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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Klassifikation des Kolonkarzinoms
1.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von ca. 60.000 Neuerkrankungen pro Jahr gehort das kolorektale
Karzinom (KRK) zu den haufigsten Tumoren in Deutschland. Im Jahr 2013 erkrankten in
Deutschland 62.410 Menschen, davon 28.360 Frauen und 34.050 Manner. Es ist das
dritthaufigste Karzinom des Mannes, nach dem Lungen- und Prostatakarzinom, und das
zweithaufigste der Frau nach dem Mammakarzinom. Die Inzidenz ist insgesamt
rucklaufig, so war das kolorektale Karzinom bis vor einigen Jahren das zweithaufigste
Karzinom des Mannes vor dem Lungenkarzinom. Das Robert-Koch-Institut (RKI)
rechnet fur das Jahr 2020 mit einer Inzidenz von 58.100, davon 25.700 Frauen und
32.400 Manner. 25.693 Patienten starben 2013 an ihrer Erkrankung, 12.085 Frauen und
13.608 Manner. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betrug bei beiden Geschlechtern
63%, die relative 10-Jahres-Uberlebensrate war bei Mannern mit 57% geringer als bei
Frauen mit 60% (Barnes 2016). 90% der kolorektalen Karzinome werden nach dem 50.
Lebensjahr diagnostiziert (Herold 2015). Das mittlere Erkrankungsalter ist bei Frauen
das 73. und bei Mannern das 71. Lebensjahr (Barnes 2016).

1.1.2 Klassifikation

Bei kolorektalen Karzinomen handelt es sich fast ausschliel3lich um Adenokarzinome
(Messmann und Anthuber 2015). Seltener kommen Sonderformen wie das muzindse
Adenokarzinom, das Siegelringkarzinom, das kleinzellige Karzinom oder Raritaten wie
das adenosquamdse Karzinom vor (Hiddemann et al. 2004). Histologisch kdnnen
tubulare von tubulovilldsen und villdsen Adenomen unterschieden werden. Haufigstes ist
das tubulare Adenom, gefolgt vom tubulovillésen und dem villdsen (Riemann und Adam
2008). Das Entartungsrisiko ist abhangig von Typ, Anzahl, Grofe, Stiellange und
zellularer Atypie der Adenome, wobei das villose Adenom mit dem hochsten
Entartungsrisiko assoziiert ist. (Izbicki et al. 1990). In der histologischen Einstufung

(Grading) werden vier Malignitatsgrade erfasst. Gut differenzierte (G1) und maRig



differenzierte low-grade-Karzinome (G2) und schlecht differenzierte muzinése und
nichtmuzinése Adenokarzinome (G3) sowie Siegelringzellkarzinome, kleinzellige und
undifferenzierte Karzinome (G4). Die Klassifikation erfolgt anhand des Tumorstadiums,
des Lymphknotenstatus und der Metastasierung (TNM-Klassifikation) und der

Stadiengruppierung der International Union Against Cancer (UICC) (Herold 2015).

1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie kolorektaler Karzinome ist multifaktoriell. In etwa 10% der Falle spielen
genetische Ursachen eine Rolle. Die familiare adenomatése Polyposis (FAP) macht
etwa 1% dieser Falle aus und ist eine obligate Prakanzerose mit sehr hohem
Entartungsrisiko. Hier liegt eine Mutation des Adenomatous-polyposis-coli-Tumor-
suppressorgens (APC-Tumorsuppressorgens) auf Chromosom 5qg21 vor, die autosomal-
dominant vererbt wird (Herold 2015). Das Lynch-Syndrom (Hereditares, nichtpolypdses
Kolonkarzinom-Syndrom, HNPCCS), das ebenfalls autosomal-dominant vererbt wird, ist
in etwa 3% der Falle ursachlich fur ein kolorektales Karzinom. Nachgewiesen wurden
hier Mutationen in DNA-Reparatur-Genen mutL homolog 1 (MLH1), mutS homolog 2
(MSH2), mutS homolog 6 (MSH6), PMS1 homolog 2 (PMS2) und epithelialcelladhesion-
molecule (EPCAM)-Deletionen mit Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) (Moran et al.
2010)(Herold 2015). Bei Mikrosatelliten handelt es sich um kurze, sich wiederholende,
nicht-codierende DNA-Abschnitte mit einer Lange von etwa 2-6 Basenpaaren
(Yamamoto und Imai 2015). Weitere Risikofaktoren sind Adipositas (Martinez-Useros
und Garcia-Foncillas 2016), hoher Alkoholkonsum, ballaststoffarme, fettreiche und
fleischreiche Ernahrung und langjahriger Nikotinabusus. Erkrankungen, die mit einem
erhdhten Risiko flr ein kolorektales Karzinom einhergehen sind kolorektale Adenome,
chronisch entziindliche Darmerkrankungen, wobei Patienten mit Colitis ulcerosa
besonders gefahrdet sind, Zustand nach Ureterosigmoidostomie, Schistosomiasis sowie
Karzinome von Mamma, Ovar und Corpus uteri. Protektiv wirken sich fett- und
fleischarme Kost, Getreideballaststoffe, schnelle Stuhlpassage, Einnahme von
Acetylsalicylsaure (ASS), Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR), 5-Amino-salicylsaure
(5-ASA), Nikotinabstinenz und korperliche Aktivitat aus (Herold 2015).
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1.2.1 Adenom/Dysplasie-Karzinom-Sequenz und serratierter Karzinogeneseweg

Einem kolorektalen Karzinom liegt zu 70-80 % eine intraepitheliale Neoplasie (IEN)
zugrunde, die in Form von Adenomen auftritt. Haufig kommt es initial zur Mutation oder
zum Verlust des APC-Tumorsuppressorgens. Im Verlauf von Jahren kommt es zur
Tumorprogression durch Akkumulation molekularbiologischer Veranderungen (Tumor-
progresions-Modell nach Vogelstein und Fearon) (Fearon und Vogelstein 1990). Durch
Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wird eine
kritische Zahl genetischer Veranderungen Uberschritten, die zur malignen
Transformation fuhrt, die durch unkontrolliertes malignes Wachstumsverhalten gekenn-
zeichnet ist (Herold 2015). Haufig finden sich zusatzlich zur Mutation des APC-Tumor-
suppressor-Gens Mutation des Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog-(K-RAS)-
Onkogens, des deleted in colorectal carcinoma (DCC)-Tumorsuppressor-Gens und des

p53-Suppressor-Gens.

Weitere 20 — 30 % kolorektaler Karzinome entstehen auf dem Boden eines serratierten
Adenoms (serratierter Karzinogeneseweg). Aus einem Adenom mit geringer intra-
epithelialer Neoplasie (low grade IEN) entsteht Uber ein Adenom mit hoher intra-
epithelialer Neoplasie (high grade IEN) ein Adenom mit invasivem Karzinom. Hier finden
sich andere genetische Veranderungen als in der Adenom-Karzinom-Sequenz. Initial
kommt es zur Mutation der Protoonkogene v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B (BRAF) und K-RAS. Weitere genetische Befunde betreffen die Mikro-
satelliteninstabilitat. Sessile serratierte Adenome mit hoher Mikrosatelliteninstabilitat be-
sitzen ein niedriges Dysplasierisiko, das traditionell serratierte Adenom mit niedriger

Mikrosatelliteninstabilitat hingegen ein hohes (Herold 2015).

1.3 Hereditare Formen des Kolonkarzinoms

Die Familiare adenomatdse Polyposis und das Lynch-Syndrom machen zusammen
etwa 4% aller kolorektalen Karzinome aus. Bei der FAP liegt eine Mutation des APC-
Tumorsuppressorgens vor, die mit einer Haufigkeit von 1:10.000 Einwohnern auftritt und
autosomal-dominant vererbt wird. Bei etwa 25% der Falle handelt es sich um eine Neu-

mutation. Die Mutation kann in bis zu ca. 90% der Falle nachgewiesen werden. Die FAP
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ist eine obligate Prakanzerose mit hohem Entartungsrisiko, sodass Vorsorge-
untersuchungen ab dem 12. Lebensjahr empfohlen werden. Weitere Formen der FAP
sind die attenuierte FAP, die mit einem spateren Manifestationszeitpunkt und geringerer
Anzahl von Adenomen einhergeht. Die relativ seltene MUTYH-assoziierte Polyposis wird
hingegen autosomal-rezessiv vererbt. Hier liegt eine Keimbahnmutation im mutY
homolog (E. coli) (MUTYH)-Gen vor. Das Cronkhite-Canada-Syndrom, das Birt-Hogg-
Dubé-Syndrom und hamartomatdése Polyposis-Syndrome wie das Peutz-Jeghers-
Syndrom, die familidre juvenile Polyposis, das Cowden-Syndrom und das Hyper-

plastische Polyposis-Syndrom sind selten.

Beim Lynch-Syndrom liegt eine Mutation in verschiedenen DNA-Reparatur-Genen
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 und EPCAM-Deletionen) vor (Lindor et al. 2006). In
Familienuntersuchungen konnten diese Genmutationen mit einer Haufigkeit von 1:500
nachgewiesen werden. Defekte DNA-Reparatur-Gene kbénnen zu einer hohen
Mikrosatelliteninstabilitat im Tumor fihren. In nahezu allen kolorektalen Karzinomen auf
dem Boden eines Lynch-Syndroms konnten erhdohte Werte fir eine Mikro-
satelliteninstabilitdt nachgewiesen werden. Allerdings fand man auch in 15% der nicht
durch das Lynch-Syndrom verursachten kolorektalen Karzinome eine erhohte Mikro-
satelliteninstabilitat. Bei diesen Tumoren fand man hingegen Mutationen im BRAF-Gen,
welche beim Lynch-Syndrom nur selten oder gar nicht auftreten (Lindor et al. 2006). Zur
Diagnose des HNPCC werden die Amsterdam-II-Kriterien sowie die Uberarbeiteten

Bethesda-Kriterien herangezogen (Adar et al. 2018).

1.4 Pravention

Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.
(AWMF) hat ihre S3-Leitlinien zum kolorektalen Karzinom 2017 aktualisiert (S3-Leitlinie
kolorektales Karzinom 2017). Vor allem Pravention, Erkennen von Risikogruppen und

Friherkennung bei asymptomatischen Patienten spielen eine wichtige Rolle.

Patienten mit hoherer korperlicher Aktivitdt wiesen weniger Adenome und ein 30 %
geringeres Kolonkarzinomrisiko auf (Wei et al. 2004). Es ergab sich eine Korrelation

zwischen Auftreten von Kolonpolypen und Kolonkarzinomen und einem Body-Mass-
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Index (BMI) > 25 kg/m? mit einer Risikoerhéhung flr ein Kolonkarzinom um das 2-fache
(Giacosa et al. 1999; Giovannucci 2003). Eine Empfehlung flr eine spezielle Diat zur
Senkung des Risikos fur ein kolorektales Karzinom existiert derzeit nicht, es wird auf die
Einhaltung der aktuellen Ernahrungsempfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur
Ernahrung e.V. (DGE) verwiesen (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017). Es liegen
sowohl Studien vor, die eine Assoziation zwischen dem Auftreten eines kolorektalen
Karzinoms und Ernahrungsgewohnheiten als auch Studien, die keine Korrelation zeigten
(Sansbury et al. 2009; Wakai et al. 2006; Beresford et al. 2006; Lanza et al. 2007).
Ausreichende Evidenz liegt dagegen fir eine Empfehlung flr eine ballaststoffreiche
Ernahrung vor. Diese sollte mindestens 30 g/Tag betragen. Bei héheren Mengen konnte
eine Reduktion des Kolonkarzinomrisikos um 30 % beobachtet werden (Dahm et al.
2010). Ein weiterer positiver Zusammenhang konnte zwischen hohem Alkoholkonsum
und dem Karzinomrisiko nachgewiesen werden. Das Risiko flr ein kolorektales
Karzinom war bei Nichttrinkern und Probanden mit geringem Alkoholkonsum signifikant
geringer. Ein signifikant erhdhtes Risiko zeigte sich ab einem Konsum von > 15 g pro
Tag (Mizoue et al. 2008). Beeinflusst wurde dieser Zusammenhang jedoch auch vom
Rauchverhalten der Probanden (Austin et al. 2008). Eine weitere Empfehlung bezieht
sich auf den Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch. Es zeigte sich ein erhdhtes
Risiko fur ein KRK (Chao et al. 2005). Ein Zusammenhang zwischen Acrylamid-
aufnahme und dem Risiko fur ein KRK konnte nicht bewiesen werden (Larsson et al.
2009). Fur Mikronahrstoffe wie Vitamine (A, C, D, E), R-Carotin und Kalzium liegt
ebenfalls keine Empfehlung vor, da die Datenlage nicht ausreichend ist (Weingarten et
al. 2008). In einer Metaanalyse konnte fur die Supplementierung der Vitamine A und E
sowie fur B-Carotin sogar eine erhdhte Mortalitdt nachgewiesen werden (Bjelakovic et
al. 2007).

Fir die Senkung des Risikos fur ein KRK durch Einnahme von Cyclooxygenase -(COX)
Inhibitoren liegen positive Ergebnisse vor. Die Einnahme von 400 mg Celecoxib am Tag
konnte das Risiko fur kolorektale Adenome signifikant senken (Arber et al. 2006). Eine
Empfehlung wurde dennoch nicht ausgesprochen, da sich eine deutlich erhdhte Morbi-

ditat zeigte (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017).

Die Einnahme von Statinen fuhrt zu einem signifikanten Effekt, der allerdings nur
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schwach ist. Zudem zeigte sich, dass die Statineinnahme einen Effekt auf die Invasivitat
bei der Metastasierung des KRK haben kénnte (Bardou et al. 2010).

Die Einnahme von Aspirin (ASS) 75 - 300 mg oder mehr Uber 5 Jahre zeigte mit einer
Latenz von 10 Jahren eine Reduktion des KRK-Risikos (Flossmann und Rothwell 2007;
Rothwell et al. 2011). Folgende Studie konnte lediglich fur Kolonkarzinome mit
Phosphoinositid-3-Kinasen-Mutation (PI3K-Mutation) einen Uberlebensvorteil zeigen
(Liao et al. 2012). Auch fir die Einnahme von NSAR konnte eine Reduktion des KRK-
Risikos beobachtet werden. Eine Empfehlung liegt derzeit dennoch nicht vor, da bisher
keine randomisierten Studien und keine Kosten-Risikorelation vorliegen, die das Risiko
einer erhohten gastrointestinalen Blutung durch Einnahme von ASS und NSAR
einbeziehen (Chan et al. 2005).

Auch der Einsatz einer Hormontherapie bei postmenopausalen Frauen wird aufgrund
des unglnstigen Nebenwirkungsprofils, insbesondere mit Erhéhung des Risikos fir
vendsen Thrombembolien, Herzinfarkte, Schlaganfalle, Brustkrebs und Gallenblasen-

erkrankungen, nicht empfohlen (Farquhar et al. 2009).

1.4.1 Vorsorge bei asymptomatischer Bevolkerung

Mit Ausnahme der Teile der Bevolkerung, die ein erhdhtes KRK-Risiko aufweisen, sollte
die Darmkrebsvorsorge mit dem 50. Lebensjahr beginnen, da die meisten Karzinome
nach diesem Zeitpunkt diagnostiziert werden (Herold 2015; Birkner 2003). Eine fixe
Altersobergrenze existiert nicht. Die United States Preventive Task Force empfiehlt
keine Vorsorgeuntersuchungen nach dem 85. Lebensjahr durchzufihren und zwischen
dem 76. und 85. Lebensjahr eine individuelle Entscheidung mit Rucksicht auf
biologisches Alter, Begleiterkrankungen und der Zunahme des Risikos fir Kompli-
kationen mit Zunahme des Alters zu treffen (Whitlock et al. 2008; Pox et al. 2012).

Zur Vorsorgeuntersuchung stehen Koloskopie, Sigmoidoskopie, Fecal Occult Blood Test
(FOBT), genetische Stuhltests, CT-Kolonographie und Kapselendosonographie zur
Verfligung. Die Koloskopie stellt den Goldstandard dar, da sie die hochste Sensitivitat

und Spezifitdt der genannten Verfahren aufweist (Haan et al. 2011). Fur einen unauffal-
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ligen koloskopischen Untersuchungsbefund ist ein Untersuchungsintervall von 10
Jahren festgelegt, da sich in diesem Intervall ein niedriges Risiko fiur ein KRK nach-
weisen lie3 (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017; Selby et al. 1992; Singh et al.
2010). Eine digitale rektale Untersuchung ist obligat. Wird die Untersuchung vollstandig
durchgefuhrt, kann auf eine FOBT-Untersuchung verzichtet werden (S3-Leitlinie
kolorektales Karzinom 2017). Obwohl fur die Koloskopie im Gegensatz zur Sigmoido-
skopie und FOBT keine randomisierten Studien vorliegen, gibt es indirekte Beweise fur
die Evidenz. So zeigte sich, dass Patienten, bei denen in Vorsorgekoloskopien ein KRK
entdeckt wurde, eine bessere Prognose aufwiesen als Patienten, die aufgrund von
karzinombedingten Beschwerden auffielen (Hippe et al. 2008). Eine weitere Kohorten-
studie wies eine signifikant erniedrigte KRK-Inzidenz und —Mortalitat nach Vorsorge-
koloskopie nach (Kahi et al. 2009). Mittels Koloskopie konnten eine signifikante Anzahl
an Adenomen und frihen Stadien eines KRK nachgewiesen werden (Pox et al. 2012;
Pox et al. 2013). Zur Sigmoidoskopie liegen bereits Fall-Kontroll- sowie randomisierte
Studien vor, die eine Senkung der Inzidenz und Mortalitat zeigen konnten (Atkin et al.
2002; Newcomb et al. 1992; Selby et al. 1992). In Deutschland ist zudem die Kompli-
kationsrate endoskopischer Verfahren sehr gering, was sowohl an der gro3en Erfahrung
wie auch an der hohen Anzahl durchgefuhrter Untersuchungen liegen kénnte (Sieg et al.
2001; Pox et al. 2012). Wird die Koloskopie durch den Patienten abgelehnt, wird eine
Sigmoidoskopie empfohlen. Da proximale Darmabschnitte bei dieser Methode nicht
erfasst werden, sollte die Sigmoidoskopie durch eine FOBT-Untersuchung erganzt
werden. Fur die Sigmoidoskopie als einzige Screeningmethode konnte in einem
Beobachtungszeitraum von 11,2 Jahren eine Reduzierung der Mortalitat um 43% und
der Inzidenz um 33% belegt werden (Atkin et al. 2010). Als Kontrollintervall bei
unauffalligem Befund werden 5 Jahren empfohlen (Burke et al. 2006). Ein zusatzlicher
positiver Effekt durch die FOBT-Untersuchung konnte bisher nicht nachgewiesen
werden. Zwar zeigte sich eine leichte, jedoch nicht signifikante Reduzierung der
Mortalitat (Winawer et al. 1993). Die Datenlage zur Kapselendosonographie ist derzeit
nicht ausreichend, sodass keine Empfehlung ausgesprochen wird. Die Sensitivitat lag
bei Polypen = 6 mm bei 84 - 89 %, die Spezifitat bei 64 — 95 % (Eliakim et al. 2009;
Spada et al. 2011). Die Grundlage des iFOBT ist der Nachweis von Hamoglobin aus

dem Tumor stammenden Blut. Da Karzinome haufig intermittierend bluten, sollten zur
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Steigerung der Sensitivitat Proben aus mehreren Stuhlgangen untersucht werden
(Doran und Hardcastle 1982; Macrae und St John 1982). Randomisierte Studien
belegten eine relative Risikoreduktion fur die KRK-Mortalitat bei einmaliger FOBT-
Untersuchung (Mandel et al. 1993; Kronborg et al. 1996; Hewitson et al. 2007). Zudem
ist die jahrliche Untersuchung der zweijahrlichen Uberlegen (Mandel et al. 1993). Ob-
wohl eine Empfehlung zur vollstandigen endoskopischen Koloskopie nach einmaligem
positivem FOBT vorliegt, wurden nur zwischen 64 und 90 % mit positivem Testergebnis
koloskopiert (van Rossum et al. 2008; Webendorfer et al. 2004). Wahrend in einigen
Studien, die den Hamoccult ®-Test mit dem immunologischen FOBT (iFOBT) verglichen,
kein signifikanter Unterschied der Detektionsraten nachgewiesen werden konnte, wurde
in anderen Studien aus den Niederlanden ein signifikanter Unterschied gezeigt (Zhu et
al. 2010; van Rossum et al. 2011). Ein genereller Einsatz des iFOBT zur
Krebsfriherkennung wird derzeit nicht empfohlen, da die Sensitivitdt und Spezifitat der
in Deutschland erhaltlichen Tests zu stark variieren (Hundt et al. 2009; Ahlquist et al.
2000).

Der Nachweis genetischer Veranderungen in der FrUhphase der Entstehung eines KRK
ist mdglich, aber sehr kostenintensiv (Traverso et al. 2002; Ahlquist et al. 2000; Tagore
et al. 2003). Vorteil dieser Testmethode ist, dass auch nicht-blutende Lasionen erfasst
werden koénnen. In einer Studie wurden Guajak-basierter FOBT (gFOBT) und die
genetische Testung mit 23 verschiedenen genetischen Veranderungen verglichen. Hier
zeigte sich eine hohere Sensitivitdt des genetischen Tests im Vergleich zum gFOBT,
allerdings betrug sie nur 52 % bei Karzinomen und 13 % fur fortgeschrittene Adenome
(Imperiale et al. 2004). Zur Zeit war die Datenlage nicht ausreichend, um eine Empfeh-

lung auszusprechen (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017).

Der Nachweis des Tumormarkers Pyruvatkinase-M2 (M2-PK) im Stuhl soll derzeit nicht
zur Fruherkennung eingesetzt werden, da die Datenlage nicht ausreicht. Bei dem Ver-
gleich des M2-PK-Test mit der Koloskopie bei asymptomatischen Patienten betrug die
Sensitivitat 21,7 % und die Spezifitdt 82 % (Haug et al. 2008). Der Vergleich zwischen
M2-PK-Test und verschiedenen FOBT zeigte fur fortgeschrittene Neoplasien eine Sensi-
tivitat von 27,3 % im Vergleich zu verschiedenen FOBT mit 7,3 — 20 % und eine Spezi-
fitat von 86,2 % im Vergleich zu FOBT mit 92,9 — 94 % (M®éslein et al. 2010; Haug et al.
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2008). Bei einem positiven pradiktiven Wert von 11,5 % war dieser niedriger als bei allen
getesteten FOBT (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017).

Magnetresonanz- (MR-) und Computertomographie- (CT-) Kolonographie werden in
Deutschland nicht zur Vorsorge-/Fruherkennungsuntersuchung empfohlen (S3-Leitlinie
kolorektales Karzinom 2017). Zur MR-Kolonographie liegen zu wenige Daten vor, die
CT-Kolonographie ist mit einer hohen Strahlenbelastung verbunden und ist daher, in
Anbetracht der vielen alternativen Untersuchungsmethoden, nicht zu empfehlen. In
Studien zeigte sich fur die CT-Kolonographie eine Sensitivitat von 100 % fur Karzinome
und 87,9 % fur Adenome = 10 mm (Haan et al. 2011; El-Maraghi und Kielar 2009). Fur
Patienten, bei denen eine komplette Koloskopie nicht moglich ist oder die eine
Koloskopie ablehnen, kann die CT-Koloskopie angeboten werden (S3-Leitlinie

kolorektales Karzinom 2017).

1.5 Diagnostik und Screening

Die Koloskopie stellt den Goldstandard in der Diagnostik dar, da sie die hochste
Sensitivitat und Spezifitat besitzt (Haan et al. 2011). Ein Qualitatsmerkmal hierfur ist die
Adenom-Detektionsrate (ADR). Diese assoziierte die Adenom-Detektionsrate mit dem
Risiko Diagnose eines KRK fir den Zeitraum zwischen 6 Monaten und 10 Jahren nach
Koloskopie sowie mit der KRK-bedingten Mortalitat (Corley et al. 2014; Kaminski et al.
2010). Sie ist abhangig vom Untersucher und schwankt zwischen 7,4 und 52,2 %
(Corley et al. 2014). Die ADR ist ein Outcome-Parameter der Vorsorge-Koloskopie und
zeigt eine nahezu lineare negative Korrelation mit Intervallkarzinomen (S3-Leitlinie
kolorektales Karzinom 2017; Aranda-Hernandez et al. 2016). Intervallkarzinome ent-
stehen meist aus bei der Koloskopie Ubersehenen Lasionen, bei unvollstandiger
Polypektomie oder aus schnell wachsenden de-novo-Karzinomen (Robertson et al.
2005). In diesen fanden sich zudem auch haufiger Defekte in DNA-Reparatur-Genen
(30,4 5 vs. 10,3 %) (Sawhney et al. 2006). Die Zahl der Ubersehenen Karzinome wird
auf 1 — 6 % beziffert (Pabby et al. 2005; Hosokawa et al. 2003; Bressler et al. 2004;
Leaper et al. 2004). In anderen grof3en Studien lag die Intervallkarzinomrate deutlich
niedriger bei 0,09 — 0,22 % (Kaminski et al. 2010; Corley et al. 2014). Die Ruckzugszeit
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ist ein weiterer Parameter. Der Grenzwert daflr lag bei 6 Minuten ab Erreichen des
Zokums. Bei Werten oberhalb stieg die Adenomrate nicht weiter an. Die Ruckzugszeit
konnte zudem nicht mit der ADR korreliert werden (Adler et al. 2013; Gellad et al. 2010;
Moritz et al. 2012).

Die CT-Kolonographie wird aufgrund der hohen Strahlenbelastung nicht grundsatzlich
empfohlen. Stenosierende Tumoren oder eine inkomplette Koloskopie stellen eine
Ausnahme dar (Spada et al. 2014). Eine Alternative ist die Kolon-Kapselendosono-
graphie. In einer vergleichenden Studie fand man mit der Kolonkapsel doppelt so viele
Adenome = 6 mm wie in der CT-Kolonographie (Spada et al. 2015). Sie zeigte fur Ade-
nome = 6 mm eine Sensitivitat von 81 % und eine Spezifitdt von 93 % (Rex et al. 2015).
In Bezug auf Probenentnahme und Polypektomie ist die Koloskopie der Kolon-Kapsel
dennoch Uberlegen, sodass keine Empfehlung ausgesprochen wird (S3-Leitlinie

kolorektales Karzinom 2017).

Die alleinige Sigmoidoskopie ist bei positivem FOBT oder Tumorverdacht nicht aus-
reichend (S3-Leitlinie kolorektales Karzinom 2017). Da sich 25 - 55 % der Neoplasien in
proximalen Darmabschnitten finden, wirden diese der Untersuchung entgehen
(Lieberman und Weiss 2001; Lin et al. 2005; Dodou und Winter 2012; S3-Leitlinie
kolorektales Karzinom 2017). Bei 30 - 46 % der Patienten mit proximalen fortgeschrit-
tenen Neoplasien im rechten Hemikolon konnten im Rektosigmoid keine Adenome nach-
gewiesen werden (Imperiale et al. 2000; Boroff et al. 2017). Da die Koloskopie in den
meisten Fallen nach entsprechender Vorbereitung durchfihrbar, meist erfolgreich und
zudem auch bei alteren Patienten mit geringen Nebenwirkungen assoziiert ist und einen
hohen diagnostischem Nutzen hat, sollte sie in moglichst jedem Fall durchgefuhrt wer-
den (Arora und Singh 2004; Karajeh et al. 2006; Jafri et al. 2010; Travis et al. 2012;
Khan et al. 2011). Bezlglich Darmvorbereitung und Sedierung sollte eine
Risikoabwagung erfolgen (Lim und Hong 2014; Lin 2014). Die alleinige Sigmoidoskopie

ist als Vorsorgeuntersuchung nicht geeignet (Schreuders et al. 2015).

Die Chromoendoskopie mit Methylenblau oder Indigokarmin ist ein Verfahren zur bes-
seren Kontrastierung verdachtiger, vor allem flacher und eingesunkener Lasionen
(Kiesslich et al. 2001; Eisen et al. 2002; Tsuda et al. 2002, 2002; Eisen et al. 2002). Es
liegen Hinweise fir eine Erhdhung der Detektionsrate neoplastischer Lasionen bei
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Colitis ulcerosa- und HNPCC-Patienten vor, allerdings konnte kein Effekt auf das Ge-
samt-Outcome nachgewiesen werden (Kiesslich et al. 2003; Rahmi et al. 2015; lannone
et al. 2017, 2017; Rahmi et al. 2015).

1.6 Anatomische Gegebenheiten

Das Kolon ist etwa 90 cm lang. Im rechten Abdomen liegt der Zokalpol, der terminales
lleum mit dem Zokum verbindet. Darauf folgt das Colon ascendens, das bis zur rechten
Kolonflexur reicht. Das Colon transversum reicht von der rechten bis zur linken Kolon-
flexur und ist etwa 20 — 40 cm lang. Dem Colon transversum schlielen sich analwarts
das Colon descendens und das Colon sigmoideum an. Der untere Abschnitt des Colon
sigmoideum sowie das sich anschliefende Rektum liegen retroperitoneal, wahrend die

Ubrigen Abschnitte des Kolons intraperitoneal liegen (Prinz 2012).

Die Haufigkeit des KRK nimmt nach distal zu. Etwa 50 % befinden sich im Rektum, 25
% im Colon sigmoideum, 12,5 % im Zékum und 12,5 % in Ubrigen Lokalisationen.
(Remmele et al. 2013).

1.7. TNM-Klassifikation beim Kolonkarzinom

Die Einteilung kolorektaler Karzinome erfolgt anhand der TNM-Klassifikation (Tab. 1).
Die UICC-Einteilung fasst die Kriterien in Stadien zusammen (Tab. 2) (Wittekind 2020).
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Tab. 1: TNM-Klassifikation (UICC, 2010)(Wittekind 2020)

T - Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fr Primartumor

Tis Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria

T Submukosa

T2 Muscularis propria

T3 Subserosa, nicht peritonealisiertes perikolisches/perirektales Gewebe
T4a Viszerales Peritoneum

T4b Andere Organe oder Strukturen

N — Regionare Lymphknoten

NX Regionare LK kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionare Lmyphknotenmetastasen (LK)*)

N1a Metastase in 1 regionarem LK

N1b Metastase in 2 -3 regionaren LK

N1c Tumorknotchen [=Satellit(en)] im Fettgewebe der Subserosa oder

perikolischen/-rektalen Fettgewebe ohne regionare LK

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren LK
N2a Metastasen in 4 — 6 regionaren LK
N2b Metastasen in = 7 regionaren LK

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen (M)
M1a Fernmetastasen in 1 Organ (Leber, Lunge, Ovar, nichtregionare LK),
ohne Peritonealmetastasen

M1b Fernmetastasen in mehr als 1 Organ oder Peritoneum

*) Es sollten mindestens 12 Lymphknoten untersucht werden, um den

Lymphknotenstatus sicher zu bestimmen.
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Tab. 2: UICC-Stadien (Wittekind 2020)

Stadium ||Primartumor |Lymphknotenstatus ||[Fernmetastasen

0 Tis NO MO

0 Tis (LAMN*) [INO MO

I T1, T2 NO MO

A T3 NO MO

1IB T4a NO MO

lIC T4b NO MO

A T1, T2 N1 MO

B T3, T4 N1 MO

lc Jedes T N2 MO

IVA Jedes T NO Mla GO
Jedes T NO M1b G1

VB Jedes T Jedes N M1b G2, G3, GX

IVC Jedes T Jedes N Mlc Jeder G

*niedrigmaligne muzindse Neoplasie der Appendix (LAMN)

Prognose und Therapie richten sich nach Tumordifferenzierung, lokaler Invasion und

Lymphknotenmetastasierung. Die Klassifikationen werden zur Einsortierung heran-

gezogen (Schumpelick et al. 2010).

1.8 PSMA allgemein

Das prostate specific membrane antigen (PSMA), auch bekannt als Glutamatcarboxy-

peptidase I, N-Acetyl-a-verknUpfte saure Dipeptidase | (NAALADase) oder Folat-Hydro-

lase, ist ein 100kDa grof3es Typ Il Transmembran-Glykoprotein, das sowohl intra- als

auch extrazellulare Proteindomanen tragt. Es ist eines der am besten etablierten Ziel-

antigene in Prostatakarzinomen, da es in allen Tumorstadien auf der Oberflache der
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Tumorzellen exprimiert wird (Heitkotter et al. 2017; Troyer et al. 1995; Afshar-Oromieh et
al. 2016). Das PSMA-Gen wurde urspringlich aus der LNCaP-Zelllinie (lymph node
carcinoma of the prostate), einer humanen Prostatazelllinie, kloniert. PSMA wird aber
auch in normalem Prostatagewebe und anderen Geweben wie in Kolonkarzinomgewebe
exprimiert (Silver et al. 1997; Heston 1996). In normalen Prostatazellen befindet es sich
im Zytosol, beim Prostatakarzinom wird es als membrangebundenes Protein exprimiert
(Afshar-Oromieh et al. 2016). PSMA-Expression wurde zudem im Endothel tumor-
assoziierter Neovaskularisation solider Tumoren nachgewiesen (Chang et al. 1999a;
Chang et al. 1999b; Wang et al. 2015). Das prostate-specific membrane antigen hat
sowohl die Eigenschaften einer Folat-Hydrolase als auch die einer Neuro-Carboxy-
peptidase, sodass ein Einfluss auf die neuroendokrine Regulation des Prostatawachs-

tums und der Zelldifferenzierung angenommen wird (Heston 1996).

1.9 PSMA in der nuklearmedizinischen Diagnostik

Der erste monoklonale Antikorper, 7E11-C5.3, aus der LNCaP-Zelllinie, wurde spater mit
Diethyltriaminpentaessigsaure konjugiert und radioaktiv mit ""'In markiert. Dieser Anti-
korper fand Verwendung in der planaren und Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT)-Bildgebung ("'In-capromab pendetide; ProstaScint; Aytu
BioScience, Inc.). Capromab pendetide bindet an ein intrazellulares PSMA-Epitop, so
dass der Antikorper nur an fixierten oder nekrotischen, jedoch nicht an intakten, vitalen
Zellen binden kann (Troyer et al. 1997). Bei Patienten mit hohem Metastasierungsrisiko
betrug die Sensitivitat 77% und die Spezifitdt 86%. Weitere Studien erbrachten
schlechtere Ergebnisse. So lag die Sensitivitat bei Lokalbefunden bei 67%, fur die
Erkennung extraprostatischer Erkrankung nur bei 10% (Schuster et al. 2013). Der
Misserfolg wurde der Problematik des Erreichens eines intrazellularen Epitops und der
schlechten Pharmakokinetik zugeschrieben (Wilkinson und Chodak 2004).

Der monoklonale Antikérper J591 konnte an eine extrazellulare PSMA-Domane binden
und war somit in der Lage, an vitale Tumorzellen zu binden. Zunachst wurde das Chelat
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid (DOTA) mit dem humani-

sierten monoklonalen Antikérper J591 konjugiert (huJ591) sowie mit "'In markiert und
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in Bildgebungsstudien verwendet. Anschlie®end wurden flr die radioaktive Markierung
%Y und ""Lu verwendet und in der PSMA-targeted Radiotherapie bei metastasiertem
Prostatakarzinom untersucht. Planare und SPECT-Bildgebungsstudien mit ""'In- und
""Lu-DOTA-huJ591 zeigten eine exakte Detektion von Prostatakarzinom-Metastasen in
Knochen und Weichgeweben sowie in Tumorneovaskularisation solider Tumoren
(Vallabhajosula et al. 2005; Bander et al. 2005).

Eine radioaktive Markierung von hudJ591 mit 897r fur Positron-Emissions-Tomographie
(PET)-Bildgebungsstudien erbrachte eine sehr gute Tumorlokalisation sowie eine Kor-
relation zum Krankheitsstadium. Ein Nachteil der 89Zr-Deferoxamin-~1591-PET-BiIdge-
bung ist die 5-7 —tagige Wartezeit zwischen Injektion und Bildgebung. Diese entsteht
durch die lange Weichgewebs-Clearance des Antikdrpers. AuRerdem konnte %9Zr-
Deferoxamin-J591 ebenfalls in entzindlichem Gewebe sowie bei benigner Prostata-
hypertrophie nachgewiesen werden (Osborne et al. 2014). Einschrankungen dieser
Methode sind lange Plasma-Halbwertszeiten der radioaktiv markierten Antikorper, die zu
einer erst mit Verzdégerung stattfindenden Bildgebung fihrt, schlechte Tumorpenetrier-
barkeit und unspezifische Reaktionen, die mit intakten Antikérpern assoziiert sind.
Zudem sind Radionuklide mit langen Halbwertszeiten erforderlich, daher ist 8Zr mit
einer Halbwertszeit von 78,41 Stunden und im Vergleich zu anderen Radionukliden mit
kirzerer Halbwertszeit, hohen Strahlungsdosis flir wiederholte Untersuchungen nicht

geeignet (Afshar-Oromieh et al. 2016).

Bereits frihe Arbeiten identifizierten niedermolekulare Inhibitoren des Enzyms N-Acetyl-
aspartylglutamatpeptidase oder NAALADase (Jackson et al. 1996). Dank der Identi-
fizierung homologer Strukturen und Funktionen zwischen NAALADase und PSMA konn-
ten diese kleinen Molekule zur Bildgebung und Behandlung von Prostatakarzinomen
mittels PSMA-targeting genutzt werden (Tiffany et al. 1999). Schon langer wird an
PSMA-Liganden auf Basis niedermolekularer Inhibitoren — urspringlich zur Inhibierung
neuronaler NAALADase - gearbeitet und kontinuierlich fur die Anwendung in der Bild-
gebung und die Therapie von Prostatakarzinomen weiterentwickelt (Jackson et al. 1996;
Kozikowski et al. 2001; Pomper et al. 2002; Kozikowski et al. 2004; Maresca et al. 2009;
Foss et al. 2005; Banerjee et al. 2010; Hillier et al. 2011). Die ersten niedermolekularen
PSMA-Inhibitoren wurden 2008 in die Klinik eingefihrt. Durch die Kopplung des
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spezifisch bindenden Motives Glutamat-Harnstoff-Lysin mit den Liganden '%3-MIP-1072
und '?®-MIP-1095 entstanden neue Radioliganden. Bei Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom konnten in SPECT und CT mittels dieser Liganden Lasionen des
Prostatakarzinoms in Weichgewebe, Knochen und im Prostatabett bereits nach einer
Stunde nachgewiesen werden. Spatere Aufnahmen zeigten jedoch einen hdheren
Kontrast der Lasionen (Barrett et al. 2013). Die MIP-Aufnahme im Tumor war direkt
proportional zur Tumormasse (Hillier et al. 2011). PET-Studien mit '2*-MIP-1095 zeigten
eine hohe Akkumulation in Tumorlasionen, einen sehr guten Kontrast und eine gunstige
Dosimetrie. Bei den meisten Patienten zeigte diese erste Anwendung von
niedermolekularen PSMA-Inhibitoren eine langanhaltende Tracerakkumulation in Tumor-
lasionen und ein therapeutisches Ansprechen auf den PSA-Spiegel sowie eine Reduk-
tion der Schmerzsymptome (Afshar-Oromieh et al. 2016). Aufgrund der verbreiteten Ver-
wendung von *"Tc wurden die **"Tc-basiertes PSMA-Liganden MIP-1404 und MIP-
1405 entwickelt (Hillier et al. 2013; Lu et al. 2013). Bei Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom korrelierten die Lokalisationen mit Lasionen in Knochen und Weich-
geweben konventioneller Rontgenaufnahmen (Vallabhajosula et al. 2014). Bei Patien-
ten, die sich einer Prostatektomie unterzogen und steigende PSA-Spiegel hatten, konn-
ten Metastasen in der PSMA-Bildgebung mit *™Tc-MIP-1404 haufiger und friiher detek-
tiert werden. Somit konnte die Krankheitsprogression friher diagnostiziert werden als
bei konventionellen Aufnahmen. Zusatzlich konnte bei einigen Patienten eine signifi-
kante Aufnahme in Lymphknoten beobachtet werden, die kleiner als 10 mm waren und
in CT und MRT als insuspekt beurteilt wurden. 2015 starteten klinische SPECT-Tracer-
99MTc-MIP-1404-Studien mit dem PSMA Ligand. PET/CT mit **Ga-PSMA-11 wird
routinemaRig eine Stunde nach Injektion durchgefihrt. Auch hier zeigen spatere
Aufnahmen einen héheren Kontrast und einen starkere Aufnahme. Diese Eigenschaft ist
hilfreich zur Abklarung unklarer Lasionen. Vor allem bei Patienten mit niedrigen PSA-
Werten und hohem Gleason-Score war ¥Ga-PSMA-11 gegeniiber Cholin-PET-CT signi-
fikant Uberlegen(Afshar-Oromieh et al. 2016). Auch fur die Endoradiotherapie ist der
PSMA-Rezeptor geeignet. Bei einer Studie mit "*'-MIP-1095 sanken bei 60,7% der
Patienten die PSA-Spiegel um mindestens 50% (Afshar-Oromieh et al. 2016). Seit 2013
wird """Lu-PSMA-617 zunehmend zur Radioligand-Therapie bei metastasiertem Prosta-

takarzinom eingesetzt. Eine Ansprechrate von 70-80% wurde bei Patienten, die 3 Zyklen
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""Lu-PSMA-617 erhielten, beobachtet (Delker et al. 2016; Kratochwil et al. 2015;
Kratochwil et al. 2016; Soydal et al. 2016; Schlenkhoff et al. 2016; Ahmadzadehfar et al.
2016).

1.10 PSMA in Tumorendothelien

Die Expression des PSMA-Molekils wurde auch in anderen Geweben nachgewiesen,
dazu gehoren Dunndarm, Gehirn, Duodenalschleimhaut, Zellen proximaler Nierentubuli,
Speichel- und Tranendrisen sowie neuroendokrine Zellen in Kolonkrypten. In allen an-
deren Geweben, inklusive GroR3hirnrinde und Kleinhirn, konnte PSMA nicht nach-
gewiesen werden. 33 von 35 primaren Adenokarzinomen der Prostata, 7 von 8 Lymph-
knotenmetastasen und 8 von 18 in Knochen metastasierte Prostatakarzinome zeigten
eine PSMA-Expression. Bei allen anderen untersuchten nichtprostatischen Primar-
tumoren war keine PSMA-Expression nachweisbar. Es zeigte sich jedoch ein Nachweis
in Kapillarendothelzellen in peritumoralen und endotumoralen Bereichen von Nierenzell-
karzinomen und Kolonkarzinomen sowie in weiteren soliden Tumoren. Es wird ange-
nommen, dass die beobachtete Abnahme der PSMA-Reaktion bei fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen mit dem Grad der Tumordifferenzierung und die Neoexpression von
PSMA in Kapillarendothelzellen mit der Tumorangiogenese zusammenhangt (Silver et
al. 1997). Im Prostatakarzinom wurden von allen Tumoren vergleichsweise hohe
PSMA-Konzentrationen nachgewiesen. Untersuchungen ergaben eine 100- bis 1000-
fache Erhéhung der PSMA-Expression in Adenokarzinomen der Prostata im Vergleich
zu benigenem Prostatagewebe (Silver et al. 1997; Minner et al. 2011; Jones et al. 2020).
Aktuellere Studien zeigen, dass die PSMA-Expression in Patienten mit dedifferenzierten,
metastasierten oder hormonrefraktaren Tumoren erhoéht war, somit hat das PSMA-Ex-
pressionsniveau einen prognostischen Wert fur den Krankheitsverlauf (Garcia, JR et al.
2018; Jones et al. 2020). Es zeigte sich zudem, dass die PSMA-Expression mit einem
signifikanten Anstieg des PSA-Rezidivs bei Prostatakarzinomen korreliert ist (Perner et
al. 2007). Huber et al. untersuchten systematisch 28 multivariate prognostische Marker
fur das primare Prostatakarzinom, die auf Basis einer PubMed-Recherche ausgewahlt
wurden, hierunter PSMA. Diese wurden an einer Kohorte von 238 Patienten nach radi-

kaler Prostatektomie und vorhandenen Follow-up-Daten validiert. PSMA stellte sich als
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einer der nur vier Marker heraus, die als unabhangig prognostisch fur ein PSA-Progress

nach radikaler Prostatektomie verifiziert werden konnten (Huber et al. 2015).

Bei Patientinnen mit Brustkrebs zeigten in einer Studie der Pathologie des Universitats-
klinikums Bonn (UKB) 60% eine PSMA-Positivitat in Tumorgefallen. Es konnte eine
hohe vaskulare PSMA-Expression bei hdherem Tumorgrad, nicht-spezifischem Subtyp
(NST-Typ), Hormonrezeptor-negativen, Her2-positiven und Tripel-negativen Tumoren
beobachtet werden. Eine negative Korrelation konnte zwischen vaskularer PSMA-Ex-
pression und Hormonrezeptor-Expression des Tumors gezeigt werden. Beim ersten Ver-
such mit [177Lu]Lu-PSMA im Sinne eines individuellen Heilversuchs bei einer Patientin
mit metastasiertem Mammakarzinom kam es jedoch unter Therapie zu einem Krank-

heitsprogress (Tolkach et al. 2018).

In weiteren Studien konnte eine PSMA-Expression in primaren Adenokarzinomen des
Magens und des kolorektalen Karzinoms nachgewiesen werden. PSMA-Expression in
tumorassoziierter Neovaskularisation konnte bei 66% der Magen- und 85% der kolo-
rektalen Karzinome gezeigt werden, dartber hinaus in 84% der Neovaskularisation von
Leber- und 89% von Lymphknotenmetastasen des kolorektalen Karzinoms. Es zeigte
sich zudem flr héhergradige KRK ein Trend zu héherer PSMA-Expression. Ein Zu-
sammenhang zwischen Gesamtiiberleben oder krankheitsfreiem Uberleben konnte nicht
hergestellt werden (Haffner et al. 2009). Des Weiteren wurde die Rolle von PSMA in der
Angiogenese bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) beschrieben. In 49%
der Falle wurde eine starke neovaskuldre PSMA-Expression gefunden, vor allem in
Fruhstadien des NSCLC; im Tumor selbst lag die Expression bei nur 6% (Wang et al.
2015). Ebenso findet man neovaskulare PSMA-Expression in Schilddrisenkarzinomen.
Hier zeigte sich eine hohe PSMA-Expression vor allem in schlecht differenzierten und
anaplastischen Schilddrisenkarzinomen, eine geringe Expression fand sich allerdings
auch in benignen Formen wie dem follikularen Adenom (Heitkotter et al. 2018). Weitere
Arbeiten aus der Pathologie des UKB belegten eine tumorvaskulare PSMA-Positivitat in
Nierenzellkarzinomen und Hepatozellularen Karzinomen (Spatz et al. 2018). Bei der
Untersuchung von Weichgewebstumoren zeigte sich eine starke neovaskulare PSMA-
Expression in pleomorphen Liposarkomen, Rhabdomyosarkomen, Leiomyosarkomen,

Angiosarkomen, malignen Tumoren der peripheren Nerven (MPNST), synovialen Sar-
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komen und undifferenzierten Sarkomen. In einem Fall eines Rhabdomyosarkoms konnte
dariber hinaus eine zytoplasmatische PSMA-Expression nachgewiesen werden
(Heitkotter et al. 2017).

1.11 Fragestellung

Die Expression von PSMA wurde bereits in Endothelien zahlreicher Tumoren nachge-
wiesen und konnte daher ein geeignetes Zielmolekul fur eine Therapie mit radioaktiven
Tracern sein. Die Datenlage zum Kolorektalen Karzinom war bislang noch dinn. Ziel
dieser Arbeit war daher eine detaillierte Analyse der PSMA-Expression in Tumorepi-
thelien und Tumorgefallendothelien an einer kliniko-pathologisch charakterisierten Ko-
horte kolorektaler Karzinome (N=243) und die Klarung der Pravalenz positiver Falle, der
Assoziation mit dem Tumorstadium, dem Tumorgrad sowie der prognostischen
Bedeutung von PSMA im KRK.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl

Untersucht wurde formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes Resektionsmaterial von
Patienten, bei denen im Zeitraum zwischen 1993 und 2011 ein KRK diagnostiziert
wurde. Die Liestal-Kohorte besteht aus 471 Patienten und stammt aus dem Institut fur
Pathologie des Kantonspitals Liestal in der Schweiz. Sie beinhaltet Material von 11
Patienten mit synchronen KRK, bei denen zum gleichen Zeitpunkt an verschiedenen
Lokalisationen des Colons Adenokarzinome diagnostiziert wurden (Riener et al. 2014,
Mertz et al. 2016). Die pathologische Diagnose erfolgte gemalf} den Richtlinien der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO). Patienten mit initialer multimodaler Therapie wurden

ausgeschlossen.

2.2 Histologische Methoden
2.2.1 Probengewinnung

Das Gewebe wurde flr die histologische Untersuchung im Institut fir Pathologie des
Kantonspitals Liestal (CH) fixiert und konserviert. AnschlieRend wurden die Gewebe-

proben in Paraffin gegossen und zur Herstellung des TMA verwendet.

2.2.2 Herstellung des TMA

Alle Tumoren wurden von mindestens zwei Facharzten fur Pathologie (K.D.M., T.T.,
G.C., AW.) anhand der WHO-Kriterien reevaluiert.

Geeignete Bereiche fur die Probengewinnung wurden vor der Enthahme anhand eines
Hamatoxylin-Eosin-Praparates (HE) dieses Blockes bestimmt und markiert. Anschliel3-
end wurde dieser aus dem Paraffinblock ausgestanzt und in den Empfangerblock einge-
fugt. Zum Ausstanzen wurde ein Gewebe-Arrayer von Beecher Instruments (Woodland,
USA) mit einem Stanzdurchmesser von 0,6 mm verwendet. Die so erhaltenen

Gewebezylinder werden in einem gemeinsamen Mikroarray zusammengefligt. Bei
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Anfertigung einzelner Schnittpraparate wird in regelmaRigen Abstanden eine Ubersichts-
farbung mit Hamatoxylin und Eosin (Schema Tab. 3) angefertigt, um sicherzustellen,
dass das Gewebe Tumorzellen enthalt (Kristiansen et al. 2003). Ein Stanzcore ent-

spricht einem Kolonkarzinomfall.

Tab. 3: Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung)

Reagenzien Produkt Inkubationszeit Ziel
Xylol AppliChem, 10 Minuten Paraffinentfernung
Barcelona, Spanien
Ethanol 96% Merck KGaA, | 2 Minuten
Ethanol 96 % Darmstadt, 2 Minuten
Ethanol 80 % Deutschland 2 Minuten Wasserung der
Ethanol 70 % 2 Minuten Schnitte
Aqua dest. AppliChem, 2 Minuten
Barcelona, Spanien
Weigert's Morphisto GmbH, | 10 Minuten Kernfarbung (saure
Haematoxylin Frankfurt am Main, Bestandteile)

Deutschland

Leitungswasser 5 Minuten Blauen der Kerne
durch pH-Wechsel
Eosin Eosin Yellow, Merck | 2 Minuten Farbung der
KGaA, Darmstadt, zytoplasmatischen
Deutschland Gewebeanteile
Leitungswasser mehrmaliges Entfernung
Spulen Farbreste
Ethanol 96 % Merck KGaA, | 2 Minuten Entwasserung der
Ethanol 96 % Frankfurt am Main, | 2 Minuten Schnitte

Deutschland

Xylol AppliChem, 10 Minuten Fixierung
Barcelona, Spanien
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Reagenzien Produkt Inkubationszeit Ziel
Eindeckmedium Leica LEIC811, Leica Eindecken der
Pertex Microsystems Schnitte

GmbH, Wetzlar,

Deutschland

2.2.3 Immunhistochemie

Die TMAs wurden sowohl mit einem Antikérper gegen das Prostate Specific Membrane
Antigen (PSMA) als auch gegen CD34 gefarbt. Die immunhistochemischen Farbungen
wurden an 2-3 uym dicken, formolfixierten, paraffineingebetteten Schnitten auf Super
Frost Plus-Objekttragern mittels Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex-Methode (ABC-Me-
thode) im Autostainer der Firma Medac nach folgendem Farbeprotokoll (Tab. 4.) durch-

gefluhrt.

Tab. 4: Farbeprotokoll Immunhistochemie

Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Ziel

1 Stunde Trocknen der Schnitte im
Brutschrank bei 65°C

Modulpuffer pH 6 | Medac 20 Minuten Vorbehandlung,
PMB-1-250, Hitzedemaskierung im
Medac GmbH, PT-Modul, 99 °C
Wedel,
Deutschland

Waschpuffer Medac B1- Spulen
30A, Medac GmbH,
Wedel,

Deutschland
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Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Ziel
Aqua dest. AppliChem, Spulen
Barcelona, Spanien
Peroxidase Medac 925B-05, | 10 Minuten Blockierung endogener
Blocking Medac GmbH, Peroxidase zur
Wedel, Vermeidung
Deutschland unspezifischer
Hintergrundfarbung
Peroxidase Medac 925B-05, | 10 Minuten Blockierung endogener
Blocking Medac GmbH, Peroxidase zur
Wedel, Vermeidung
Deutschland unspezifischer
Hintergrundfarbung
Waschpuffer Medac B1- Spulen
30A,
Medac GmbH,
Wedel,
Deutschland
Primar-Ak:
CD34 Agilent M7165
Verdunnung 1:200 | 30 Minuten Spezifische Bindung an
PSMA Agilent 3620 das Antigen
Verdlinnung 1:500
Waschpuffer Medac B1- Spulen
30A, Medac GmbH,
Wedel,
Deutschland
Detektionssystem | Medac C-DPVB
500 HRP, Medac
Enhancer GmbH, Wedel, | 10 Minuten Signalverstarkung

Deutschland
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Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Ziel
Waschpuffer Medac B1- Spulen
30A, Medac

GmbH, Wedel,

Deutschland

Detektionssystem

Medac C-DPVB
500 HRP, Medac

HRP-Polymer GmbH,Wedel, 20 Minuten Bindung an Primar-Ak

Deutschland

Waschpuffer Medac B1- Spulen
30A, Medac
GmbH, Wedel,
Deutschland

Chromogen DAB | Medac 495192 F, | 8 Minuten Sichtbarmachung  des
Medac GmbH, Ag-Ak-Komplexes
Wedel,
Deutschland

Aqua dest. AppliChem, Spulen
Barcelona,
Spanien

Weigert’s Morphisto GmbH, | 3 Minuten Kernfarbung

Haematoxylin Frankfurt am Main,
Deutschland

Leitungswasser Blauen

Alkohol 96 % Merck KGaA, | 2 Minuten Entwasserung der
Darmstadt, Schnitte
Deutschland

Alkohol 96 % 2 Minuten

Xylol AppliChem, 10 Minunten Fixierung
Barcelona,

Spanien
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Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Ziel
Eindeckmedium LEIC811, Leica Eindecken der Schnitte
Pertex Micro-systems

GmbH, Wetzlar,

Deutschland
Reagenzien Produkt Inkubationszeit | Ziel
Alkohol 96 % Merck KGaA, | 2 Minuten Entwasserung der
Alkohol 96 % Darmstadt, 2 Minuten Schnitte

Deutschland
Xylol AppliChem, 10 Minunten Fixierung

Barcelona,

Spanien
Eindeckmedium Leica LEIC811, Eindecken der Schnitte
Pertex Leica

Microsystems
GmbH,

Deutschland

Wetzlar,

Bei dieser Methode entfallt das Entparaffinieren.

2.2.3.1 ABC-Methode

Die ABC-Methode ist eine einfache und sensitive Methode, um Antigene (Ag) in
formalinfixiertem Gewebe zu lokalisieren. Der Primar-Ak bindet spezifisch an das Ag und
lokalisiert es. Der zweite Ak ist an Biotin gekoppelt und bindet an den ersten. Das Detek-
tionssystem ist ein Komplex von Avidin und Biotin-gekoppelter Meerrettichperoxidase
(HRP). An unbesetzte Stellen des Avidin-Molekuls binden Biotin-Molekule des Sekun-

dar-Ak. Durch das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) werden Peroxidase und Antigen

sichtbar gemacht (Hsu et al. 1981a; Hsu et al. 1981b; Bratthauer 2010).
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2.2.3.2 CD34

CD34 ist ein 116kDa grofRes einkettiges Transmembran-Protein, das in Kapillarendo-
thelzellen, aber auch in unreifen hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen, em-

bryonalen Fibroblasten und in Gliazellen exprimiert wird.

Monoklonale Antikérper gegen CD34 werden in drei Klassen eingeteilt, die sich in der
Empfindlichkeit der entsprechenden CD34-Epitope auf den Abbau durch spezifische
Enzyme unterscheiden. Der eingesetzte CD34-Antikorper ist ein monoklonaler muriner
Anti-Human CD34 Klasse ll-Antikorper, der durch das Institut fur Pathologie des Uni-
versitatsklinikums Bonn validiert wurde. Der Klon QBEnd-10 erkennt ein CD34-Epitop,
das resistent gegen Neuraminidase ist und empfindlich auf Glykoprotease und Chymo-

papain reagiert (Simmons et al. 1992; Furness und McNagny 2006).

2.2.4 Bestimmung der PSMA-Positivitat

Die Endothelien der Gefalle in kolorektalen Karzinomen wurden nach der Farbung
mikroskopisch untersucht und die PSMA-Expression anhand einer Skala von 0 — 2+ be-
urteilt (Tab. 5). Aullerdem wurde die Anzahl der GefaRanschnitte mit PSMA-positiven
Endothelien gezahlt - Fotos zur Dokumentation wurden mithilfe des 3DHistech Pano-
ramic MIDI-Scanners angefertigt. Die Abb. 1 bis 3 zeigen beispielhaft Immunhisto-
chemien des TMA der Liestal-Kohorte fur PSMA-Negativitat, PSMA-Positivitat 1+ und
PSMA-Positivitat 2+.
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Abb. 1: Immunhistochemie fir PSMA-
Negativitat (Vergrolierung 100fach)
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Abb. 2: Immunhistochemie fir PSMA- Abb. 3: Immunhistochemie flir PSMA-
Positivitat 1+ (Vergrélerung 50fach) Positivitat 2+ (VergréRerung 100fach)

Zur Beurteilung wurde folgendes Schema verwendet:

Tab. 5: Beurteilungsskala Immunhistochemie

Score Farbeergebnis

0 negativ

1+ schwach positiv

2+ malfiggradig positiv

2.2.5 Bestimmung der CD34-Positivitat

Zur Beurteilung der Anzahl der Gefalke wurden die TMAs zusatzlich mit einem Anti-
korper gegen Endothelien (CD34) gefarbt (Abb. 4). Diese wurden ebenfalls
mikroskopisch untersucht und die Anzahl der vorhandenen Gefaldanschnitte ausgezahlt.

Auch hier erfolgte eine Fotodokumentation.
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Abb. 4: Immunhistochemie flir CD34-Positivitat (Vergrofierung 100fach)

2.2.6 Gerate
Zur Herstellung der Schnittpraparate wurden die in Tab. 6 genannten Gerate verwendet.

Tab. 6: Gerate

Autostainer 480S Medac
Mikrotom 1400 Leica
Brutschrank UM400 Memmert
PT-Modul Medac
Panoramic MIDI-Scanner 3D-Histech

2.2.7 Software

SPSS Statistics, Version 25

2.3 Statistische Analyse

Statistische Analysen zur Beurteilung diagnostischer und prognostischer Assoziationen

beinhalten die Anwendung des Chi>-Tests sowie der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse.
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3. Ergebnisse

In die Statistik eingeschlossen wurden alle Patienten mit Uberlebensdaten, welche eine
Mindestuberlebenszeit von vier Wochen nach der Operation aufwiesen. Das TNM-Sta-
dium musste vorhanden und der H-Score auswertbar sein. Das Durchschnittsalter der
diese Kriterien erflullenden 243 Patienten betrug 71 Jahre (Minimum 15 Jahre; Maximum
93 Jahre). Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit betrug 35 Monate (Minimum 1
Monat; Maximum 151 Monate).

Bei 67 KRK (28%) fand sich kein Nachweis von PSMA-positiven Tumorendothelien. 147
KRK (60%) wiesen eine schwache Expression der Tumorendothelien auf, wobei im
Durchschnitt 22% der Gefalte angefarbt wurden. Eine maRiggradige Expression fand
sich in 29 KRK (12%), bei denen im Durchschnitt 39% der Gefal’e angefarbt waren.
Eine starke PSMA-Expression der Tumorendothelien konnte nicht nachgewiesen

werden.

3.1 Uberlebenszeit

In der Kaplan Meier Analyse (Abb. 5) wiesen Patienten mit PSMA-negativen Tumoren
eine mittlere Uberlebenszeit von 64 Monaten (95% Konfidenzintervall 49-78 Monate)
auf. Patienten mit PSMA-positiven KRK dberlebten im Mittel 84 Monate (95%
Konfidenzintervall 72-96 Monate), wie Tab. 7 zu entnehmen ist .Diese Unterschiede

waren statistisch nicht signifikant (Log Rank test, p=0,285).

Tab. 7: Uberlebenszeit von PSMA-positiven und PSMA-negativen KRK

Mittelwert

95% Konfidenzintervall
Ergebnis Schétzer untere Grenze obere Grenze
PSMA negativ. 63,938 49,439 78,437
PSMA positiv 83,617 71,680 95,555

Gesamt 81,408 70,852 91,964
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Uberlebensfunktionen

0,87

0,44

Kum. Uberleben

0,29

0,0

Abb. 5: Kaplan-Meier-Kurve PSMA-positiv vs. PSMA-negativ

a0

T
100

Monate bis letzte Kontrolle oder Tot

3.2 Alter

—1PSMA positiv
~1 PSMA negativ
+ PSMA positiv zensiert
-~ PSMA negativ zensiert

Patienten, deren KRK PSMA-positive Tumorendothelien aufweisen, hatten ein Durch-

schnittsalter von 71 Jahren. Das Durchschnittsalter der Patienten der Gruppe mit PSMA-

negativen Tumorendothelien betrug 70 Jahre (Tab. 8). Zwischen den beiden Gruppen

fand sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,629).

Tab. 8: Alter der PSMA-positiven und PSMA-negativen KRK

OP Alter

PSMA negativ = PSMA positiv = fehlt

Mittelwert
70

Mittelwert

Mittelwert
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3.3 Geschlecht

Manner machten 60% (40 Falle) und Frauen 40% (27 Falle) des Patientenkollektivs mit
KRK und PSMA-negativen Tumorendothelien aus. Bei KRK mit PSMA-positiven Tumor-
endothelien betrug das Verhaltnis zwischen Mannern und Frauen 54% (95 Falle) zu
46% (81 Falle) (Tab. 9). Zwischen beiden Gruppen fand sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,422).

Tab. 9: Geschlechterverteilung

PSMA negativ | PSMA positiv = Gesamt

Geschlecht | Mannlich | 40 95 135
Weiblich | 27 81 108
Gesamt 67 176 243

Chi-Quadrat-Test

Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz (2- = Signifikanz (1-
Wert | df (zweiseitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat nach | ,644% 1 ,422
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 433 | 1 511
Likelihood-Quotient ,647 1 ,421
Exakter Test nach 471 , 256
Fisher
Zusammenhang linear- | ,641 1 ,423
mit-linear
Anzahl gultiger Falle 243

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 29,78.
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3.4 Topographie

Die Zahl der im Coecum loklisierten KRK mit PSMA-positiven Tumorendothelien lag bei
31 Fallen (79,5%), die der PSMA-negativen bei 8 Fallen (20,5%). Im Colon ascendens
betrug das Verhaltnis von KRK mit PSMA-positiven zu PSMA-negativen Tumorendo-
thelien 45 Falle (78,9%) zu 12 Fallen (21,1%), im Colons transversum bei 12 Fallen
(66,7%) zu 6 Fallen (33,3%), fur das Colon descendens lag das Verhaltnis bei 18 Fallen
(66,7%) zu 9 Fallen (33,3%). Das Verhaltnis zwischen KRK mit PSMA-positiven zu
PSMA-negativen Tumorendothelien betrug im Colon sigmoideum 51 Falle (66,2%) zu 26
Fallen 33,8%) und im Rektum 15 Falle (71,4%) zu 6 Fallen (28,6%), wie Tab. 10 zeigt.
Insgesamt zeigte sich im Bezug auf die Lokalisation der KRK kein signifikanter Unter-
schied in der Verteilung von PSMA-positiven und —negativen Tumorendothelien
(p=0,500).



Tab. 10: Topographie

Coecum

Colon

ascendens

Colon

transversum

Colon

descendens

Colon

sigmoideum

Rektum

Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von
TopoPras_zusammengelegt
Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von
TopoPras_zusammengelegt
Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von
TopoPras_zusammengelegt
Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von
TopoPras_zusammengelegt
Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von
TopoPras_zusammengelegt
Anzahl

erwartete Anzahl

% innerhalb von

TopoPras_zusammengelegt

PSMA negativ

8
10,9
20,5%

12
16,0
21,1%

5,0
33,3%

7,6
33,3%

26
21,6
33,8%

5,9
28,6%

PSMA positiv
31

28,1

79,5%

45
41,0
78,9%

12
13,0
66,7%

18
19,4
66,7%

51
55,4
66,2%

15
15,1
71,4%

Gesamt
39
39,0
100%

57
57,0
100%

18
18,0
100,0%

27
27,0
100,0%

77
77,0
100,0%

21
21,0
100,0%



41

Tab. 10 Topographie
Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Wert | df
Chi-Quadrat anch Pearson 43547 5
Likelihood-Quotient 4440 5

Zuammenhang linear-mit-linear = 3,002 | 1

Anzahl der gultigen Falle 239

,500

,488
,083

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 5,05.

3.5 Grading

Wie Tab. 11 zu entnehmen ist, waren 74,6% (135 Falle) der KRK mit PSMA-positiven
Tumorendothelien G1- und G2-Tumoren, die Zahl der PSMA-negativen lag bei 25,4%
(46 Falle). G3-Tumoren zeigten zu 66,7% (38 Falle) PSMA-positive und zu 33,3% (19

Falle) PSMA-negative Tumorendothelien. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied

(p=0,242).

Tab. 11: Grading der KRK mit PSMA-positiven im Vergleich zu PSMA-negativen

Tumorendothelien

Grading zwei G1 Anzahl
Gruppen 1&2vs. 3  und erwartete Anzahl
G2 % innerhalb von Grading
zwei Gruppen 1&2 vs. 3
G3 Anzahl
erwartete Anzahl
% innerhalb von Grading

zwei Gruppen 1&2 vs. 3

PSMA

negativ

46
49,4
25,4%

19
15,6
33,3%

PSMA

positiv
135
131,6
74,6%

38
41,4
66,7%

Gesamt

181
181,0
100,0%

57
57,0
100,0%
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Tab. 11: Grading der KRK mit PSMA-positiven im Vergleich zu PSMA-negativen

Tumorendothelien

Chi-Quadrat nach
Pearson
Kontinuitatskorrekturb
Likelihood-Quotient
Exakter Test nach
Fisher
Zusammenhang
linear-mit-linear
Anzahl der gultigen

Falle

Wert
1,369a

,999

1,332

1,364

238

Df

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische

Signifikanz
(zweiseitig)
,242

,317
,248

,243

Exakte
Signifikanz
(2-seitig)

,306

Exakte
Signifikanz
(1-seitig)

,159

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 15,75.

3.6 Lymphangiosis carcinomatosa

KRK der Patienten bei denen eine Lymphgefaliinvasion nachgewiesen werden konnte,
zeigten zu 62,5% (15 Falle) PSMA-positive und zu 37,5% PSMA-negative Tumorendo-
thelien. Im Patientenkollektiv ohne Nachweis von LymphgefaRinvasion lag das Verhalt-
nis von KRK mit PSMA-positiven zu PSMA-negativen Tumorendothelien bei 73,3% (159
Falle) zu 26,7% (58 Falle) (Tab. 12). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen

PSMA-positiven und —negativen KRK (p=0,264).
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Tab. 12: Lymphangiosis carcinomatosa

L Keine
Lymphgefallinvasion

Lymphgefallinvasion

Gesamt

Chi-Quadrat nach Pearson
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient
Exakter Test nach Fisher
Zusammenhang linear-mit-
linear

Anzahl der gultigen Falle

PSMA PSMA
negativ positiv
Anzahl 58 159
Erwartete 60,3 156,7
Anzahl
% innerhalb 26,7% 73,3%
von L
Anzahl 9 15
Erwartete 6,7 17,3
Anzahl
% innerhalb 37,5% 62,5%
von L
Anzahl 67 174
Erwartete 67,0 174,0
Anzahl
% innerhalb 27,8% 72,2%
von L
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte
Signifikanz Signifikanz
df (zweiseitig) (2-seitig)
1,249° 1 264
770 1 ,380
1,185 1 ,276
,336
1,244 1 ,265
241

Gesamt

217
217,0

100,0%

24
24,0

100,0%

241
2410

100,0%

Exakte
Signifikanz
(1-seitig)

,188

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 6,67.

3.7 Haemangiosis carcinomatosa

Tab. 13 zeigt, dass KRK der Patienten, die keine Veneninvasion aufwiesen, zu 75,9%
(154 Falle) PSMA-positive und zu 24,1% (49 Falle) PSMA-negative Tumorendothelien
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aufwiesen. Konnte eine Veneninvasion nachgewiesen werden, lag das Verhaltnis

zwischen KRK mit PSMA-positiven zu PSMA-negativen Tumorendothelien bei 52,6%

(20 Falle) zu 47,4% (18 Falle). Es fand sich eine reziproke und statistisch signifikante

Assoziation zwischen PSMA-Expression und V-Kategorie (p=0,003).

Tab. 13: Haemangiosis carcinomatosa

Veneninvasion V0 vs. V1/2 * positiv_negativ Kreuztabelle

Veneninvasion VO VO
vs. V1/2
V1
oder
V2
Gesamt

Chi-Quadrat nach Pearson
Kontinuitatskorrektur®
Likelihood-Quotient

Exakter Test nach Fisher

PSMA PSMA | Gesamt
negativ positiv
Anzahl 49 154 203
Erwartete Anzahl 56,4 146,6 203,0
% innerhalb von 24.1% 75,9% | 100,0%
Veneninvasion VO vs. V1/2
Standardisiertes Residuum -1,0 ,6
Anzahl 18 20 38
Erwartete Anzahl 10,6 27,4 38,0
% innerhalb von 47,4% 52,6%  100,0%
Veneninvasion VO vs. V1/2
Standardisiertes Residuum 2,3 -1,4
Anzahl 67 174 241
Erwartete Anzahl 67,0 174,0 241,0
% innerhalb von 27,8% 72,2% | 100,0%
Veneninvasion VO vs. V1/2
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz | Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
8,606° 1 ,003
7,487 1 ,006
7,936 1 ,005
,005 ,004



Zusammenhang linear-mit-linear 8,570

Anzahl der gultigen Falle 243

45

1

,003

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 10,56.

3.8 UICC-Stadium

Die KRK der Patienten, die ein UICC-Stadium | aufwiesen, zeigten zu 86,7% (26 Falle)
PSMA-positive und zu 13,3% (4 Falle) PSMA-negative Tumorendolien. Im UICC-Sta-
dium Il lag das Verhaltnis von PSMA-positiven zu —negativen bei 74,2% (72 Falle) zu
25,8% (25 Falle). Fur das UICC-Stadium Il lag es bei 63,5% (47 Falle) zu 36,5% (27
Falle) und fur Stadium 1V bei 72,4% 176 Falle) zu 27,6% 67 Falle) (Tab. 14). PSMA-

positive Kolonkarzinome sind etwas haufiger als erwartet in UICC-Stadium | anzutreffen

als PSMA-negative Kolonkarzinome. Die UICC-Stadien | und Il scheinen tendenziell

haufiger PSMA-positiv zu sein. Es findet sich jedoch kein signifikanter Unter-schied

(p=0,103).

Tab. 14: UICC-Stadium

uUiCC I

Gesamt

Anzahl

Erwartete Anzahl

% innerhalb von UICC
Anzahl

Erwartete Anzahl

% innerhalb von UICC
Anzanhl

Erwartete Anzahl

% innerhalb von UICC
Anzahl

Erwartete Anzahl

% innerhalb von UICC
Anzahl

Erwartete Anzahl

% innerhalb von UICC

PSMA

negativ

8,3
13,3%
25
26,7
25,8%
27
20,4
36,5%
11
11,6
26,2%
67
67,0
27,6%

PSMA positiv

26
21,7
86,7%
72
70,3
74,2%
47
53,6
63,5%
31
30,4
73,8%
176
176,0
72,4%

Gesamt

30

30,0
100,0%
97

97,0
100,0%
74

74,0
100,0%
42

42,0
100,0%
243
243,0
100,0%
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Tab. 14: UICC-Stadium
Chi-Quadrat-Tests
Wert | df | Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 6,188% 3 ,103
Likelihood-Quotient 6,502 3 ,090
Zusammenhang linear-mit-linear 2,297 1 ,130
Anzahl der gultigen Falle 243

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 8,27.

3.9 T-Stadium

Die Zahl der KRK im Stadium T1 zeigte ein Verhaltnis zwischen PSMA-positiven zu
PSMA-negativen Tumorendothelien von 71,4% (5 Falle) zu 28,6% (2 Falle). Im Stadium
T2 waren es 90% (27 Falle) PSMA-positive zu 10% (3 Falle) PSMA-negative. Fur das
Stadium T3 lag es bei 73% (108 Falle) zu 27% (22 Falle) und fur Stadium T4 bei 62,1%
(36 Falle) zu 37,9% (22 Falle) (Tab. 15). Es findet sich ein Trend zwischen PSMA-
positiven und —negativen Kolonkarzinomen und dem T-Stadium. Es zeigt sich, dass
PSMA-negative Kolonkarzinome seltener als erwartet im Stadium T2 vorkommen.
PSMA-negative Kolonkarzinome finden sich auf3erdem haufiger als erwartet im Stadium
T4. Innerhalb der T-Stadien der KRK zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
KRK mit PSMA-positiven und PSMA-negativen Tumorendothelien (p=0,51).
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Tab. 15: T-Stadium
PSMA negativ | PSMA positiv | Gesamt

T 1 Anzahl 2 5 7

Erwartete Anzahl 1,9 5.1 7.0

% innerhalb von T 28,6% 71,4% | 100,0%
Standardisiertes Residuum .1 ,0

2 | Anzahl 3 27 30

Erwartete Anzahl 8,3 21,7 30,0

% innerhalb von T 10,0% 90,0% | 100,0%
Standardisiertes Residuum -1,8 11

3  Anzahl 40 108 148

Erwartete Anzahl 40,8 170,2 148.,0

% innerhalb von T 27,0% 73,0% | 100,0%
Standardisiertes Residuum -1 .1

4  Anzahl 22 36 58

Erwartete Anzahl 16,0 42,0 58,0

% innerhalb von T 37,9% 62,7% | 100,0%
Standardisiertes Residuum 1,5 -9

Gesamt Anzahl 67 176 243

Erwartete Anzahl 67,0 176,0 243,0

% innerhalb von T 27,6% 72,4% | 100,0%

Chi-Quadrat-Tests
Wert | df Asymptomatische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 7,781 3 ,051
Likelihood-Quotient 8,592 3 ,035
Zusammenhang linear-mit-linear | 5,372 | 1 ,020
Anzahl der gultigen Falle 243

a. 1 Zelle (12,5%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,93.



3.10 N-Stadium

Wie Tab. 16 zu entnehmen ist, wiesen KRK im Stadium NO zu 76,6% (105 Falle) PSMA-
positive und zu 23,4% (32 Falle) PSMA-negative Tumorendothelien auf. Im Stadium N1
zeigte sich ein Verhaltnis von 72,1% (44 Falle) zu 27,9% (17 Falle). Fur KRK mit einem
N2-Stadium lag das Verhaltnis bei 60% (27 Falle) PSMA-positiv zu 40% (18 Falle)
PSMA-negativ. Es findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen PSMA-positiven
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und —negativen Kolonkarzinomen (p=0,095).

Tab. 16: N-Stadium

PSMA negativ | PSMA positiv

N 0 | Anzahl
Erwartete Anzahl
% innerhalb von N
1 Anzahl
Erwartete Anzahl
% innerhalb von N
2 | Anzahl
Erwartete Anzahl
% innerhalb von N
Gesamt Anzahl
Erwartete Anzahl

% innerhalb von N

Chi-Quadrat-Tests

32
37,8
23,4%
17
16,8
27,9
18
12,4
40,0%
67
67,0
27,6%

105
99,2
76,6%
44
44,2
72,1%
27
32,6
60,0%
176
176,0
72,4%

Gesamt
137
137,0
100,0%
61

61,0
100,0%
45

45,0
100,0%
243
243,0
100,0%

Wert | df Asymptomatische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 4,702°
Likelihood-Quotient 4,493
Zusammenhang linear-mit-linear 4,378

Anzahl der gultigen Falle 243

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 12,41.

2
2
1

,095
,106
,036
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3.11 M-Stadium

Ein MO-Stadium mit positiven PSMA-Tumorendothelien lag bei 145 Fallen (72,1%) und
PSMA-negative bei 56 Fallen (27,9%) vor. 31 Falle (73,8%) im Stadium M1 wiesen
PSMA-positive Tumorendothelien auf, PSMA-negative Tumorendothelien 11 Falle
(26,2%) (Tab. 17). Es findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen PSMA -

positiven und —negativen Kolonkarzinomen (p=0,826).

Tab. 17: M-Stadium
PSMA negativ | PSMA positiv | Gesamt

M MO  Anzahl 56 145 201
Erwartete Anzahl 55,4 145,6 201,0

% innerhalb von M 27,9% 72,1% | 100,0%

M1  Anzahl 1 31 42
Erwartete Anzahl 11,6 30,4 42,0

% innerhalb von M 26,2% 73,8% @ 100,0%

Gesamt Anzahl 67 176 243
Erwartete Anzahl 67,0 176,0 243,0

% innerhalb von M 27,6% 72,4% @ 100,0%

Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz | Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,0492 1 ,826

Kontinuitatskorrektur® ,001 1 , 976

Likelihood-Quotient ,049 1 ,825

Exakter Test nach Fisher 1,000 ,495
Zusammenhang linear-mit-linear ,048 1 ,826

Anzahl der gultigen Falle 243

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 11,58.
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3.12 PSMA an reprasentativen Dickdarmvollwandschnitten

Ein Vorteil der Gewebechip (englisch tissue micro array, TMA)-Technologie liegt in der
grolRen Zahl der Falle, die auf einem Objekttrager untersucht werden kénnen. Diese res-
sourcenschonende Methode hat sich daher als Standard in der Expressionsanalyse so-
lider Tumoren etabliert. Nachteilig ist jedoch, dass nur ein kleiner Ausschnitt jedes
einzelnen Tumors untersucht wird, da in unserem TMA nur eine einzelne Stanzbiopsie
pro Kolonkarzinom entnommen wurde. Dies kann zu sogenannten Biopsiefehlern (eng-
lisch sampling error) fuhren. Zur Beurteilung und Darstellung der Tumorheterogenitat
und um abschatzen zu koénnen, ob die am TMA gewonnenen Ergebnisse verall-
gemeinert werden kdnnen, wurden erganzend von vierzehn Kolonkarzinomen aus dem
Einsendegut des Institutes fur Pathologie PSMA und CD34 an reprasentativen Schnitten
der gesamten Dickdarmwand gefarbt. Die Abb. 6 bis 9 zeigen beispielhaft die
immunhistochemischen Farbungen aus der Liestal-Kohorte flir PSMA-Negativitat,
PSMA-Positivitat 1+, PSMA-Positivitat 2+ sowie PSMA-Positivitat 3+, Abb. 10 zeigt eine
immunhistochemische Farbung fur CD34-Positivitat.

In den Kolonkarzinomen fanden sich unregelmaRig verteilte PSMA-positive Gefale. Die
Verteilung der Intensitat war heterogen; in funf von 14 Kolonkarzinomen (36%) fanden
sich schwach, mafRig und stark angefarbte Endothelien. In sieben Kolonkarzinomen
(50%) zeigten sich nur in bis zu 2% der GefalRe PSMA-positive Endothelien. Aufgrund
der unregelmafligen Verteilung und der zum Teil geringen Anzahl PSMA-positiver
Gefalle besteht die Moglichkeit falsch negativer Ergebnisse im TMA. In sieben Kolon-
karzinomen (50%) fanden sich - unterschiedlich stark ausgepragt - im Bereich der In-
vasionsfront mehr PSMA-positive Endothelien als im Ubrigen Tumorgewebe. Diese
regionalen Unterschiede lassen sich durch eine TMA-basierte Untersuchung nicht mehr
erfassen, da die intratumorale Lokalisation des Tumorbiopsats (zentral, peripher) nicht
dokumentiert wurde. Im Umfeld nekrotischer Tumoranteile zeigten sich keine Unter-
schiede im Farbeverhalten, weshalb wahrscheinlich nicht von einem hypoxieabhangigen
Farbeverhalten auszugehen ist. Umschriebene Areale mit einem Tumorklon, welcher

einen hohen Anteil Gefalle mit PSMA-positiven Endothelien aufweist, fanden sich nicht.
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Peritumoral konnten zum Teil einzelne Gefalte mit PSMA-positiven Endothelien nach-
gewiesen werden. Im exakten Test nach Fisher konnte ein signifikanter Zusammenhang
(p=0,024) zwischen der Haufigkeit der PSMA-Expression in TMA-Stanzbiopsien und
Vollwandschnitten, mit einem kleinen Effekt im Phi-Koeffizienten (Wert: 0,143), ge-

funden werden.

Negativitat (VergroRerung 400-fach) Positivitat 1+ (Vergrélerung 400-fach

Abb. 8: Immunhistochemie fur Abb. 9: Immunhistochemie fir PSMA-
PSMA-Positivitat 2+ (VergroRerung 400- Positivitat 3+ (VergroRerung 400-fach)
fach)



Abb. 10: Immunhistochemie fiur CD34-
Positivitat (VergrolRerung 400-fach)
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4. Diskussion

Das kolorektale Karzinom zahlt mit einer Inzidenz von ca. 60.000 Neuerkrankungen pro
Jahr zu den haufigsten Tumorerkrankungen; es ist das dritthaufigste Karzinom des Man-
nes und das zweithaufigste der Frau. Es stehen derzeit zahlreiche Vorsorgeunter-
suchungen zur Verfugung — neben dem Goldstandard, der Koloskopie noch Fecal
Occult Blood Tests (FOBT), genetische Stuhltests, CT-Kolonographie, Kapselendosono-
graphie sowie Nachweis genetischer Veranderungen. Diese sind zum Teil aufwandig
oder kostenintensiv. Prognose und Therapie richten sich nach Tumordifferenzierung,
lokaler Invasion und Lymphknotenmetastasierung. Zielgerichtete Therapien (,targeted
therapies®) erganzen die klassischen Formen der Tumortherapiebausteine Chemo-
therapie, Strahlentherapie und Chirurgie. Das Interesse an einem Marker, der sowohl
der Prognoseabschatzung, der Auswahl einer geeigneten Therapie und als Angriffspunkt

fur targeted therapies dient, ist dementsprechend grof3.

Im Fokus der Forschung steht seit Langerem das Prostata-spezifische Membranantigen
PSMA. PSMA ist ein 100kDa grofes Typ ll-Transmembran-Glykoprotein. Funktionell
entspricht es einer Folat-Hydrolase und einer Neuro-Carboxypeptidase (Heston 1996;
Heitkotter et al. 2017). Es ist eines der am besten etablierten Zielantigene in Prostata-
karzinomen. Es wurde zunachst in Prostatagewebe sowie Prostatakarzinomgewebe
nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass die PSMA-Expression in Prostatakarzinom-
gewebe im Vergleich zu normalem Prostatagewebe stark erhdht sein kann. PSMA-
Expression wurde auch in anderen Geweben und tumorassoziierter Neovaskularisation
zahlreicher solider Tumoren nachgewiesen. Hierzu zahlen unter anderem Dunndarm,
Duodenalschleimhaut und neuroendokrine Zellen in Kolonkrypten, aber auch in
Karzinomgewebe wie im Kolonkarzinom (Silver et al. 1997; Chang et al. 1999a; Chang
et al. 1999b; Wang et al. 2015).

Die Vaskularisation eines Tumors spielt eine entscheidende Rolle fir das Tumorwachs-
tum sowie fur die Metastasierung. Selektive Inhibitoren tumorassoziierter Neovaskulari-
sation scheinen daher eine vielversprechende Therapieoption zu sein. Ziel ist es, eine
Struktur auf Oberflachen von Tumorgewebe oder tumorassoziierter Neovaskularisation

zu identifizieren, die als Angriffspunkt fur gezielte Tumortherapie genutzt werden kann.
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»1argetedtherapie” — die zielgerichtete Therapie — ist ein Therapiemodell, das sich
spezifische Eigenschaften von Tumorgewebe zunutze macht und diese Strukturen
gezielt angreift. In der Untersuchung weiterer Tumorentitdten auf ihre PSMA-Eigen-
schaften konnten sich weitere Therapiemdglichkeiten ergeben. Bisher ist dies jedoch flr

PSMA nur beim Prostatakarzinom gelungen.

PSMA wird bereits in der Nuklearmedizin als diagnostischer Marker bei Prostata-
karzinomen verwendet. Bei der [86Ga]PSMA-PET-CT-Diagnostik handelt es ich um eine
non-invasive, hochsensitive Methode zur Tumor- und Metastasenlokalisation (Garcia,
JR et al. 2018). Ein weiteres Einsatzgebiet der Radionuklidtherapie existiert fur die
Diagnostik neuroendokriner Tumoren mittels DOTATOC-PET-CT.

Die PSMA-Expression in KRK wurde bisher nur in einer kleinen Kohorte untersucht.
Haffner et al. untersuchten 130 Falle eines primaren kolorektalen Adenokarzinoms
sowie 24 Metastasen eines kolorektalen Adenokarzinoms. PSMA-positive Endothelien
konnten in 85% der KRK nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein Trend zur ver-
mehrten PSMA-Expression bei high-grade Tumoren, aul3erdem tendierten Manner zur
starkeren PSMA-Expression als Frauen. Wir analysierten die Gewebeproben von 243
Patienten mit kolorektalem Karzinom. Ubereinstimmend mit dieser Arbeit konnte in bei-
den Analysen keine Korrelation zwischen weiteren klinisch-pathologischen Parametern
festgestellt werden, auch ein Zusammenhang zwischen PSMA-Expression und krank-
heitsfreiem Intervall beziehungsweise Gesamtlberleben konnte nicht nachgewiesen
werden (Haffner et al. 2009).

In diese Untersuchung eingeschlossen wurde Resektionsmaterial von 471 Patienten der
Liestal-Kohorte mit diagnostiziertem KRK. Innerhalb der Kohorte konnten 11 Patienten
mit synchronem KRK identifiziert werden. Die Probengewinnung fand in einem Ent-
nahmezeitraum von 2003 bis 2011 statt. Patienten mit initialer multimodaler Therapie
wurde von der Untersuchung ausgeschlossen. Bei den eingeschlossenen Patienten er-
folgte die Diagnosestellung nach Richtlinien der WHO. Es konnte gezeigt werden, dass
PSMA-negative KRK' signifikant haufiger als erwartet eine Veneninvasion aufweisen
(p=0,003). KRK der Patienten, die eine Veneninvasion aufwiesen, zeigten zu 52,6% (20
Falle) PSMA-positive und zu 47,4% (18 Félle) PSMA-negative Tumorendothelien. Die
Untersuchung des T-Stadiums zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied be-
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zuglich der PSMA-Positivitat bzw. —Negativitat (p= 0,51). Es fand sich jedoch ein Trend,
so fanden sich PSMA-negative KRK seltener als erwartet im Stadium T2 und haufiger
als erwartet im Stadium T4. Bei keinem der weiteren untersuchten Parameter wie Alter,
Geschlecht, Topographie, Grading, Lymphangiosis, UICC-Stadium, M- oder N-Stadium
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen PSMA-positiven und —negativen KRK

festgestellt werden.

Die Hypothese, dass auch Tumorendothelien kolorektaler Karzinome eine PSMA-Ex-
pression aufweisen, konnte in dieser Studie bestatigt werden. Eine prognostische Be-

deutung wie bei anderen Tumorentitaten bestatigte sich hingegen nicht.

Kinoshita et al. fanden PSMA-positive Endothelien sowohl in benignem Gewebe von
Prostata, Niere, Blase, Hoden, Ovar, Eileiter, Leber, Osophagus, Nebenniere, Dinn-
darm, Dickdarm, Magen und Gehirn als auch in hyperplastischem Prostatagewebe,
Barrett-Osophagus und Tumoren von Prostata, Niere, Blase, Hoden, Osophagus,
Magen, Dinndarm, Dickdarm, Nebenniere und Lunge. Verglichen wurde jeweils benig-
nes Gewebe mit Tumorgewebe. Fur die Prostata zeigte sich im Vergleich zu normalem
Gewebe bei Tumorgewebe eine starkere Expression PSMA-positiver Endothelien in low-
grade Tumoren, in high-grade Tumoren eine geringere. Ahnliche Ergebnisse zeigten
sich im Tumorgewebe der Blase. Im Colon konnte eine schwache bis mittelgradige
PSMA-Expression sowohl in normalen Enterozyten sowie in Adenokarzinomen nach-
gewiesen werden allerdings wurden lediglich finf KRK und vier Proben von tumorfreiem

Kolongewebe untersucht. (Kinoshita et al. 2006).

Abdel-Hadi et. al untersuchten Resektionsmaterial von 100 Patienten mit KRK auf ihre
immunhistochemischen Eigenschaften in Bezug auf PSMA. In 75% der Falle konnten
PSMA-positive Endothelien in der Neovaskularisation nachgewiesen werden. Es zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen PSMA-positiven Endothelien und Fern-
metastasierung (p=0,0001) und Veneninvasion (p=0,0001). Fuir alle weiteren klinischen
Parameter wie Alter, Geschlecht, Gro3e und Lokalisation des Tumors, Morphologie,
histologischer Typ und Grad, lokale Ausdehnung des Tumors und Lymphknotenbefall
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede(Abdel-Hadi et al. 2014). Ubereinstimmend
mit dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den ubrigen kliniko-

pathologischen Parametern — ausgenommen Fernmetastasierung und Veneninvasion —
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festgestellt werden.

Tab. 18 zeigt einen Uberblick der bisher publizierten Daten zur immunhistochemisch
gesicherten PSMA-Expression bei KRK und anderen Tumorentitaten. Bisher handelt es
sich zum groRten Teil um kleine Fallzahlen, eine nahere Untersuchung ist Bestandteil
aktueller Forschung. Silver et al. untersuchten erstmals viele verschiedene, auch
normale Gewebe, auf ihre PSMA-Aktivitat. Auch in normalen Geweben, wenn auch in
wenigen, konnte eine PSMA-Expression nachgewiesen werden, hierzu gehéren neben
Prostatagewebe auch die duodenale Mucosa sowie Kolonkrypten. In dieser Arbeit wurde
keine PSMA-Expression in KRK festgestellt. Kinoshita et al. publizierten eine weitere
Ubersichtsarbeit mit der Zielsetzung, normale und maligne Gewebe auf ihre PSMA-
Aktivitat zu untersuchen. Sie kommt zu dem Schluss, dass PSMA ein weit verbreitetes
Protein ist. Ramanathan et al. beschaftigte sich mit der PSMA-Expression in primaren
und sekundaren Hirntumoren. Voraus gingen Arbeiten von Nomura et al. und Saffar et
al.,, die anhand von kleinen Fallzahlen die PSMA-Aktivitat in Gliomen und
Hirnmetastasen untersuchten. Saffar et al. konnten eine signifikant héhere PSMA-
Expression in low grade Gliomen nachweisen. Die Arbeit von Ramanathan et al. Um-
fasste 371 Falle von Glioblastomen sowie 52 Falle von Hirnmetastasen, deren Primarius
in der Lunge lag. In Gliomen war die vaskulare PSMA-Expression assoziiert mit einem
negativen Einfluss auf das Gesamtiberleben, in den Fallen von Hirnmetastasen aus
primaren Lungenkarzinomen war die PSMA-Expression assoziiert mit einer signifikant
schnelleren Metastasierung ins ZNS sowie der Tendenz zu negativem Einfluss auf das
Gesamtuberleben. Wernicke et. al untersuchten die PSMA-Expression bei Mamma-
karzinomen und zerebralen Metastasen eines Mammakarzinoms und konnten hier einen
Zusammenhang zwischen PSMA-Positivitdt und Uberlebenszeit bzw. Tumorgrofie
herstellen (Wernicke et al. 2014). Wang et. al untersuchten kleinzellige und nicht-
kleinzellige Lungenkarzinome auf ihre PSMA-Expression und konnten eine Korrelation
zwischen PSMA-Positivitdat und klinischem Stadium ableiten, fur weitere klinische
Parameter ergab sich — wie auch in dieser Arbeit — keine Korrelation (Wang et al. 2015).
Weitere Studien befassten sich mit der Untersuchung der PSMA-Expression in tumor-
assoziierter Neovaskularisation renaler Tumoren. Silver et al. hatten bereits 1997
publiziert, dass eine PSMA-Expression in Nierentubuli nachzuweisen war. Baccala et al.,
AlAhmadie et al. und Spatz et al. konnten dies auch fir renale Tumoren nachweisen.
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Fur Lungenkarzinome konnten Wang et al. eine Korrelation zwischen klinischem
Stadium und PSMA-Poisitivitat zeigen. Insgesamt zeigte sich - ahnlich wie in dieser
Arbeit - keine Korrelation zwischen weiteren klinischen Parametern und der PSMA-Ex-

pression.

Tab. 18: PSMA-Immunhistochemie in KRK und anderen Tumorentitaten anderer

Autoren
Autor/dJahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Abdel- KRK 100 75% Fernmetastasier-
e 0
Gefaldinvasion
geringer Prognose-
wert aufgrund ge-
ringer Fallzahl
(Kinoshita Prostata Ubersichtsarbeit,
et al. 2006) Normal 23 100% geringer
Karzinom 19 100% Prognosewert
Niere aufgrund geringer
Normal 22 100% Fallzahl

Nierenzellkarzinom (RCC)

Klarzelliges RCC 9 56%

Papillares RCC 2 100%

Chromophobes RCC 2 0%

Onkozytom 2 0%

Nephroblastom 3 0%
Blase

Normal 18 100%

Karzinom 21 86%
Testis

Normal 3 100%

Keimzelltumor 7 57%




58

Autor/Jahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Kinoshita Nebenniere
et al. 2006) Normal 100%
Ph&ochromozytom 0%
Nebennierenrindenadenom 100%
Ovar
Normal 5 100%
Karzinom 0%
Tuba uterina
Normal 1 100%
Mamma
Normal 100%
Duktales Karzinom 20%
Adenokarzinom 0%
Leber
Normal 2 100%
Osophagus
Normal 5 100%
Barrett-Osophagus 15 67%
Karzinom 9 45%
Magen
Normal 100%
Karzinom 100%
Dinndarm
Normal 5 100%
Adenokarzinom 100%
Colon
Normal 100%
Karzinom 100%
Lunge
Normal 0%
Karzinom 100%
Gehirn
normal 4 100%
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Autor/Jahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Tanjore Gliome astrozytaren Ursprungs | 371 Nicht explizit auf- | Korrelation
Ramanatha | Grad I: pilozystische geschlusselt zwischen vas-
n et al Astrozytome 41 kularer PSMA-Ex-
2020) Grad ll: diffuse pression und
Astrozytome 46 reduzierter  Uber-
Grad lll: anaplastische lebenszeit.
Astrozytome 25 Korrelation
Grad IV: Glioblastome zwischen PSMA-
259 Expression und
Primdres Lungenkarzinom mit erhdhtem  Risiko
zerebralen Metastasen 52 zur  Metastasier-
ung ins zentrale
Nervensystem und
Tendenz zu
reduzierter
Uberlebenszeit
(Silver et al. | Normale Gewebe nein
1997) Nieren
Glomeruli un- negativ
Tubuli bekannt | positiv
Blase
Ubergangsepithel negativ
Glatte Muskulatur negativ
Prostata
Epithel positiv negativ
Stroma negativ
Mamma negativ
Parotis negativ
Magen negativ
Duodenum positiv
(Silver et al. | lleum negativ
1997) Colon positiv
Leber negativ
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Autor/Jahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Silver et al. | Pankreas negativ
1997) Lymphknoten negativ
Knochenmark negativ
Haut negativ
Skelettmuskel negativ
Schilddrise negativ
Nebenniere
Rinde negativ
Mark negativ
Frontaler Cortex negativ
Kleinhirn negativ
Auge negativ
Peripheres Ganglion negativ
Karzinome
Primares Prostatakarzinom 35 0%
Prostatakarzinommetastasen
Lymphknoten 8 0%
Knochen 18 0%
Nierenzellkarzinom 17 47%
Ubergangsepithel 13 54%
Kolonkarzinom 19 16%
(Wernicke Mammakarzinome 92 74% Korrelation
et al. 2014) | Zerebrale Metastasen eines | 14 100% zwischen PSMA-
Mammakarzinoms Positivitat und
Uberlebenszeit
bzw. Tumorgréfie
Geringe  Fallzahl
daher geringer
prognostischer
Wert
(Wang et | Nicht-kleinzellige 87 85%
al. 2015) Lungenkarzinome
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Autor/Jahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Wang et | Kleinzelliges Lungenkarzinom 30 70% Korrelation
al. 2015) zwischen
klinischem Stadium
und PSMA-
Positivitat
Insgesamt  keine
Korrelation zu
klinischen
Parametern,
geringe Fallzahl
(Baccala et | Klarzelliges RCC 21 76%
al. 2007) Chromophobes RCC 16 31%
Onkozytom 19 53%
Ubergangsepithelkarzinom 14 21%
Papillares RCC 20 0%
Angiomyolipom der Niere 19 0%
(Al- Klarzelliges RCC 30 97%
Ahmadie et | Papillares RCC 15 73%
al. 2008) Chromophobes RCC 15 87%
Onkozytom 15 93%
(Spatz et| Klarzelliges RCC 228 100%
al. 2018) Papillares RCC 22 100%
Chromophobes RCC 7 100%
Onkoztytom 11 18%
(Nomura et | Glioblastom 19 100%
al. 2014) Zerebrale Metastasen eines 4 100%
Mammakarzinoms
(Saffar et | Gliome
al. 2018) Grad | 10 20%
Grad Il 26 0,4%
Grad Il 9 11%
Grad IV 27 41%
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Autor/Jahr | Gewebe Fallzahl | positive Gefalle Prognosewert
(Matsuda et | Gliome
al. 2018) Grad Il 7 14%

Grad lll 15 67%

Grad IV 41 98%
(Kasoha et | Mammakarzinom 68 46% kein prognostischer
al. 2017) Wert
(Schmidt et | NSCLC 275 49% kein prognostischer
al. 2017) Wert
(Wernicke Glioblastome 32 100% Geringe Fallzahl
et al. 2011)

Zur Beurteilung der PSMA-Expression wurden die Endothelien der Gefal3e in KRK nach
der ABC-Methode gefarbt und anschlieRend mikroskopisch untersucht. Die PSMA-Ex-
pression wurde anhand einer Skala von 0 — 2+ beurteilt. 1+ entsprach einer geringen,
2+ einer maldiggradigen und 0 keiner Anfarbung. Eine differenzierte Abgrenzung
zwischen leicht, mafiggradig erschien uns technisch schwierig und schwer reprodu-

zierbar, weshalb wird auf ein vereinfachtes Beurteilungsschema zurtickgegriffen haben.

Unseres Wissens, stellt diese Arbeit die bislang grofite Serie von KRK, die auf ihre
PSMA-Expression hin untersucht wurden, dar, welche zudem durch die Wahl deines
TMA als Untersuchungsmethode grundsatzlich einheitlichere Untersuchungsbeding-

ungen hatte.

Eine zu diskutierende Schwache unserer Methodik war die Art und Weise der TMA-
Konstruktion, in welcher jeder Tumor nur durch ein einzelnes Tumorbiopsat reprasentiert
war und daher nicht erlaubt, eine Aussage zur intratumoralen Heterogeneitat einer
Gewebeexpression zu machen. Durch den Einsatz des TMA kann zwar ein grund-
satzlicher Eindruck der PSMA-Positivitat gewonnen werden, um die Ergebnisse besser
verallgemeinern zu konnen, wurden daher von 14 Kolonkarzinomen aus dem Einsende-
gut des Institutes flr Pathologie des UKB PSMA und CD34 an reprasentativen Schnitten

der gesamten Dickdarmwand gefarbt. Hier fanden sich unregelmafig verteilte PSMA-
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positive Gefale, die Intensitat war heterogen. In 36% der Kolonkarzinome fanden sich
schwach, maRig oder stark angefarbte Endothelien. In 50% zeigten sich nur bis zu 2%
der GefalRe PSMA positiv. Aufgrund der unregelmafigen Verteilung ist ein falsch-nega-
tives Ergebnis im TMA mdglich. Aufgrund des Aufbaus des TMA mit nur einer Stanz-
biopsie pro Kolonkarzinom liefert die Untersuchung zwar einen Eindruck tUber PSMA-
Positivitat in Endothelien von Kolonkarzinomen, flir eine prazisere Analyse des Farbe-
verhaltens ware eine Untersuchung an Vollwandschnitten jedoch eher geeignet. Bei der
Halfte der untersuchten Vollwandschnitte der Kolonkarzinome fanden sich zudem - in
unterschiedlicher Auspragung - im Bereich der Invasionsfront mehr PSMA-positive
Endothelien als im Ubrigen Tumorgewebe. Diese regionalen Unterschiede lassen sich im
TMA nicht verallgemeinern. Peritumoral konnten zum Teil einzelne Gefalde mit PSMA-
positiven Endothelien nachgewiesen werden. Von einem hypoxieabhangigen Farbe-
verhalten kann auch nicht ausgegangen werden. Sonderformen von Kolonkarzinomen
sind in den TMA-Daten nicht vorhanden. Insgesamt gewinnt man in den Schnitt-
praparaten den Eindruck, dass gegenuber dem TMA ein geringerer Anteil von Gefallen
mit PSMA-positiven Endothelien vorlag, was aber eher Folge unterschiedlicher Fixation
und Prozessierung der Gewebe in unterschiedlichen Instituten ist und mutmafRlich nicht
im Zusammenhang mit der ProbengroRe steht. Im exakten Test nach Fisher konnte ein
signifikanter Zusammenhang (p=0,024) zwischen der Haufigkeit der PSMA-Expression
in TMA-Stanzbiopsien und Vollwandschnitten nachgewiesen werden. Wir gehen dabei
davon aus, dass weniger als erwartet PSMA-negative Kolonkarzinome in der Unter-
suchungsgruppe mit Vollwandschnitten gefunden wurden. Grinde fir diesen
Zusammenhang waren, dass sich in der Halfte der mit Vollwandschnitten untersuchten

Falle nur in bis zu 2% der GefalRe PSMA-positive Endothelien fanden.

Der Zusammenhang zwischen PSMA-Expression in Tumorneovaskularisation und
klinisch-pathologischen Parametern wurde bisher nur in kleinen Kohorten von ver-
schiedenen soliden Tumoren untersucht, fur das KRK gibt es nur wenige Unter-
suchungen. Der prognostische Wert dieses Markers fur KRK konnte bisher noch nicht
ausreichend herausgestellt werden. Auch in dieser Untersuchung konnte trotz groler
Fallzahl und einheitlicher Untersuchungsmethoden durch die Verwendung der TMA-

Technik kein entscheidender prognostischer Wert herausgearbeitet werden.
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Auch eine Untersuchung molekularer Subtypten des KRK erscheint rlickblickend sinn-
voll, wurde aber in dieser Untersuchung nicht durchgefuhrt, da die kleine Fallzahl keine

Stratiizierung erlaubt.

PSMA ist bereits in der Radioligandentherapie beim Prostatakarzinom als Marker eta-
bliert. Allerdings findet sich hier eine PSMA Expression im Tumorepithel (Jones et al.
2020). Im Epithel des KRK fand sich in dieser Studie keine PSMA-Expression, wohl aber

in 72% der Falle im Tumorendothel.

PSMA-Expression in tumorassoziierter Neovaskularisation wurde mittlerweile in einer
Vielzahl anderer Tumorentitaten nachgewiesen (Pozzessere et al. 2019; Morgenroth et
al. 2019; Wernicke et al. 2017; Backhaus et al. 2018). Eine praklinische Studie konnte
die Beteiligung von PSMA in der Angiogenese nachweisen. Von Laminin abgeleitete
Peptide wurden mittels enzymatischer Analysen als Substrate von PSMA identifiziert.
Diese Peptide wurden in verschiedenen Modellen auf ihre Wirkung in der Angiogenese
untersucht. Das Laminin-Dipeptid (LQ), ein Produkt der PSMA-Spaltung, aktivierte in
vitro Endothelzellen und steigerte in vivo die Angiogenese. Die Aktivierung der Endothel-
zellen wurde induziert durch Integrin-1-beta-vermittelte Aktivierung der Adhasionskinase.
Diese Ergebnisse koénnten eine Erklarung fir die Hochregulierung von PSMA in
Tumorzellen und tumorassoziierter Neovaskularisation sein und deuten darauf hin, dass
die Inhibition von PSMA fir eine antiangiogenetische Therapie geeignet sein kdnnte
(Conway et al. 2016).

Eine erste multizentrische Studie bei Patienten mit Prostatakarzinom mit einem bi-
spezifischen PSMAxCD3-Antikorper (CC-1), der sowohl an PSMA von Tumorzellen als
auch an Endothel der Tumorneovaskularisation bindet und somit einen dualen Effekt in

der Tumortherapie ermdglicht, befindet sich derzeit in Phase | (Heitmann et al. 2020).

Bispecific T-cell engager (BiTE®) Antikdrper sind eine weitere neuartige Immuntherapie,
die durch eine zielzellabhangige T-Zell-Aktivierung die Apoptose der gebundenen
Zielzelle einleitet. Bei soliden Tumoren wurde anti-PSMA BIiTE BAY2010112/AMG 212
(Pasotuxizumab) bereits in Phase I-Studien untersucht (Klinger et al. 2016). Hier zeigten
sich jedoch hohe Raten an Common Toxicity Criteria Nebenwirkungen (Hummel et al.
2021).
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Bisherige Studien konnten noch kein eindeutiges Ergebnis liefern, insbesondere eine
Korrelation mit klinischen Parametern und PSMA-Expression war nicht mdglich. Die
genaue Funktion und Rolle von PSMA bei der Tumorgenese und tumorassoziierter
Neovaskularisation ist nicht bekannt und wird Bestandteil weiterer Forschung sein (Yao
et al. 2010).
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5. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom zahlt zu den haufigsten Tumorerkrankungen. Prognose und
Therapiemanagement basieren vor allem auf Kklinischen Kriterien wie Tumor-
differenzierung, lokaler Invasion und Lymphknotenmetastasierung, einen wichtigen
Anteil nehmen praventive Mallnahmen ein, die jedoch gréftenteils aufwandig, kosten-
intensiv und zu wenig sensitiv sind. Das Interesse an einem molekularen prognostischen
Marker und einem Angriffpunkt fur zielgerichtete Tumortherapie ist grof3, da hierdurch
eine individualisierte Patientenbehandlung erleichtert werden konnte. Das Prostata-
spezifische Membran Antigen ist eines der am besten etablierten Zielantigene in Pros-
tatakarzinomen. Zudem wurde PSMA nicht nur im Tumorepithel sondern auch im Endo-
thel tumorassoziierter Neovaskularisation solider Tumoren nachgewiesen. In der
nuklearmedizinischen Diagnostik wird es zur Tumor- und Metastasenlokalisation bereits

angewendet.

Wir analysierten die PSMA-Expression von Tumorendothelien kolorektaler Karzinome in
einer 471 Patienten umfassenden KRK-Kohorte. Formalin-fixiertes, paraffineinge-
bettetes, zu einem Microarray zusammengeflgtes Resektionsmaterial wurde immun-

histochemisch mit einem PSMA- und einem CD34-Antikdrper gefarbt.

In 72% der untersuchten Falle kolorektaler Karzinome wurden PSMA-positive Tumor-
endothelien nachgewiesen. Es konnte eine reziproke und statistisch signifikante
Assoziation zwischen PSMA-Expression und V-Kategorie nachgewiesen werden (p=
0,003). Zudem zeigte sich ein Trend bezlglich des TNM-Stadiums, es fanden sich
seltener als erwartet PSMA-negative KRK im TNM-Stadium T2 und haufiger als erwartet
im Stadium T4. Fir keinen der weiteren untersuchten klinisch-pathologischen Parameter
konnte eine Korrelation nachgewiesen werden. In der Betrachtung von Vollwandschnitt-
praparaten von Kolonkarzinomen, welche der Validierung der TMA-Methodik dienten,
konnte ein signifikanter Zusammenhang (p=0,024) zwischen der Haufigkeit der PSMA-
Expression in TMA-Stanzbiopsien und Vollwandanschnitten belegt werden. Dessen
ungeachtet, wirde eine Untersuchung einer noch groReren Kohorte kolorektaler
Karzinome eine detailliertere Untersuchung der intratumoralen Heterogenitat

ermoglichen.
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