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Sporadische Dickdarmkarzinome tre-
ten bei 40% der Patienten als loko-
regiondre Erkrankung auf, die bei
15% der Patienten auch die lokore-
giondren Lymphknoten befillt, aber
keine Fernmetastasen entwickelt. Bei
60% der Patienten werden synchro-
ne oder metachrone Fernmetastasen
festgestellt. Die Unterscheidung des
lokoregionaren und des fernmetas-
tasierenden Dickdarmkarzinoms hat
eine iiberragende Bedeutung fiir die
Prognose und Therapie der Erkran-
kung. Merkmale und Marker fiir die-
se Differenzierung konnten eine Klas-
sifikation in Low-risk- und High-risk-
Karzinome ermdglichen und damit
die Indikation fiir die adjuvante Che-
motherapie und die Nachsorge nach
der Operation des Primartumors
steuern. Tatsachlich gibt es bereits
heute prognostische Biomarker und
Markerprofile, die — wie,.eine gute
und eine bose Fee” - klinisch relevan-
te Vorhersagen des Fernmetastasie-
rungsrisikos erlauben und fiir eine Ri-
sikostratifikation der Dickdarmkarzi-
nome geeignet sind. Sie sollen nach-
folgend vorgestellt und erdrtert wer-
den.

Molekulare Merkmale
bei niedrigem
Fernmetastasierungsrisiko

Viele prognostische Marker des spora-
dischen Dickdarmkarzinoms wurden in
klinischen Studien mit den Endpunk-
ten Gesamtiiberleben und progressions-
freies Uberleben validiert, aber nicht im
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Markerprofile fir das
Fernmetastasierungsrisiko
des Dickdarmkarzinoms

Hinblick auf den Vorhersagewert von
Fernmetastasen bewertet [23, 24, 28].
Genauere Analysen zum Vorkommen
von Fernmetastasen gibt es jedoch fiir
Dickdarmkarzinome mit hochgradiger
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) und mit
Mikrosatellitenstabilitat (MSS). Sie zei-
gen, dass das signifikant bessere krank-
heitsspezifische Patienteniiberleben bei
MSI-Karzinomen im Vergleich zu MSS-
Karzinomen durch eine signifikant ge-
ringere Rate von Metastasen bedingt ist.
Dabei kommen Lymphknotenmetasta-

57 Falle mit

sen und Fernmetastasen bei MSI-Karzi-
nomen seltener vor. Speziell betragt die
Rate von Fernmetastasen bei MSI-Karzi-
nomen nur 7,9% im Vergleich zu 27% bei
MSS-Karzinomen [16]. Zudem zeigen Le-
bermetastasen von Dickdarmkarzinomen
nur sehr selten eine MSI (0-2,7% der Fal-
le). Das bedeutet, dass Fernmetastasen in
der Leber bei MSI-Karzinomen sehr sel-
ten sind [5].

Eigene Untersuchungen bestitigen
diese Beobachtungen. In einer Fall-Kon-
troll-Studie haben wir 57 rechtsseitige

Fall-Kontroll-Studie

57 Félle ohne
Fernmetastasen

Lebermetastasen
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Dickdarmkarzinome mit synchronen Le-
bermetastasen mit 57 Karzinomen mit
5 Jahren krankheitsfreiem Uberleben
untersucht. Die beiden Gruppen wur-
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den beziiglich des Patientenalters, des
Geschlechts und des Tumorgrads aufein-
ander abgestimmt (8 Abb. 1a). In der
Gruppe der MSI-Tumoren fand sich

Abb. 2 < Dickdarmkarzino-
me mit prognostisch glins-
tigem (a-d) und ungiins-
tigem (e-h) Markerpro-

fil: morphologisch undiffe-
renziertes Dickdarmkarzi-
nom vom medulldren Typ
(@) mit Verlust der h(MLH1-
Expression (b), fehlen-

der nukledrer B-Catenin-E-
xpression (c) und fehlender
Expression von CD133 (d).
Wenig differenziertes Ade-
nokarzinom des Dickdarms
vom kribriformen Typ (e)
mit erhaltener hMLH1-Ex-
pression (f), starker nukled-
rer B-Catenin-Expression
(g) und starker CD133-Ex-
pression (h)

eine Fernmetastasierungsrate von 12%.
Die MSS-Tumoren zeigten hingegen in
bis zu 60% Fernmetastasen (8 Abb. 1b).
Eine noch hohere Signifikanz konnte bei



Zusammenfassung - Abstract

der Stratifizierung der Fille mithilfe der
hMLHI-Immunhistochemie nachgewie-
sen werden. In der Gruppe der hMLHI-
negativen Dickdarmkarzinome traten le-
diglich in 5% der Fille Fernmetastasen
auf, wohingegen 58% der hMLHI-posi-
tiven Karzinome Metastasen aufwiesen
(B Abb. 1¢; [17]).

Medulladres Dickdarmkarzinom
als,Low-grade-Karzinom”

Das medulldre Karzinom zeigt eine
distinkte Morphologie mit solidem
Wachstumsmuster, undifferenzierten
Tumorzellen und einer charakteristi-
schen intra- und peritumoralen lymphoi-
den Stromareaktion. Rein morphologisch
sind diese Karzinome als wenig differen-
zierte oder undifferenzierte Karzinome
(G3-G4) zu graduieren. Klinisch zeigen
medulldre Karzinome im Vergleich mit
anderen undifferenzierten Karzinomen
jedoch eine sehr gute Prognose (100%
5-Jahres-Uberleben nach chirurgischer
Resektion von Stadium-II- und -III-Kar-
zinomen) sowie eine nur sehr geringe
Rate von Fernmetastasen (unter 2%; [10,
12, 26, 27)).

Dieses diagnostische Paradoxon (G3/
4-Karzinom mit niedrigem malignem
Potential) zeigt auch die von uns durch-
gefiihrte Fall-Kontroll-Studie. Eine Stra-
tifizierung der Félle anhand der mor-
phologischen Kriterien fiir das medulla-
re Karzinom ergab die besten Ergebnisse
fiir die Vorhersage von Fernmetastasen.
Medullire Karzinome (12 der 114 Fille)
zeigten wihrend des 5-jdhrigen Beobach-
tungszeitraums keinerlei Fernmetastasen.
Hingegen waren bei 56% der Dickdarm-
karzinome mit nichtmedullarer Mor-
phologie Fernmetastasen nachweisbar
(B Abb. 1d; [17]).

Medulldre Dickdarmkarzinome sind
dabei durch ihre Morphologie und durch
ein molekulares Markerprofil zu kenn-
zeichnen. Die meisten Fille weisen MSI
und einen Verlust der hMLHI-Protein-
expression auf. Eine abnorme p53-Ex-
pression oder Dysregulation des Wnt/p-
Catenin-Signalwegs liegt dagegen nicht
vor (B Abb. 2a-d; [10]). Somit kann das
medulldre Dickdarmkarzinom, nach
Ausschluss der Assoziation mit einem
HNPCC(,,hereditary non-polyposis co-
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des Dickdarmkarzinoms

Zusammenfassung

Prognostische Marker, die mit dem Auftre-
ten von Fernmetastasen beim Dickdarmkar-
zinom korrelieren, sind von groBer klinischer
Bedeutung. In den letzten Jahren konnte ge-
zeigt werden, dass sporadische Dickdarm-
karzinome mit einer Mikrosatelliteninstabili-
tat (MSI) ein duBerst niedriges Fernmetasta-
sierungsrisiko aufweisen, wobei das medulla-
re Karzinom hierfiir einen morphologischen
Prototyp darstellt. In der aktuellen WHO-Klas-
sifikation werden morphologische Varian-
ten des Dickdarmkarzinoms, wie das muzing-
se, das siegelringzellige, das serratierte, das
kribriform-komedoartige und das solid-un-
differenzierte Karzinom bereits anhand ihres
Mikrosatellitenstatus graduiert. Neue Daten
zeigen, dass die BRAF-Mutation eine ambi-
valente prognostische Rolle spielt. Abhdn-
gig vom Mikrosatellitenstatus indiziert eine
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Markerprofile fiir das Fernmetastasierungsrisiko

BRAF-Mutation in Kombination mit MSI eine
sehr gute Prognose, wahrend die BRAF-Mu-
tation in Kombination mit Mikrosatellitensta-
bilitat eine sehr schlechte Prognose anzeigt.
Als Marker fiir ein hohes Fernmetastasie-
rungsrisiko kénnen, basierend auf dem Kon-
zept der migrierenden Stammzellen, kombi-
nierte hohe Expressionen von CD133 und nu-
kledrem B-Catenin dienen. In Verbindung mit
hMLH1 Iasst sich hier ein immunhistochemi-
scher Algorithmus definieren, der eine Unter-
scheidung von Dickdarmkarzinomen mit sehr
niedrigem und sehr hohem Fernmetastasie-
rungsrisiko ermdglicht.

Schliisselworter

Dickdarmkarzinom - Medullére Morphologie -
BRAF - Mikrosatelliteninstabilitat -
Tumorstammzellen

metastases in colorectal cancer

Abstract

In colorectal cancer (CRC) prognostic markers
correlating with distant metastasis are of
high clinical value. In recent years it could be
demonstrated that sporadic CRC with micro-
satellite instability (MSI) exhibits a very low
risk for distant spread. Within this group the
medullary subtype represents a morphologi-
cal prototype. In the new WHO classification
other morphological variants, such as muci-
nous, signet ring cell, serrated, cribriform co-
medo type and solid-undifferentiated forms
are graded according to their microsatellite
status. The clinical value of BRAF mutations

is also dependent on the microsatellite sta-
tus. Recent data have shown an ambivalent
prognostic impact of BRAF mutations. A BRAF
mutation in combination with MSI is associa-
ted with a good prognosis, whereas a BRAF

Prognostic marker profiles for risk of distant

mutation in the background of microsatellite
stability indicates a very poor outcome.
Based on the concept of migrating stem cells,
combined high scores of CD133 and nuclear
[B-catenin expression can be additionally
used as markers for a high risk of distant me-
tastasis. Hence, an immunohistochemical
algorithm can be defined by the combinati-
on of three markers (hMLH1, CD133 and f-
catenin) which allows CRC with either a very
high or a very low risk of distant spread to be
identified.

Keywords

Colorectal cancer - Medullary morphology -
BRAF - Microsatellite instability -

Tumor stem cells

lorectal cancer®)-Syndrom, als Proto-
typ eines sporadischen Low-grade-Dick-
darmkarzinoms mit Mismatch-Repara-
tur-Defekt (hMLHI-Ausfall) und MSI an-
gesehen werden.

Molekulare Graduierung

Die Beobachtung, dass Dickdarmkarzi-
nome mit Mismatch-Reparatur-Defekt

und MSI eine signifikant giinstigere Pro-
gnose und ein geringes Fernmetastasie-
rungsrisiko haben, wird auch in der ak-
tuellen WHO-Klassifikation der mali-
gen Tumoren des Gastrointestinaltrakts
von 2010 berticksichtigt (B8 Tab. 1; [2]).
Speziell wird in der neuen Fassung eine
molekulare Graduierung fiir die muzi-
nosen, siegelringzelligen, serratierten,
kribriform-komedoartigen oder solid-
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Tab.1 Aktuelle Kriterien fiir die Graduierung von Adenokarzinomen des Dickdarms nach der

WHO-Klassifikation (Mod. nach [2])

Kriterium Differenzierung Differenzie- Deskriptiver
rungsgrad  Tumorgrad

>95% Driisenformationen Gut differenziert 1 Low

50-95% Driisenformationen MéaBig differenziert 2 Low

>0-49% Driisenformationen Schlecht differenziert 3 High

Hochgradige Mikrosatelliteninstabilitdt ~ Variabel Variabel Low

undifferenzierten Subtypen des Dick-
darmkarzinoms vorgeschlagen. Bisher
wurden diese Subtypen nach der Morpho-
logie als G3- oder G4-Karzinome einge-
stuft. Jetzt sollen diese Tumoren bei einem
Anbhalt fiir MSI als Low-grade-Karzinome
und bei einem Anhalt fiir MSS als High-
grade-Karzinome graduiert werden.

Anstelle der MSI-Diagnostik setzen
wir fiir die molekulare Graduierung die
technisch einfachere und kostengiins-
tigere Immunhistochemie fiir hMLHI
und hMSH?2 ein, da Expressionsverluste
von hMLHI oder hMSH2 signifikant mit
MSI korrelieren [15, 20-22]. Bei negati-
ver Immunhistochemie fiir hMLHI oder
hMSH2 werden die muzindsen, siegel-
ringzelligen, serratierten, kribriform-ko-
medoartigen oder solid-undifferenzierten
Karzinome als ,,low grade® und bei posi-
tiver Immunhistochmie als ,,high grade®
bewertet.

Ambivalente Bedeutung
von BRAF-Mutationen

Sporadische Dickdarmkarzinome mit
MSI leiten sich von serratierten Poly-
pen, meist sessilen serratierten Adeno-
men, ab [9, 14]. Am Beginn ihrer mole-
kularen Tumorigenese steht tiberwiegend
eine BRAF-Mutation, selten auch eine
KRAS-Mutation. Auf diese Onkogenmu-
tation folgen eine onkogeninduzierte Se-
neszenz und eine Hypermethylierung von
CpG-Inseln in verschiedenen Genpromo-
toren. Dies bedingt einen CpG-Methyla-
tor-Phinotyp mit einer messbaren Methy-
lierung von mehreren Markergenen, die
als CIMP (,,CpG island methylator phe-
notype“) definiert wurde.

Typische methylierungsbedingte Gen-
expressionsausfille betreffen p16, wo-
durch die onkogeninduzierte Senes-
zenz Uberwunden wird, oder hMLH]I,
wodurch der Mismatch-Reparatur-De-
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fekt und die Auspragung von MSI in der
Tumorigenese bedingt sind (8 Abb. 3;
(1, 11]). Daher wurde zunichst angenom-
men, dass — wie die MSI und der hMLHI-
Ausfall - auch die BRAF-Mutation oder
CIMP brauchbare Biomarker fiir eine
glinstige Prognose und eine geringe Fern-
metastasierungsrate des Dickdarmkarzi-
noms sein konnten.
Uberraschenderweise haben klini-
sche Studien diese Annahme wider-
legt. Nach den Studienresultaten haben
Patienten mit BRAF-mutierten Dick-
darmkarzinomen im Stadium IT und IIT
eine signifikant schlechtere Prognose
als Patienten mit Nachweis von BRAF-
Wildtyp im Dickdarmkarzinom. Die
Erklarung fiir diesen Befund ist, dass
die BRAF-Mutation kombiniert sowohl
mit MSI (5% der Dickdarmkarzinome)
als auch mit MSS (4% der Dickdarm-
karzinome) vorkommt [19]. Eine giins-
tige Prognose besteht nur bei Karzino-
men mit BRAF-Mutation im Verbund
mit MSI, wihrend bei Karzinomen mit
BRAF-Mutation im Verbund mit MSS
die Prognose ausgesprochen schlecht ist
und das 5-Jahres-Gesamtiiberleben nur
16,7% betragt. In Studien mit fernmetas-
tasiertem Dickdarmkarzinom (Stadium
IV) liegen in der Regel BRAF-mutierte
Karzinome mit MSS vor, so dass hier die
BRAF-Mutation der Indikator fiir die
schlechteste Prognosegruppe ist [13,18].
Der alleinige Nachweis einer BRAF-
Mutation macht daher als prognostischer
Biomarker fiir das sporadische Dick-
darmkarzinom keinen Sinn, da eine Ab-
héngigkeit vom MSI-Status bzw. dem
Mismatch-Reparatur-Defekt (hMLHI-
Ausfall) besteht:
== Die gute Fee ist hier das Markerprofil
mit BRAF-Mutation, CIMP, hMLHi-
Negativitdt und MSL
== Die schlechte Fee ist das Markerpro-
fil mit BRAF-Mutation, CIMP oder

Nicht-CIMP, hMLHi-Positivitiat und
MSS.

Molekulare Marker bei hohem
Fernmetastasierungsrisiko

Das Markerprofil BRAF-Mutation,
hMLHI-Positivitit und MSS wire somit
ein Indikator fiir eine sehr schlechte Pro-
gnose und ist bei 4% der Dickdarmkarzi-
nome zu erwarten [19]. Weitere Marker-
profile von High-risk-Karzinomen lassen
sich auch aus dem 2005 publizierten Kon-
zept der migrierenden Krebsstammzellen
fir das Dickdarmkarzinoms ableiten [3].
Das Konzept basiert auf der Beobachtung,
dass in vielen Dickdarmkarzinomen, ins-
besondere an der Invasionsfront, eine
starke nukleédre Expression von -Caten-
in nachweisbar ist. Zielgene des Wnt/p-
Catenin-Signalwegs sind neben bekann-
ten Stammpzellfaktoren unter anderem
Gene, die die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) steuern und Tumorzel-
len die Fahigkeit zur Migration verleihen.
Die resultierenden migrierenden Stamm-
zellen kénnten wesentlich zur Ausbildung
von Fernmetastasen beitragen.

Tatséchlich korreliert die Expression
von nukledrem B-Catenin und von dem
des Stammzellmarkers CD133 signi-
fikant mit Fernmetastasierung beim
Dickdarmkarzinom (8 Abb. 2e-h; [6-
8]). Karzinome mit hoher nukleérer -
Catenin-Expression haben eine Fern-
metastasierungsrate von 71%. Bei feh-
lender oder nur geringer $-Catenin-
Expression betrdgt diese nur 39%.
Ebenso zeigen Karzinome mit hoher
Expression von CD133 in 79% der Fille
Fernmetastasen, wohingegen die Fern-
metastasierungsrate von Karzinomen
mit niedriger CD133-Expression nur
38% betrigt. Die Kombination beider
Marker ergibt die hochste prognosti-
sche Relevanz: 94% der Dickdarmkarzi-
nome mit hoher CD133-Expression und
hoher nukleérer B-Catenin-Expression
wiesen nach unseren Untersuchungen
fiir das rechtsseitige Kolon Fernmetas-
tasen auf [17].

Aus diesen Beobachtungen kann man
einen 2-stufigen, auf 3 immunbhisto-
chemischen Farbungen basierenden
Algorithmus ableiten, mit dessen Hil-
fe Dickdarmkarzinome des rechten Ko-



BRAF-Mutation

!

CpG-Hypermethylierung (CIMP)

!

hMLH1-Verlust
durch Promotermethylierung

!

Mismatch-Reparatur-Gen-Defekt

hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat

Abb. 3 A Typische molekulare Karzinogenese
sporadischer Dickdarmkarzinome mit Mikrosa-
telliteninstabilitat (MSI): Initial liegt meist eine
Mutation im BRAF-Onkogen vor, die von einer
Hypermethylierung der CpG-Inseln in verschie-
denen Genpromotoren gefolgt wird. Sie be-
dingt den,CpG island methylator phenotype”
(CIMP) und in der Regel eine Inaktivierung des
hMLH1-Gen-Promotors mit hMLH1-Expres-
sionsverlust. Daraus resultiert ein Mismatch-
Reparatur-Gen-Defekt und konsekutiv eine
hochgradige MSI

lons entsprechend ihres Fernmetas-
tasierungsrisikos klassifiziert werden
konnen (B Abb. 4). Zunichst erfolgt
eine Risikostratifizierung anhand der
hMLHI1-Expression, um die hMLHI-
negativen Fille mit einem extrem nie-
drigen Fernmetastasierungsrisiko (5%)
zu identifizieren. Die Hochrisiko-
patienten fiir Fernmetastasen werden
dann bei erhaltener h(MLH1-Expression
durch eine hohe CDI133-Expression
und eine hohe nukledre B-Catenin-
Expression erfasst. Ihre Fernmetasta-
sierungsrate betragt 94% [17].

Das Konzept des einfachen immun-
histochemischen Algorithmus zur Klas-
sifikation des Fernmetastasierungsrisi-
kos dhnelt dem Ansatz des teuren, kom-
merziell erhéltlichen Oncotype DX Colon
Cancer Assay© (Genomic Health, Inc.).
Dieser Test soll die Therapieentscheidung
hinsichtlich einer adjuvanten Chemothe-
rapie bei Dickdarmkarzinompatienten

57 Falle mit

Lebermetastasen

Fall-Kontroll-Studie

57 Félle ohne
Fernmetastasen

und krankheitsfreiem

(UICC-Stadium V) ‘ ‘

5-Jahres-Uberleben

Rechtsseitige Dickdarmkarzinome (n=114)

L

(n=19)

(n=95) hMLH1-negativ
hMLH1-positiv Metastasen: 5%
p =0,00002 "low risk"
|
; p =0,0004 ‘ ‘ ‘
(n=18) (n=15) (n=19) (n=43)
CD133 hoch CD133 hoch CD133 niedrig CD133 niedrig

+ B-Catenin hoch
Metastasen: 94%
"high risk"

+ B-Catenin niedrig
Metastasen 60%

+ B-Catenin hoch
Metastasen: 53%

+ B-Catenin niedrig
Metastasen: 47%

Abb. 4 A Zweistufiger Algorithmus basierend auf 3 immunhistochemischen Markern (hnMLH1, CD133
und B-Catenin) zur Vorhersage des Fernmetastasierungsrisikos beim rechtsseitigen Dickdarmkarzi-

nom

im UICC-II-Stadium mit RO-Resektion
erleichtern.

Hierfiir werden die Dickdarmkarzi-
nome zunéchst, dhnlich wie bei dem im-
munhistochemischen Algorithmus, in
ein Profil mit duflerst niedrigem Fern-
metastasierungsrisiko (Mismatch-Repa-
ratur-Defekt mit hMLH1-Ausfall bzw.
hochgradiger MSI) und ein Profil mit
einem duflerst hohen Fernmetastasie-
rungsrisiko (pT4-Tumoren, G3/G4-
Tumoren, Nachweis von Lymph- oder
Blutgefifleinbriichen, Perforation oder
Nachweis von weniger als 12 tumorfrei-
en Lymphknoten) eingeteilt.

Die iibriggebliebenen Karzinome
(76% der Fille) konnen anhand der
bekannten Prognoseparameter nicht
weiter subtypisiert werden. Sie werden
mit dem Oncotype DX Colon Cancer
Assay© bewertet. Dieser wird an for-
malinfixiertem, paraffineingebetteten
Tumorgewebe (Block oder 15 Paraffin-
schnitte) durchgefiihrt und analysiert
mittels mRNA-Expressionsanalyse
(RT-PCR) 7 tumorassoziierte Gene so-
wie 5 Referenzgene. Aus dem Expres-
sionsprofil wird dann ein individueller
Rekurrenzscore abgeleitet, anhand des-
sen das Fernmetastasierungsrisiko ab-
geschitzt werden kann [4, 25].

Fazit fiir die Praxis

== Anhand von Markerprofilen lasst sich
das sporadische Dickdarmkarzinom
in lokoregionare Tumoren und Tumo-
ren mit hohem Fernmetastasierungs-
risiko unterteilen.

== Sporadische Dickdarmkarzinome mit
Verlust der hMLH1-Expression bzw.
mit Mikrosatelliteninstabilitat (mor-
phologischer Prototyp hierfiir ist das
medulldre Karzinom des Dickdarms)
weisen nur ein sehr geringes Fernme-
tastasierungsrisiko auf.

== In der aktuellen WHO-Klassifikation
werden Sonderformen des Dickdarm-
karzinoms (muzinds, siegelringzellig,
serratiert, kribriform-komedoartig
und solid-undifferenziert) anhand
ihres Mikrosatellitenstatus bereits
molekular in Low-risk- und High-risk-
Karzinome graduiert. In der taglichen
Routine kann an die Stelle der mo-
lekularpathologischen Mikrosatelli-
tenanalyse eine Inmunhistochmie
fiir AMLH1 und hMSH2 zum Nach-
weis eines Mismatch-Reparatur-Gen-
Defekts treten.

== Eine BRAF-Mutation bzw. der CIMP-
Status korrelieren nur vor dem Hinter-
grund einer Mikrosatelliteninstabili-
tat mit einer guten Prognose. Bei mi-
krosatellitenstabilen Karzinomen kor-
relieren BRAF-Mutationen sogar mit
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einem duBerst schlechten Krankheits-
verlauf.

== Dickdarmkarzinome mit einem hohen
Fernmetastasierungsrisiko konnen
durch eine starke Expression von nu-
kledarem B-Catenin und dem Stamm-
zellmarker CD133 charakterisiert wer-
den.
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