MSI-H/MMRD-Status im hier untersuchten Patientenkollektiv kein
Uberlebensvorteil. Bezliglich des Endpunktes 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben
ergab sich beim Vorliegen des MSI-H/MMRD-Status lediglich ein nicht
signifikanter Uberlebensvorteil. Das 5-Jarhes-Rezidivfreie-Uberleben berechnete
sich bei Tumoren mit MSI-H/MMRD-Status auf 91 %. Im Gegensatz dazu
errechnete sich das 5-Jahres-Rezidivfreie-Uberleben bei Tumoren mit einem
MSS/MMRP-Status auf 80 %.

In einer Metaanalyse von Popat et al. wurden Patienten mit Kolonkarzinomen aller
Stadien (I-1V) auf die Assoziation des MSI-H/MMRD-Status mit der Prognose
untersucht. Bezuglich der Endpunkte Gesamtiberleben und Progressionsfreies-
Uberleben zeigte sich bei Patienten mit einem MSI-H/MMRD-Status eine
insgesamt bessere Prognose. Allerdings fehlt in dieser Metaanalyse eine isolierte
Subgruppenanalyse fur das Stadium |l (Popat et al. 2005). Zu einem ahnlichen
Ergebnis kamen Guastadisegni et al. in einer weiteren Metaanalyse. Es konnte
erneut eine Assoziation zwischen dem MSI-H/MMRD-Status und einer besseren
Prognose bezuglich des 5-Jahres-Gesamtuberleben und 5-Jahres-
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Krankheitsfreien-Uberleben gezeigt werden. Allerdings erfolgte auch in dieser
Studie keine getrennte Subgruppenanalyse fur das Stadium Il. Bei einer
genaueren Betrachtung der, in die beiden Metaanalysen von Popat et al. und
Guastadisegni et al., eingeschlossenen Studien zeigt sich, dass der ,protektive
Effekt’ des MSI-H/MMRD-Status, wenn vorhanden, eher schwach ausgepragt ist
(Ryan et al. 2017).

In einer weiteren Publikation wurden 6964 Patienten mit Kolonkarzinomen im
Stadium Il bezuglich des prognostischen Wertes des MSI/MMR-Status untersucht.
Der MSI-H/MMRD-Status war in dieser Studie, unabhangig von anderen Faktoren
mit einem verbesserten Gesamtuberleben assoziiert (HR 0,69; 95% CI 0,54-0,89;
p =0,004) (Koenig et al. 2018).

Das Ergebnis der Uberlebenszeitanalyse im hier untersuchten Patientenkollektiv
spiegelt wieder, dass der Nutzen einer Bestimmung vom MSI/MMR-Status beim
Kolonkarzinom im Stadium |l eingeschrankt ist.

Erstens ist die Interpretation der aktuellen Studienlage fur die prognostische
Bedeutung des MSI/MMR-Status beim Kolonkarzinom mit Einschrankungen
verbunden. Es werden, wie oben bereits beschrieben, haufig Tumoren im Stadium
[l und Stadium Il gemeinsam untersucht. Um den Stellenwert des MSI-H/MMRD-
Status im Stadium Il des Kolonkarzinoms genauer zu untersuchen flhrten Ggekas
et al. eine weitere Metaanalyse durch (Gkekas et al. 2017). In diese Analyse
wurden nur Studien eingeschlossen, die eine getrennte Analyse mit Patienten mit
Kolonkarzinomen im Stadium Il aufzeigten. Die Auswertung von Ggekas et al.
schloss rund 6000 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium Il ein. Hierbei konnte
keine signifikante Assoziation zwischen MSI-Status und den Endpunkten
Gesamtiiberleben oder Krankheitsfreiem-Uberleben gezeigt werden. Die
Ergebnisse dieser Metaanalyse sind allerdings nur eingeschrankt reprasentativ, da
ein hoher Anteil adjuvant therapierter Patienten in die Analyse eingeschlossen
wurde. Durch die Gabe einer adjuvanten Chemotherapie konnte der prognostische
Effekt von MSI-H/MMRD abgemildert worden sein, da Patienten mit einem
MSS/MMRP-Status von der adjuvanten Therapie profitiert haben kdnnten,
wahrend Patienten mit MSI-H/MMRD-Status durch die adjuvante Chemotherapie
nicht profitierten.

Zweitens stellt der MSI-H/MMRD-Status beim Kolonkarzinom im Stadium Il einen
relativ schwachen Prognosemarker dar (Ryan et al. 2017). Fur die alleinige
Fragestellung ob von der Bestimmung des MSI-H/MMRD-Status eine
prognostische Bedeutung ausgeht, waren also deutlich hdhere Fallzahlen
notwendig gewesen. Allerdings war dies auch nicht die zentrale Fragestellung der
vorliegenden Studie, da hierbei die kombinierte Bestimmung des CDX2-Status
und des MSI-H/MMRD- Status im Fokus stand. Die Aufarbeitung der
Fragestellung, ob der MSI-H/MMRD-Status weiterhin als prognostischer Marker
beim Kolonkarzinom im Stadium Il Bertcksichtigung finden sollte, wird
nachfolgenden Untersuchungen vorbehalten sein.
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7 Gesamtergebnis

Die Hypothese dieser Studie lautete: ,Ein negativer CDX2-Status ist beim
Kolonkarzinom im Stadium |l ein molekularer Marker fur eine schlechte Prognose.
Das parallele Vorliegen eines negativen CDX2- und MSS/MMRP-Status kann eine
schlechte Prognose beim Kolonkarzinom im Stadium Il noch besser antizipieren.”

Anhand der Ergebnisse des untersuchten Patientenkollektivs ist die isolierte
Bestimmung des CDX2-Status als unabhangiger negativer prognostischer
Biomarker nicht zu empfehlen. In der vorliegenden Studie konnte von n = 114
Patienten kein Patient mit der Kombination aus negativem CDX2-Status und
MSS/MMRP-Status identifiziert werden. Eine Aussage, ob diese Kombination mit
einer schlechteren Prognose einhergeht, kann somit nicht getroffen werden. In der
vorliegenden Studie lag bei allen Tumoren mit einem negativen CDX2-Status
gleichzeitig ein MSI-H/MMRD-Status vor.

Die Studienergebnisse beziglich der prognostischen Wertigkeit eines negativen
CDX2-Status beim Kolonkarzinom im Stadium Il aus vorangegangenen Studien,
u.a. von Dalerba et al., stellen sich sehr Gberzeugend dar (Dalerba et al. 2016).

Die Ergebnisse der Studie von Dalerba et al., konnten jedoch in der vorgelegten
Untersuchung nicht bestatigt werden.

Im Gegenteil bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie eher aktuelle
Studien von Slik et al. und Ceccini et al, in denen ein negativer CDX2-Status nicht
oder nur in Verbindung mit einem MMS/MMRP-Status von prognostischer
Bedeutung war (Cecchini et al. 2019; Slik et al. 2019).

Um die Hypothese dieser Studie zu beantworten sind aus Sicht des Autors somit
weitere, wenn maglich, grol3ere, prospektiv angelegte Studien notwendig, welche
die Kombination aus dem CDX2-Status und dem MSI/MMR-Status untersuchen.

Allerdings ist dies, ohne ein standardisiertes Vorgehen zur Bestimmung des
CDX2-Status, aus Sicht des Autors dieser Studie, nicht sinnvoll. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist die Evaluation der Bestimmung des CDX2-Status wie oben
beschrieben durch ein hohes Mal} an Subjektivitat gepragt. Zusatzlich ist die
Bewertung bei heterogenen Expressionsmustern des CDX2-Status, welche in der
vorliegenden Analyse den Grolteil der CDX2-negativen Tumoren ausmachte,
schwer zu objektivieren.

Der Autor dieser Studie sieht, unter Berticksichtigung der aktuellen Datenlage, in
der Bestimmung des CDX2-Status, auch in Kombination mit dem MSI/MMR-
Status keinen Zugewinn fur Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium II. Es ist
davon auszugehen, dass zukiinftige Studien, welche die prognostische Bedeutung
des negativen CDX2-Status untersuchen, nur dann zu validen Ergebnissen
kommen konnen, wenn es gelingt, die Standardisierung der Methodik zu
verbessern. Dies betrifft, wie oben beschrieben, multiple Aspekte. Hiervon ist der
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Umgang mit heterogenen Farbeergebnissen von zentraler Bedeutung. Weitere
Aspekte bezuglich der Standardisierung der Untersuchung des CDX2-Status sind
die Auswahl des Antikorper-Clon und der Umfang des untersuchten
Tumormaterials.

8 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Identifizierung von Kolonkarzinom-Patienten im Stadium Il mit
hohem Rezidivrisiko ist ein bis dato ungelostes Problem. Ein negativer CDX2-
Status gilt beim Kolonkarzinom im Stadium Il als wichtiger Marker fur eine
schlechte Prognose, wahrend ein Ausfall der MMR-Proteine (MSI-H/MMRD-
Status) als validierter positiver Prognosefaktor gilt. Der Nutzen einer kombinierten
Bestimmung des CDX2-Status und des MSI/MMR-Status zur Einschatzung der
Prognose beim Kolonkarzinom im Stadium Il wurde bisher nicht ausreichend
validiert.

Methodik: In der vorliegenden retrospektiven Studie wurden 114 Patienten mit
Kolonkarzinom im Stadium Il eingeschlossen. Der CDX2-Status und der Status
der MMR-Proteine (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) wurde immunhistochemisch an
den vorliegenden OP-Praparaten untersucht. Die Auswertung hinsichtlich des
CDX2-Status erfolgte nach einem fur die vorliegende Studie entworfenen binaren
Auswertungsschema. Fir einen negativen CDX2-Status wurde eine Threshold von
> 30 % negativer Tumorzellen festgelegt. In einer explorativen, retrospektiven
Analyse wurden die Ergebnisse der Immunhistochemie klinisch-pathologischen
Parametern und einer Uberlebenszeitanalyse, mit den Endpunkten 5-Jahres-
GesamtUberleben und 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben, gegenibergestellt.

Ergebnisse: In die Analyse wurden 114 Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium Il
eingeschlossen. Die mediane Dauer der Nachsorge betrug 88,5 Monate. Das 5-
Jahres-Gesamtuberleben im untersuchten Patientenkollektiv lag bei 89 %. Das 5-
Jahres-Rezidivfreie-Uberleben lag bei 94 %. Ein negativer CDX2-Status zeigte
sich in 5,3 % (6/114) der Falle. Ein negativer CDX2-Status war in der vorliegenden
Studie nicht mit einem signifikant schlechteren 5-Jahres-Gesamtuberleben (CDX2-
positiv = 89 % vs. CDX2-negativ 80%; p = 0,581) oder einem schlechteren 5-
Jahres-Rezidivfreien-Uberleben (CDX2-positiv = 94 % vs. CDX2-negativ 100 %; p
= 0,548) assoziiert. Ein MSI-H/MMRD-Status zeigte sich in 28,9 % (33/114) der
Falle. Ein MSI-H/MMRD-Status war in der vorliegenden Studie nicht mit einem
besseren 5-Jahres-Gesamtuberleben (MSI-H/MMRD = 87% vs. MSS/MMRP = 90
%; p = 0,908) oder einem signifikant besseren 5-Jahres-Rezidivfreien-Uberleben
(MSI-H/MMRD = 100 % vs. MSS/MMRP = 92 %; p = 0,129) assoziiert. Es zeigte
sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines
negativen CDX2-Status und einem MSI-H/MMRD-Status (p = 0,005). Bei allen
Tumoren mit einem negativen CDX2-Status lag parallel ein MSI-H/MMRD-Status
vor.

Schlussfolgerung: Fir Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium |l hatte die
Bestimmung des CDX2-Status in der vorliegenden Studie keine prognostische
Bedeutung. Auch die Kombination aus CDX2- und MSI/MMR-Status hatte in der
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vorliegenden Studie keine signifikante prognostische Bedeutung. Um die
vorliegenden Untersuchungsergebnisse zu validieren sind weitere, wenn moglich
prospektiv angelegte Studien notwendig. Bei zukunftigen Untersuchungen ist ein
standardisiertes Vorgehen bei der Bestimmung des CDX2-Status unerlasslich.

9 Summary

BACKGROUND: The identification of stage Il colon cancer patients with a high risk
of recurrence is a problem that has not yet been solved. A negative CDX2 status is
considered as a marker for a poor prognosis in stage Il colon cancer, while a
defect of the MMR proteins (MSI-H/MMRD) is a validated positive prognostic
factor. The benefits of a combined determination of the MSI/MMR status and the
CDX2 status to assess the prognosis for stage Il colon cancer have not been
sufficiently validated.

METHODS: In the present retrospective study, 114 patients with stage Il colon
cancer were included. The CDX2 status and the status of the MMR proteins
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) were examined immunohistochemically on the
present surgical specimens. The CDX2 status was evaluated according to a binary
evaluation scheme designed for the present study. A threshold of > 30 % negative
tumor cells was defined for a negative CDX2 status. In an exploratory,
retrospective analysis, the results of immunohistochemistry were correlated to the
clinical and pathological parameters and a survival analysis with the endpoints 5-
year-overall-survival (OS) and 5-year-recurrence-free-survival (RFS) was
conducted.

Results: 114 patients with stage Il colon cancer were included in the analysis. The
median follow-up was 88.5 months. The OS in the examined patient population
was 89 % while the DFS was 94 %.

The CDX2 status was negative in 5.3 % (6/114) of cases. A negative CDX2 status
was not associated with a significantly worse OS (CDX2-positive = 89 % vs.
CDX2-negative 80 %; p = 0.581) or a worse RFS (CDX2-positive = 94 % vs.
CDX2-negative 100 %; p = 0.548) in the present study.

The MSI-H/MMRD status was seen in 28.9 % (33/114) of cases. An MSI-H/MMRD
status was not associated with a better OS (MSI-H/MMRD = 87 % vs. MSS/MMRP
=90 %; p = 0.908) or a significantly better DFS (MSI-H/MMRD = 100 % vs.
MSS/MMRP =92 %; p = 0.129) in the present study. There was a statistically
significant association between a negative CDX2 status and an MSI-H/MMRD
status (p = 0.005). All tumors with a negative CDX2 status showed an
MSI-H/MMRD status in parallel.

Conclusion: In the present study the determination of the CDX2 status was of no
prognostic relevance for patients with stage Il colon cancer. In the present study
the combination of CDX2 and MSI/MMR also had no significant prognostic
relevance. Further, if possible, prospective studies are necessary to validate these
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results. A standardized procedure for determining the CDX2 status is essential for
future examinations.

10 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

BRAF proto-oncogene B-Raf- oder v-Raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B1- Gen

DNA Desoxyribonukleinsaure

CDX2 Caudaltype-Homebox-Transcription-Factor 2

DAB Diaminobenzidin

DFS Desease Free Survival

FFPE Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete

H202 Wasserstoffperoxid

HE Hamatoxylin-Eosin

HRP Horseradish Peroxidase

IHC Immunhistochemie

KRAS Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene

MLH1 MutL-homolog-1

MMR Mismatch-Repair

MMRD Mismatch-Repair-Deficient

MMRP Mismatch-Repair-Proficient

MSH2 MutS homolog 2

MSHG6 MutS homolog 6

MSI Mikrosatelliteninstabiltiat

MSI-H Mikrosatelliteninstabiltiat-High

MSS Mikrosatelliten-Stabil

0S Overall Survival

PMS2 Postmeiotic-Segregation-Increased 2

PNI perineurale Invasion
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PCR Polymerase Chain Reaction

RKI Robert Koch-Institut

uiCC Union internationale contre le cancer
uv Ultra View

WHO World Health Organization
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