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,Die Gesundheit ist nicht alles, aber ohne Gesundheit ist alles nichts.”
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2 Zusammenfassung

In der 2019 erschienen fiinften Auflage der WHO-Klassifikation der kolorektalen Karzinome
wurden neben der Reklassifikation der histologischen Subtypen des kolorektalen Karzinoms
(KRK) sowohl der zelluldre Dissoziationsparameter Tumor Budding zu den essenziellen
Diagnosekriterien hinzugeflgt als auch das konventionelle WHO Grading-System vom
klassischen dreistufigen (G1-G3) in ein zweistufiges System (low- vs. high-grade) umgestellt.
Die Interaktion dieser histologischen Parameter untereinander und ob diese als unabhangige
Faktoren einen Einfluss auf die Prognose der Patienten haben, ist bis dato noch weitgehend

unerforscht.

Entsprechend der neuen WHO-KIlassifikation von 2019 haben wir eine grofdangelegte Single-
Center Kohorte von 1004 KRK bezuglich des WHO Gradings, der Tumor Budding Aktivitat und
des histologischen Subtyps reklassifiziert. Wir untersuchten die Interaktion dieser Parameter,

ihren Zusammenhang zum Tumorstadium und ihre Signifikanz fur das Patientenlberleben.

In univariaten Analysen (Log Rank Test) waren alle drei Parameter prognostisch relevant
(p<0.001), wobei die KRK Subtypen und das Tumor Budding auch hier schon eine bessere
prognostische Demarkation als das klassische WHO Grading erlaubten. In multivariaten
Analysen (Cox Regression) unter Einbeziehung aller Parameter konnten die KRK Subtypen
(Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS), Tabelle 17: p<0.001; Gesamtiiberleben (OS),
Tabelle 18: p=0.008) und das Tumor Budding (DSS, Tabelle 17: p<0.001; OS, Tabelle 18:
p<0.001), aber nicht das klassische WHO Grading (DSS, Tabelle 17: p=0.33; OS, Tabelle 18:
p=0.03), als stadienunabhéngige Prognoseparameter in allen Uberlebensanalysen
beschrieben werden. Die KRK Subtypen und das Tumor Budding konnten gegenseitig und
innerhalb des WHO Gradings prognostische Vorhersagen tatigen wohingegen umgekehrt das
WHO Grading innerhalb dieser beiden Parameter prognostisch nur eine geringe oder keine

Relevanz zeigte.

Unsere Analyse der zentralen morphologischen Parameter gemal der aktuellen WHO-
Klassifikation des kolorektalen Karzinoms stellte somit zu einem die KRK Subtypisierung als
starken stadienunabhangigen Prognoseparameter in den Vordergrund und identifizierte zum
anderen insbesondere das Tumor Budding als starksten histomorphologischen

Prognosefaktor, das dem konventionellen WHO-Grading-System Uberlegen ist.



Die Ergebnisse unserer Studie wurden bereits 2021 vor der Einreichung dieser Dissertation
von uns in dem Artikel ,Morphology Matters: A Critical Reappraisal of the Clinical Relevance
of Morphologic Criteria From the 2019 WHO Classification in a Large Colorectal Cancer Cohort
Comprising 1004 Cases” in der Zeitschrift ,American Journal of Surgical Pathology — Volume
45” auf den Seiten 969-978 veroffentlicht.

3 Einleitung

Der Terminus kolorektales Karzinom (KRK) beschreibt maligne epitheliale Neoplasien, die von
der Schleimhaut des Kolons oder des Rektums ausgehen, und stellt aus Sicht des Pathologen
einen Oberbegriff dar, unter dem neben dem klassischen Adenokarzinom vom nicht
anderweitig spezifizierten Typ (Adenokarzinom NOS) zahlreiche morphologische Subtypen
subsummiert sind. Diese sowie weitere essenzielle histomorphologischen Parameter werden
nach den bindenden MaRgaben der WHO-Klassifikation definiert. °

In der neusten Auflage der WHO-Klassifikation maligner Tumoren des Gastrointestinaltrakts
wurden im Kapitel bezuglich des kolorektalen Karzinoms die Klassifikation der verschiedenen
histologischen Subtypen Uberarbeitet, das urspringlich dreistufige WHO Grading in ein
zweistufiges Gradingsystem umgewandelt und der zellulare Dissoziationsparameter Tumor

Budding als ein weiteres zentrales histopathologisches Klassifikationskriterium eingefiinrt ©.

Da die WHO-Klassifikation die bindenden Kriterien fir die histopathologische Diagnostik
vorgibt, war das Ziel dieser Promotionsarbeit, diese in der aktuellen WHO-Klassifikation teils
neu eingefihrten (Tumor Budding) beziehungsweise substanziell Uberarbeiteten
histologischen Kriterien (WHO Grading / Histologische Subtypen) in einem grof3en Kollektiv
kolorektaler Karzinome beziglich Ihrer Frequenz und lhrer Interaktion miteinander genauer zu
charakterisieren. Ein besonderer Fokus lag hierbei auf der Untersuchung der vergleichenden
prognostischen Relevanz dieser drei zentralen Vorhersageparameter, mit speziellem
Augenmerk auf deren Bedeutsamkeit in spezifischen klinisch-pathologischen Subgruppen und
in multivariaten Analysen unter Einbeziehung weiterer Faktoren wie beispielsweise des
postoperativen Tumorstadiums. Um herauszuarbeiten, welche dieser Parameter insgesamt
die praziseste prognostische Demarkation erlaubt, untersuchten wir die oben genannten
Parameter in einer betrachtlichen retrospektiven Kohorte von 1004 resezierten kolorektalen
Karzinomen und assoziierten die Daten unserer histopathologischen Reevaluation mit klinisch-

pathologischen Charakteristika und dem Krankheitsverlauf.
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Unsere Analysen zeigen, dass alle drei zentralen morphologischen Parameter der WHO-
Klassifikation grundlegend prognostisch relevant sind, wobei insbesondere dem Zell-
Dissoziationsparameter Tumor Budding sowie der korrekten Identifikation der verschiedenen
histologischen Subtypen eine entscheidende Bedeutung zukommt. Das klassische WHO
Grading, das momentan noch den am weitesten verbreiteten morphologischen Parameter
darstellt, zeigt sich in unseren Analysen als deutlich stéranfalliger Parameter, der
insbesondere in spezifischen Subgruppen prognostisch dem Tumor Budding als auch der

Subtypisierung unterlegen ist. *

3.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Im Jahr 2016 haben etwa 32.300 Manner und 25.990 Frauen in Deutschland die Diagnose
eines KRKs erhalten, wobei das KRK bei Mannern die insgesamt dritthaufigste auftretende
und am zweithaufigste zum Tode filhrende Karzinomneuerkrankung war. Ahnlich verhielt es
sich auch bei den Frauen, bei denen das KRK in beiden Kategorien den zweiten Platz belegte.”
Eine genauere Ubersicht der Karzinomneuerkrankungen in Deutschland aufgeteilt nach
Geschlecht im Jahr 2016 zeigt Abbildung 1.

Das Lebenszeitrisiko an einem KRK zu erkranken, betrug im Jahr 2016 fir Frauen 4,9% und
fur Manner 6,0% und das Mortalitatsrisiko bei Frauen 2,3% und bei Mannern 2,8%, wobei im
internationalen Vergleich Deutschland bezuglich der Inzidenz bei Frauen auf Platz 8 und bei
Mannern auf Platz 6 lag ’. Insgesamt variiert die Inzidenz des KRKs weltweit, mit hdheren
Inzidenzen in hochentwickelten Industriestaaten 8, wobei das KRK mit einem
Erkrankungsgipfel von 76 Jahren bei Frauen und 72 Jahren bei Mannern international als eine

Erkrankung des héheren Lebensalters gesehen wird. ’

Seit 2004 kann eine Abnahme der KRK-Neuerkrankungen in der deutschen Bevdlkerung
beobachtet werden, die auf ein effektives Friihscreening und einen vermehrten Einsatz der
Koloskopie bei enteralen Beschwerden zuriickzufiihren ist 3. Trotz eines Riickgangs der
Inzidenzrate des KRKs bei beiden Geschlechtern 3, erkranken gleichzeitig immer mehr junge

Menschen unter 50 Jahren an KRK °.
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der hdufigsten Lokalisationen an allen Karzinomneuerkrankungen in
Deutschland 2016 aufgeteilt nach Frauen und Méznnern.®
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3.2 Atiologie und genetische Veranderungen

Das KRK ist eine multifaktorielle und heterogene Erkrankung, wobei circa 75% der KRK
sporadisch entstehen, rund 20% der Betroffenen Uber eine familidre Belastung berichten und
3-5% der KRK uber das Vorkommen einer vererbten Keimbahnmutation wie z.B. bei dem

Lynch-Syndrom oder der familidren adenomatésen Polyposis (FAP) begriindet werden .

Das klassische Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz beschreibt einen mehrstufigen
Prozess der Karzinogenese. Der Grad der histopathologisch zu beobachtenden
Veranderungen korreliert stark mit den auftretenden molekularen Veranderungen, wobei
mehrere molekulare Signalwege mit drei zentralen Mechanismen der genetischen Instabilitat

beschrieben worden sind. °

Der Weg der chromosomalen Instabilitdit (CIN Pathway), auch als der konventionelle
Karzinogeneseweg bezeichnet, beschreibt eine Akkumulation genetischer Veranderungen,
die bedingt durch ihre Summe eine regulare Mukosa Uber verschiedene Adenom-Stadien bis
hin zu einem Karzinom modifizieren. Der CIN Pathway beginnt mit der priméaren bi-allelischen
Mutation innerhalb des Wnt-Signalweges, klassischerweise des Adenomatdsen Polyposis Coli
(APC) Tumor Supressorgens, wodurch die Regulation des proteosomalen Abbaus des Beta-
Catenins gestort wird und es zu einer Anreicherung des Beta-Catenins innerhalb der normalen
kolorektalen Mukosa kommt. Bedingt dadurch kommt es zu einer Fehlregulation der
Zellproliferation, des Zellzyklus und der Apoptose und somit insgesamt zu einer
chromosomalen Instabilitat der Zellen. ' Durch weitere Mutationen innerhalb der Onkogene
KRAS, NRAS und der Tumorsuppressorgene SMAD2/4 und TP53 progressiert sich das
tubulare oder villése frihe Adenom allmahlich, Gber einen unkontrollierten Wachstum der

Zellen, zu einem Adenokarzinom °.

Als zweiter Punkt ist der Mikrosatelliteninstabile-Karzinogeneseweg zu nennen, der entweder
durch somatische Mutationen, Keimbahnmutationen oder DNA-CpG-Insel-
Hypermethylierungen (CIMP Pathway) charakterisiert und insgesamt fir circa 15% bis 30%
aller kolorektaler Karzinome urséchlich ist '2. Der Weg der Mikrosatelliteninstabilitét ist durch
Veranderungen innerhalb der Gene, die flr eine fehlerfreie DNA-Mismatch-Reperatur (MMR)
verantwortlich sind, charakterisiert. Wahrend der DNA-Replikation sind insbesondere die
repetitiven  Sequenzen (Mikrosatelliten, Short-Tandem-Repeats) im Genom fur
Basenfehlpaarungen anfallig, sodass bei einer vorliegenden MMR-Defizienz (IMMR), es zu
einer Akkumulation von Defekten innerhalb der Mikrosatelliten kommt. Als betroffene,
relevante MMR-Proteine sind hierbei insbesondere MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 zu
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nennen. In 80% der mikrosatelliteninstabilen KRK bestehen initiale epigenetische
Veranderungen im Form von Hypermethylierungen des Genes MLH1. '®'3 Neben der
sporadisch auftretenden MSI (3-15%) sind auch Keimbahnmutationen wie zum Beispiel das
Lynch-Syndrom/HNPCC (hereditéares kolorektales Karzinom ohne Polyposis) (1-3%)

beschrieben >1°.

Als dritter Mechanismus der genetischen Instabilitat wird ein Defekt der Korrekturlesefunktion
der DNA-Polymerase oder in seltenen Fallen des DNA-Replikations-Enzymkomplexes und
damit eine einhergehende hohe Mutationsrate innerhalb der Gene beschrieben. Hierbei
entstehen meistens Passenger-Mutationen, die selten einen kausalen Zusammenhang zu
Wachstum und Proliferation aufweisen, sowie wenige Driver-Mutationen, die jedoch durch ihre
entscheidende Stellung innerhalb des Signaltransduktionsweges der Zelle einen

Wachstumsvorteil schaffen und somit die Proliferation einer Tumorzelle begiinstigen. °

Neben diesen drei eben beschriebenen Karzinogenesewegen existieren noch zahlreiche

weitere Mischformen .

Atiologisch gelten Lifestyle-Faktoren wie Ernahrung (rotes Fleisch, tierische Fette, hoher
Zuckergehalt und ballaststoffarme Lebensmittel), Bewegungsarmut, Adipositas und ein hoher
Alkohol- und Zigarettenkonsum ebenfalls als Risikofaktoren fur die Entwicklung eines KRKs
714 Zudem werden in den letzten Jahren vermehrt Einflisse des individuellen Mikrobioms auf

die kolorektale Karzinogenese diskutiert 3.

3.3 Kiinisches Bild und Diagnostik

Das klinische Bild eines KRKs wird durch allgemeine und lokale Symptome bestimmt, wobei
diese gewodhnlich erst in einem fortgeschrittenen Stadium bestehen und charakteristische
Frihsymptome eines KRKs fehlen. Am haufigsten wird ein KRK im linken Kolon sowie im
Rektum diagnostiziert, wobei ein Auftreten im gesamten kolorektalen System inklusive der

Appendix méglich ist. '

Zu den allgemeinen Symptomen zahlen unter anderem ungewollter Gewichtsverlust,
Anorexie, Koérperschwache, Symptome einer Anamie durch okkulten Blutverlust und
paraneoplastische Symptome. Anderungen der Stuhlgewohnheit, Dyschezie, Schmerzen,
Bauchkrampfe, lleus und rektale Blutungen werden den lokalen Symptomen zugeordnet. '°
Bei einer Metastasierung des KRKs kommen je nach Ort der Metastasierung weitere klinische

Symptome hinzu.
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Das Staging beim KRK umfasst eine digitale rektale Untersuchung zur Uberprifung der
Sphinkterfunktion gefolgt von einer kompletten Koloskopie mitsamt einer Biopsie aus allen
auffalligen Darmabschnitten. Die praoperative Ausbreitungsdiagnostik umfasst bei gesicherter
Diagnose des Weitern eine Abdomensonographie zum Ausschluss von Lebermetastasen,
eine Rontgenaufnahme des Thorax in zwei Ebenen zum Ausschluss von Lungenmetastasen
und einer Bestimmung des prognostischen Tumormarkers Karzinoembryonales Antigen
(CEA). Sollte ein Rektumkarzinom vorliegen wird das Staging um eine starre Rektoskopie zur
Angabe des Abstands des distalen Tumorrandes von der Linea dentata, ein MRT oder CT des
Beckens mit Bestimmung des Abstands des Tumors zur mesorektalen Faszie und bei lokal

begrenzten Tumoren um eine rektale Endosonographie erweitert.

3.4 Diagnostik des kolorektalen Karzinoms

Die mikroskopische Untersuchung von Gewebeproben durch den Pathologen spielt in der
Behandlung einer Tumorerkrankung zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine zentrale Rolle.
Eine vollstdndige Koloskopie zur Detektion kolorektaler Polypen und Karzinomen gilt als
Standardverfahren, wobei die Mdglichkeit fir eine Biopsieentnahme zur histologischen
Diagnostik als auch eine Polypektomie als zeitgleiche therapeutische Intervention wahrend

der Koloskopie zur Verfugung stehen.

Pratherapeutisch wird zur Sicherung einer Verdachtsdiagnose anhand einer endoskopischen
Biopsie eine histologische Diagnose angestrebt, wobei je nach Dignitat Uber das weitere
therapeutische Vorgehen entschieden wird: Ergibt die Untersuchung atypische epitheliale
Veranderungen, die ein in die Submukosa infiltrierendes Wachstum (pT1 oder hdheres
Stadium) aufweisen, erfolgt die Einordnung als Karzinom. Anschliellend wird das Karzinom
einem UICC-Stadium zugeordnet und in Abhangigkeit von der Lokalisation des Karzinoms fallt
die Entscheidung fir oder gegen einen primaren operativen Eingriff sowie Uber die

Sinnhaftigkeit einer Radiochemotherapie. '

Zur postoperativen Tumordiagnostik an resezierten KRK wird zum einen die exakte
Tumorausdehnung anhand der TNM-Klassifikation bestimmt, welche von einer genauen
Tumortypisierung geman aktueller WHO-Klassifikation begleitet wird. Insgesamt stellt dies die
Entscheidungsgrundlage zur Indikation einer adjuvanten Therapie. Hierbei steht insbesondere
die Bestimmung des pN-Status im Vordergrund, die anhand 12 oder mehr resezierter
regionaler Lymphknoten erfolgt. Liegt eine R0-Resektion des Primartumors vor wird bei

Patienten mit einem Kolonkarzinom des UICC-Stadiums Il mit Risikofaktoren und Ill eine
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adjuvante Therapie eingeleitet. Eine adjuvante Therapie erfolgt analog auch bei primaren RO-
Resektionen des Rektumkarzinoms in UICC-Stadien Il und lll, die keine neoadjuvante
Radiochemotherapie erhalten haben. '® Details zu den jeweiligen Therapieschemata werden

im Kapitel 3.7 ausfihrlicher behandelt.

Die Befunde aus den unterschiedlichen histologischen Untersuchungen komplementieren sich
und werden gemeinsam in einem postoperativen pathologischen Befund aufgefiihrt. Eine
arztlich beaufsichtigte Nachsorge sollte unabhangig vom Tumorstadium stattfinden, da selbst

nach kurativer Therapie innerhalb von 5 Jahren ein erhdhtes Rezidivrisiko besteht °.

3.5 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Die Klassifikation der anatomischen Tumorausdehnung erfolgt anhand der TNM-Kriterien,
wobei T (Tumor) die Tiefeninvasion des Primartumors angibt, N (Nodus) das Fehlen oder
Vorhandensein sowie die Anzahl betroffener regionarer Lymphknoten (zur Beurteilung eines
KRKs wird eine Untersuchung von mindestens 12 Lymphknoten bendétigt) und der Wert M

(Metastasen) fiir das Fehlen oder Vorliegen von Fernmetastasen '’.

Die Kombinationen der drei TNM-Kriterien werden von der Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) in Stadien zusammengefasst und als international anerkanntes Tumorstadien-
System zur Prognoseabschatzung in klinischen Settings, zur jeweiligen Therapiewahl, fur
epidemiologische Studien und zur Datensammlung der Krebsregister weltweit genutzt *. Eine

detaillierte Tumor-Stadieneinteilung flr das KRK ist der Tabelle 1 zu entnehmen.

Prafixe vor dem TNM-System spezifizieren das Setting, in dem der Tumor diagnostiziert
worden ist. Der Terminus flr eine histopathologisch gesicherte Ausbreitungsdiagnostik lautet
pTNM (pathologische Klassifikation). Erfolgte das Staging nach einer neoadjuvanten Therapie,
wie zum Beispiel einer Radiochemotherapie, so wird zusatzlich der Prafix y (Zustand nach
Therapie) verwendet. Bezieht sich die Diagnostik auf ein Lokalrezidiv stellt man ein r als Préafix
voran und bei Autopsien ein a. Als weitere Symbole werden unter anderem c (klinisches
Stadium) und u (Ultraschalldiagnostik) eingesetzt. Kombinationen aus unterschiedlichen
Prafixen vor dem TNM-System werden zur genaueren Beschreibung des diagnostischen

Settings verwendet. °

Eine Erweiterung der TNM—Klassifikation erfolgt durch die Angabe einer Lymphgefalinvasion
im regionalen Tumorgewebe (Tumorzellen in den Lymphbahnen (L1) oder nicht vorhanden

(LO)), einer Veneninvasion (Tumorzellen in der Gefallwand mikroskopisch sichtbar (V1),
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makroskopisch sichtbar (V2) oder nicht vorhanden (V0)) und einer perineuralen Invasion
(Tumorzellen in den Perineuralscheiden (Pn1) oder nicht vorhanden (Pn0)) '8, Zusatzlich
wird nach einer Operation der Resektionsstatus dokumentiert, wobei zwischen vollstandiger
Entfernung des Karzinoms (R0), mikroskopisch sichtbaren Tumorresten am Resektionsrand

(R1) und makroskopisch sichtbaren Tumorresten am Resektionsrand (R2) unterschieden wird
1,2

Basierend auf der Einteilung anhand der TNM-Klassifikation wird Uber das weitere
Therapiegeschehen entschieden. Wahrend bei Patienten mit einem kurativ resezierten KRK
im Stadium | keine adjuvante Therapie indiziert ist, kann fir Patienten im Stadium Il mit
histopathologischen Risikofaktoren, die unter anderem separat im Kapitel 3.7 besprochen
werden, bereits eine adjuvante Therapie in Betracht gezogen werden. Die TNM-Klassifikation
ist somit nicht nur das weltweit am haufigsten verwendete System, sondern stellt einen der

wichtigsten prognostischen Faktoren dar. 17
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Tabelle 1: Die Klassifikation der Tumorstadien der Kolonkarzinome erfolgt anhand der TNM-Kriterien
von denen sich die UICC-Stadien ableiten lassen; LK — Lymphknoten. (modifiziert nach ")

Stadium Primartumor Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 Tis NO MO
I T1, T2 NO MO
A T3 NO MO
11=3 T4a NO MO
lc T4b NO MO
A T1, T2 N1a (1 betroffener LK) MO
T1 N2a (4-6 betroffene LK) MO
B T1, T2 N2b (= 7 betroffene LK) MO
T2, T3 N2a (4-6 betroffene LK) MO
T3, T4a N1 (1-3 betroffene LK) MO
nc T3, T4a N2b (= 7 betroffene LK) MO
T4a N2a (4-6 betroffene LK) MO
T4b N1, N2 MO

M1a (Fernmetastasen in einem
IVA Jedes T Jedes N Organ oder einer Lokalisation ohne
Peritonealbefall)

M1b (Fernmetastasen in zwei oder
VB Jedes T Jedes N mehr Organen oder Lokalisationen
ohne Peritonealbefall)

M1c (Peritonealbefall mit oder ohne
IvC Jedes T Jedes N Fernmetastasen in anderen
Organen oder Lokalisationen)
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3.6 WHO-Klassifikation

Die WHO-KIlassifikation maligner Tumoren stellt organubergreifend das diagnostische
Grundgerust fur Pathologen weltweit dar. Durch die Vorgabe bindender diagnostischer
Kriterien, welche anhand der neuesten wissenschaftlichen Erkenntnisse laufend aktualisiert
werden, stellt sie die Basis der modernen morphomolekularen Diagnostik der heutigen
Pathologie. Diese kann somit weltweit nach uniformen, diagnostischen Kriterien ablaufen.
Nachdem im Jahr 2010 der vierte Teil fur die gastrointestinalen Tumoren erschienen wair,
wurde im Jahr 2019 die flinfte Auflage der WHO-Klassifikation mit dem Titel ,WHO

classification of Tumours: Digestive System Tumours, 5th edition* veroffentlicht °.

In dieser funften Auflage der WHO-Klassifikation wurden im Vergleich zu der Vorauflage aus
dem Jahr 2010 zentrale morphologische Parameter des kolorektalen Karzinoms tiefgreifend
Uberarbeitet. Das klassische WHO Grading, der klinisch gebrauchlichste histopathologische
Parameter, wurde systematisch grundlegend umgestellt, zudem wurden Nomenklatur und
diagnostische Kriterien der histologischen Varianten/Subtypen des kolorektalen Karzinoms
revidiert. Aufgrund von zahlreichen Studien, die eine sehr hohe prognostische Relevanz
bescheinigten, wurde zudem der zellulare Dissoziationsparameter Tumor Budding als weiteres
essenzielles morphologisches Kriterium zusatzlich in die funfte Version der WHO-
Klassifikation kolorektaler Karzinome inkludiert. ° Die einzelnen Parameter werden in den

folgenden Abschnitten detaillierter vorgestellt.

3.6.1 WHO Grading

Das Grading (Englisch: Abstufung) von Adenokarzinomen beurteilt anhand der histologischen
Beschaffenheit zunachst grundlegend, inwieweit eine Neoplasie in ihrer Morphologie von
ihrem Ausgangsgewebe abweicht. Anhand der morphologischen Eigenschaften werden dann
mittels entitatsspezifischer Parameter verschiedene Tumorgrade gebildet (klassisch
dreistufiges System: G1 = gut differenziert (hohe Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe), G2 =
maRig differenziert (maRige Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe) bis G3 = gering differenziert
(wenig/keine Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe) anhand derer sich im Idealfall prognostische

Aussagen Uber das biologische Verhalten eines Tumors ableiten lassen. °

Hier ist prinzipiell die Annahme, dass gut differenzierte Karzinome eine eher glnstige
Prognose aufweisen, wahrend gering differenzierte Karzinome als prognostisch unginstig
anzusehen sind. Die Graduierungssysteme bzw. die zugrundliegenden Kriterien flr das Tumor

Grading von Karzinomen sind je nach Lokalisation des Primartumors (und nach Tumortyp)
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héchst variabel. Wahrend beispielsweise das klinisch hochgradig relevante und
ausnahmsweise 5-stufige  Gleason-Grading bei Prostatakarzinomen durch die
Drusenarchitektur diktiert wird, ist das Elston-Ellis-Grading bei Mammakarzinomen ein
multiparametrisches Scoring-System, dass neben der Drisenausbildung, weitere Faktoren
wie die mitotische Aktivitdt und die Kernpleomorphie bertcksichtigt und diese in einen

Summenscore inkorporiert, der sich in ein Grading-System von G1-G3 aufschlisselt. *°

Die klinisch-pathologisch jeweils gultigen Grading-Systeme, welche dann auch in
histopathologischen Befunden angegeben werden muissen, werden jeweils von den
Expertengremien als bindende Kriterien fur die WHO-Klassifikationen der jeweiligen
Organsysteme festgelegt. Das laut WHO definierte Grading kolorektaler Karzinome wird
traditionell lediglich anhand der Driisenausbildung festgelegt, wobei eine hohe Ausbildung von

Drusenstrukturen ein Ausdruck hoher Tumordifferenzierung darstellt.

In der neusten WHO-KIlassifikation von 2019 (5te Edition) wurde das konventionelle WHO
Grading Schema kolorektaler Karzinome von den jahrzehntelang etablierten dreistufigen
System (G1-G3) auf ein zweistufiges System (low- vs. high-grade) geandert, wobei die friher
als gut (G1: >95% Drusenausbildung) und moderat (G2: >50-95% Drusenausbildung)
differenzierten Karzinome nun zusammengefasst als low-grade und die friher gering (G3:
<50% Drusenausbildung) differenzierten Karzinome als high-grade KRK bezeichnet werden
(siehe Abbildung 2). Da die meisten Karzinome eine heterogene Morphologie aufweisen, wird
das Grading anhand der am wenigsten differenzierten Komponenten festgelegt, wobei die

Invasionsfront zur Beurteilung als suboptimal gilt. °

Traditionell wird das Tumor Grading in den klinischen Entscheidungsprozess, welche
Behandlung der Patient mit einem KRK erhalten soll, mit einbezogen. Jedoch ist das lediglich
auf Drusenbildung basierende WHO Grading in seiner Anwendbarkeit limitiert, da seine
Relevanz, bezogen auf die diversen histologischen KRK-Sondervarianten oder MSI-H

Karzinome, bis dato nicht sicher belegt ist. %%
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Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz der zentralen morphologischen Parameter der 5.
Auflage der WHO-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Corinna Lang

Abbildung 2: Mikroskopische Aufnahmen zweier verschiedener Resektaten von Adenokarzinomen
des kolorektalen Systems in HE-Farbung mit jeweils unterschiedlich starker Ausprdgung der

Driisendifferenzierung nach der neuen WHO Grading-Klassifikation: WHO-Grading low-grade (A)
und high-grade (B).
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3.6.2 Tumor Budding

Unter Tumor Budding versteht man das Vorhandensein kleiner Tumorzellgruppen von weniger
als funf Zellen sowie isolierte Tumoreinzelzellen (Tumor Buds), die eingebettet in ein
desmoplastisches Tumorstroma das umgebende Parenchym infiltrieren beziehungsweise

destruieren ',

Wahrend Malignome ohne Tumor Budding Aktivitdt das umgebende Gewebe lokalisiert in
groRen Verbanden mit sogenannter ,Pushing Border® infiltrieren, zeigen Neoplasien mit
verstarktem Tumor Budding eine dezentral-dissoziative Gewebeinfiltration mit verstarkter
perineuraler und angiolymphatischer Invasion 2°. Tumor Buds kénnen zentral innerhalb einer

Neoplasie oder an der invasiven Front zu finden sein °.

Das Phanomen Tumor Budding wurde bis dato in zahlreichen malignen Tumorentitaten und
insbesondere in diversen Karzinomentitdten (z.B. Osophaguskarzinom, Magenkarzinom,
Pankreaskarzinom, Kolonkarzinom, Zervixkarzinom, Kopf-Hals-Karzinome) beschrieben und
in zahlreichen Studien mit einem schlechten Patiententuberleben und adversen klinisch-
pathologischen Parametern (z.B. héheres pTNM Stadium, Lymph-/ Blutgefaflinvasion)
assoziiert, wobei die Tumor Budding Aktivitat sowohl an Operationspraparaten als auch in

pratherapeutischen Biopsien erhoben werden kann 222,

Bezuglich der molekularbiologischen Grundlagen des Tumor Buddings kamen mehrere
Studien zu der Annahme, dass das Tumor Budding das morphologische Korrelat des Konzepts
der Epithelial-Mesenchymalen-Transition (EMT) darstellt. Tumor Buds kénnen laut dieser
Aussage somit mesenchymale Zelleigenschaften annehmen und dadurch bedingt ihre
Zellpolaritdt oder auch ihre Zell-Zell Kontakte verlieren, was sie zu ihrem dissoziierten
Wachstum befahigt.  Die Grundlage fir diese These bilden Ergebnisse verschiedener
Studien, die zeigen konnten, dass Tumor Buds ihre urspriinglichen epithelialen Biomarker mit

mesenchymalen Biomarkern ersetzen .

Die Kriterien fir die Bezeichnung von Tumorzellgruppen kleiner 5 Zellen als Tumor Buds ist
einheitlich in der Literatur und in allen Organsystemen, beziehungsweise Tumorentitaten,
akzeptiert, allerdings bestehen zwischen den zahlreichen Studien und diversen Entitaten
deutliche Unterschiede, wie das Ausmald der Tumor Budding Aktivitdt angegeben und in

welchen Bereichen eines Karzinoms die Tumor Budding Aktivitdt analysiert werden soll
23,26,27,29,30
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Nach Erscheinen zahlreicher Studien zur prognostischen Bedeutung des Tumor Buddings im
KRK, die generell stets eine deutlich schlechtere Prognose fiir Karzinome mit erhdhtem
Budding postulierten, bei denen allerdings teils deutlich divergente Kriterien zur Erhebung des

Tumor Budding Status verwendet wurden %332

, wurde zur Vereinheitlichung der Kriterien und
zur besseren Reproduzierbarkeit in klinischen Studien im Rahmen der Internationalen Tumor
Budding Konferenz im Jahre 2016, von einem Expertengremium fir kolorektale Karzinome,
folgender Konsens erzielt: Bei kolorektalen Karzinomen wird Tumor Budding, also per
definitionem isolierte Tumoreinzelzellen oder kleine Tumorzellgruppen mit weniger als funf
Zellen, an der Invasionsfront eines KRKs mittels eines reprasentativen Schnittes in HE-
Farbung analysiert *. Zuerst wird in der UbersichtsvergroRerung die gesamte Invasionsfront
des Karzinoms untersucht und hierbei das Areal identifiziert, das in der Ubersicht die groRte
Tumor Budding Aktivitat zeigt. Nachfolgend wird dann standardisiert in einer 20-fachen
VergroRerung die Anzahl der Tumor Buds in einem Mikroskopierfeld mit der Gréf3e von 0.785
mm? bestimmt. Die Einteilung erfolgt, wie in Tabelle 2 zu sehen, (iber ein dreistufiges System
(Bd1, Bd2, Bd3), wobei maximal vier Tumor-Buds in diesem Bereich einer geringen Tumor
Budding Aktivitat entsprechen (low budding - Bd1), 5-9 Buds entsprechen einer intermediaren
Tumor Budding Aktivitat (intermediate budding - Bd2) und 10 oder mehr Buds einer hohen
Tumor Budding Aktivitat (high budding - Bd3) zugeordnet werden (siehe Abbildung 3). *

Tabelle 2: Einteilung der Tumor Budding Kategorien nach der Anzahl der gefundenen Tumor Buds in

einem Mikroskopierfeld mit 20-facher VergréBerung und einer GréfRe von 0.785mm?. (modifiziert nach
30)

Tumor Budding Kategorie Anzahl der Tumor Buds per
0.785mm?

Bd1 (low) 0-4

Bd2 (intermediate) 5-9

Bd3 (high) 10 oder mehr

Diese vorgeschlagene Graduierung des Tumor Buddings anhand des international
konsentierten Systems wurde in der 2019 erschienenen aktualisierten Auflage der WHO-
Klassifikation der Tumoren des Verdauungstrakts im Kapitel zu den KRK so implementiert und
ebenso in die essentiellen diagnostischen Kriterien der WHO firr das kolorektale Karzinom

tibernommen 5.
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Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz der zentralen morphologischen Parameter der 5.

Auflage der WHO-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Corinna Lang
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3.6.3 Histologische Subtypen des kolorektalen Karzinoms

In der im Jahr 2019 erschienenen 5. Auflage der WHO-KIlassifikation , Tumours of the colon
and rectum® werden anhand ihres histopathologischen Erscheinungsbildes, neben dem
klassischen Adenokarzinom NOS, insgesamt 10 weitere histologische Subtypen des KRKs
(muzindéses Adenokarzinom, Siegelringzellkarzinom, medulldres Karzinom, serratiertes
Adenokarzinom, mikropapilldres Adenokarzinom, adenom-artiges Adenokarzinom,
adenosquamdses Karzinom, Karzinom mit sarkomatoiden Komponenten, undifferenziertes
Karzinom, gemischte adenoneuroendokrine Karzinome/ neuroendokrine Karzinome)
voneinander unterschieden. Neben dem klassischen Adenokarzinom sind, verglichen mit der
Vorauflage aus dem Jahr 2010 *, neue morphologische Varianten wie das adenom-artige

34

Adenokarzinom dazugekommen **, wahrend friher aufgelistete KRK Subtypen wie das

kribriforme Adenokarzinom oder das Spindelzellkarzinom nicht mehr erwahnt werden %3¢, Im
Folgenden sind nun die einzelnen Subtypen samt der von der aktuellen WHO-Klassifikation

vorgegebenen diagnostischen Kriterien aufgefihrt.

3.6.3.1 Adenokarzinom NOS (nicht weiter spezifiziert)

Der grofite Anteil aller kolorektaler Karzinome gehért zur Kategorie der Adenokarzinome,
wobei die klassischen Adenokarzinome vom kolorektalen Typ gemaf der WHO-Klassifikation
als Adenokarzinom NOS (nicht weiter spezifiziert) bezeichnet werden. Wie in Abbildung 4A
dargestellt, ist das Adenokarzinom NOS histologisch ein Adenokarzinom mit intestinalem
Baumuster, welches je nach Differenzierungsgrad variabel gut ausgeformte tubulare
Drisenstrukturen oder solide kribriforme Tumorzellkomplexe ausbildet. Klassischerweise
lassen sich in den Drisenlumina der Adenokarzinom NOS sogenannte Komedonekrosen
nachweisen, die zwar nicht ganzlich spezifisch sind, aber sich dennoch in so gut wie allen
Adenokarzinomen NOS finden lassen. Zytologisch ist das Adenokarzinom NOS durch
atypische, zumeist blass-eosinophile Epithelzellen gekennzeichnet, die eine in Richtung des
Kerns verschobene Kern-Plasma-Relation und hyperchromatische, teils stiftférmig elongierte

Zellkerne mit vermehrten Mitosen aufweisen. %%

Immunhistochemisch zeigt das
Adenokarzinom NOS in der Regel eine starke Positivitat fir die intestinalen
Transkriptionsfaktoren CDX2 und SATB2 sowie typischerweise eine ausgepragte Expression
von Zytokeratin 20 (CK20) *3° Das Adenokarzinom NOS hat keine vorbeschriebene
Pradilektion fir eine bestimmte Region des kolorektalen Systems und wird gleichartig haufig
in mikrosatellitenstabilen und mikrosatelliteninstabilen Tumoren beobachtet °>*”. Die Prognose
der Adenokarzinome NOS an und fur sich ist variabel und hangt neben dem Tumorstadium
auch vom Vorhandensein anderer histologischer Parameter ab °, die in den néchsten

Absatzen weitergehend beschrieben werden.
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3.6.3.2 Mikropapilldres Adenokarzinom

Die histologischen Merkmale eines mikropapillaren Adenokarzinoms sind, wie in Abbildung
4B dargestellt, schmale runde oder ovale solide Tumorzellkomplexe, die in der Regel keine
Ausbildung drisiger Strukturen zeigen. Diese werden typischerweise von starken stromalen
Retraktionsartefakten umgeben, die vaskuldre Kanale nachahmen. ° Die Inzidenz variiert je
nach Single-Center-Studie zwischen 5% und 20%, wobei Karzinome mit reinem
mikropapillaren Wachstumsmuster auferst selten sind und meist konventionelle
Adenokarzinome Komponenten eines mikropapilldren Karzinoms aufweisen. 5%
Mikropapillares Wachstumsmuster lasst sich vor allem auch haufig in Adenokarzinomen
aulerhalb des Gastrointestinaltrakts diagnostizieren. So galten die mikropapillaren
Adenokarzinome zuvor als prognostisch ungunstige Varianten duktaler Mammakarzinome,
sowie auch als aggressive histologische Karzinomvarianten z.B. des Ovars, des
Urogenitaltrakts oder der Lunge. *° GeméaR der neuen WHO-Klassifikation miissen zur
Diagnose der mikropapillaren Variante eines KRKs lediglich mehr als 5 % des Gesamttumors
ein mikropapillares Muster aufzeigen °. Immunhistochemisch weisen mikropapillare
Adenokarzinome eine Expression des Epithelmembran-Antigens EMA (MUC1), einen Verlust
von MUC2 sowie eine reduzierte Farbung oder gar eine Abwesenheit von E-Cadherin auf.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen nicht nur den mesenchymalen Marker
Vimentin exprimieren, sondern auch eine nukleare Expression des Proteins SMAD4, dessen
Anwesenheit eine entscheidenden Rolle in der Aktivierung des Transforming-Growth-Factor 3
(TGFB) spielt, aufweisen. Molekulare Analysen zeigten gehauft TP53, KRAS oder BRAF
Mutationen sowie eine Tendenz zur Mikrosatellitenstabilitat. 4'4? Dieser Subtyp des KRKs,
der sich haufig im rechten Kolon oder im Rektum befindet, betrifft vor allem Patienten ab dem
50ten Lebensjahr, wohingegen jungere Patienten nur in sehr seltenen Fallen die Diagnose
eines mikropapillaren Adenokarzinoms erhalten **. In der Literatur wird ein hoheres Risiko fiir
Lymphknoten-Metastasierung beschrieben und haufig auch eine Positivitat fur schlechte

Prognosefaktoren, wie eine lymphatische, extramurale vaskuldre und perineurale Invasion °.

3.6.3.3 Serratiertes Adenokarzinom

Das serratierte Adenokarzinom ist, wie in Abbildung 4C illustriert, durch morphologische
Annlichkeiten zu serratierten Polypen gekennzeichnet. Vor Beginn unserer Studie wurde
dieser Subtyp mit einer Pravalenz von 10-15% unter allen KRK beschrieben. Histologisch zeigt
sich eine groRe sagezahnartig, verzweigte Drusenarchitektur, die haufig von kleinherdigen,
extrazellularen Schleimablagerungen begleitet wird. ° Die im Adenokarzinom NOS h&ufig
beobachteten Komedonekrosen treten in serratierten Adenokarzinomen typischerweise nicht

oder nur sehr fokal auf. Zytologisch zeigen sich klassischerweise stark eosinophile oder auch
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klarzellige, zytoplasmareiche Tumorzellen mit vesikularen Zellkernen, wobei eine niedrige
Kern-Plasma-Relation vorliegt. Die molekulare Entstehung von serratierten Adenokarzinomen
ist sehr vielfaltig, wobei ein hoher Methylierungsgrad (CIMP) bei den meisten Tumoren dieses
Subtyps beobachtet wird. * Im Gegensatz zu den Adenokarzinomen NOS weisen serratierte
Adenokarzinome eine starkere Expression von Genen wie dem Hypoxie-induzierten Faktor 1a
(HIF-1a), Fascin 1, Hippocalcin und Annexin A10, die an morphogenese-, hypoxie-,
zytoskelett- und vesikeltransportbezogene Funktionen der Zelle beteiligt sind, auf. Eine MSI
kann in bis zu 20% der serratierten Karzinome gefunden werden. **** Im Vergleich zum
konventionellen Adenokarzinom ist das serratierte Adenokarzinom durch eine aktive
Invasionsfront mit zytoplasmatischen Pseudofragmenten sowie geringer lymphozytarer
Infiltration und einer erhdhten Resistenz beim Versuch einer zielgerichteten Tumortherapie
charakterisiert *°. Als Erklarung werden unter anderem héaufiger auftretende Mutationen in
Genen wie KRAS und BRAF aufgefiihrt **. Insgesamt wird in der vorbestehenden Literatur
eine Tendenz des serratierten Adenokarzinoms zum rechten Kolon postuliert. Beim Vorliegen
einer linksseitigen Lokalisation im gastrointestinalen Trakt wird dem KRK-Subtyp zudem eine

schlechtere Prognose zugeschrieben. '

3.6.3.4 Muzinéses Adenokarzinom

Das muzinése Adenokarzinom ist ein histologischer Subtyp des KRKs bei dem, wie in
Abbildung 4D illustriert, ausgedehnte extrazellulare Schleimablagerungen kennzeichnend
sind. Die vor Beginn unserer Arbeit beschriebene Pravalenz unter den primaren KRK betragt
fir das muzinése Adenokarzinom laut der WHO-Klassifikation einen Wert zwischen 5% und
20%. ° Histologisch stellt sich dieser Subtyp mit atypischen Driisenepithelien, eingebettet in
extrazelluldare Schleimseen, dar, die sich von den ebenso schleimbildenden
Siegelringzellkarzinomen dadurch unterscheiden, dass das produzierte Muzin nach
extrazellular sekretiert wird. “° Siegelringartige Zellformen innerhalb des Muzins werden
allerdings haufig beobachtet. Die von der WHO beschriebenen Diagnosekriterien flir ein
muzindses Adenokarzinom geben vor, dass mehr als 50% des Gesamttumors diese
histologischen Eigenschaften aufweisen muss. Eine muzinése Komponente <50% entspricht
einer Partialdifferenzierung. ¥ Muzinése Adenokarzinome kénnen prinzipiell in allen
drisenbildenden Organen auftreten und werden dort oft auch als sogenannte
Kolloidkarzinome bezeichnet *. Die molekulare Pathogenese des muzinésen KRK-Subtyps
unterscheidet sich von Adenokarzinomen NOS durch hoéhere Mutationsraten in Genen der
MAPK- und PI3K/Akt/mTOR-Signalwegen sowie durch héhere Raten an MSI- und CIMP-High.
MSI-High muzinése Tumore haben ein exophytisches Wachstumsmuster und treten vermehrt

bei jingeren Patienten auf. Im Vergleich zu Adenokarzinomen NOS ist eine Mutation des TP53
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in muzindsen Karzinomen seltener. ATOH1, ein Transkriptionsfaktor, der die MUC2-
Expression im Darmepithel aktiviert, wird bei muzinésen und Siegelringzellkarzinomen
aufrechterhalten, aber bei nicht-muzinésen Karzinomen unterdriickt. Insgesamt ist somit die
Expression von MUC2 und unter anderem auch von MUC5AC erhdht, wahrend des Weiteren
MUC1 (EMA) reduziert ist. **® GemaR vorbestehender Literatur tritt das muzinése KRK
bevorzugt im rechten Kolon auf und scheint vermehrt Frauen zu betreffen *’. Die Prognose
wird Ubergreifend kontrovers diskutiert, wobei dem muzinésen KRK meistens eine schlechtere

Prognose als dem NOS zugeschrieben wird 4349,

3.6.3.5 Adenom-artiges Adenokarzinom

Das adenom-artige Adenokarzinom ist ein neu definierter Subtyp in der aktuellen WHO-
Klassifikation. Friher villdéses Adenokarzinom oder invasives papillares Adenokarzinom
genannt °, ist das histologische Erscheinungsbild, wie in Abbildung 4E dargestellt, von
adenom-artigen Adenokarzinomen durch invasive, villése Drisen mit breitem Stroma-Stiel
gekennzeichnet, die zwar klar als invasiv zu bezeichnen sind, in lhrer Gesamtmorphologie
allerdings aufgrund ihrer Architektur stark an ein Adenom erinnern *. Insgesamt wird der
Subtyp, dessen Inzidenz je nach Literaturangabe zwischen 1% bis 9% variiert, dadurch
beschrieben, dass mehr als 50% der invasiven Komponente ein adenom-artiges Aussehen mit
niedrig-gradiger villdser Architektur aufweist °. Zytologisch zeigt dieser Subtyp haufig nur
geringe Atypien. Die blande Morphologie und die adenom-artige Architektur fuhrten zur
Namensgebung dieser histologischen Variante und sind ebenso ursachlich dafur, dass
insbesondere an Biopsien die diagnostische Einordnung als invasives Karzinom,
beziehungsweise die Abgrenzung von einem Adenom, schwierig ist. °° Im Vergleich zum
Adenokarzinom NOS zeigt das adenom-artige Adenokarzinom eine minimalere
desmoplastische Reaktion, eine erhdhte Prasenz an intraepithelialen Tumor-infiltrierenden-
Lymphozyten und geringere pTNM-Stadien *'. In der bestehenden Literatur wird das adenom-
artige Adenokarzinom mit einer geringen Rate an Metastasierungen und meistens mit einer

glinstigen Prognose assoziiert >*°.

3.6.3.6 Medulldres Karzinom

Wie in Abbildung 4F gezeigt, werden KRK mit einem soliden Wachstumsmuster, die aus stark
vergroRerten Zellen mit vesikularen Nuclei, prominenten Nucleoli und reichlich eosinophilen
Zytoplasma aufgebaut sind, als medulldre Karzinome bezeichnet. Wichtige Charakteristika
medullarer Karzinome sind zudem ein eher breit-flachiges, verdrangendes Infiltrationsmuster
mit einer sogenannten Pushing-Border sowie eine auffallende Infiltration an intraepithelialen

Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten. ® Der Prozentsatz des Gesamttumors, der
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medullare Eigenschaften besitzen muss, um eine Klassifikation als medullares Karzinom zu
rechtfertigen, wurde nicht abschlieRend definiert *® und ist auch in der aktuellen WHO-
Klassifikation nicht eindeutig hinterlegt °. Dieser Subtyp weist haufig eine
Mikrosatelliteninstabilitat in Kombination mit einer BRAF Mutation und einem abnormalen
immunhistochemischen Muster mit Verlust von CDX2 und dem Filamentprotein Cytokeratin 20
(CK20), das vor allem von gastrointestinalen Epithelzellen gebildet wird, sowie negative
neuroendokrine Marker, auf °. Im Wesentlichen sind medulldre Karzinome eine solide Variante
des Adenokarzinoms mit geringerer glandularer Differenzierung ihrer pleomorphen
Tumorzellen und einer oftmals hoher morphologischer Ahnlichkeit zu schlecht differenzierten
sowie zu undifferenzierten Adenokarzinomen *2. Die mangelhafte histologische Abgrenzung
koénnte auch der Grund daflr sein, dass in Tumorregistern weltweit das medullare Karzinom
seltener genannt und seine Pravalenz unter allen kolorektalen Adenokarzinomen auf weniger
als 3% geschatzt wird 5. Klinisch scheint das medullare Karzinom haufiger altere Frauen zu
betreffen, vermehrt im rechtsseitigen Kolon aufzutreten und eine geringere Wahrscheinlichkeit
fur Lymphknotenmetastasen aufzuweisen 2. Insgesamt wird dem medullaren Karzinom in der
bestehenden Literatur eine bessere Prognose als dem konventionellen, schlecht

differenzierten Adenokarzinom zugeschrieben °.

3.6.3.7 Siegelringzellkarzinom

Das Siegelringzellkarzinom ist ein seltener histologischer Subtyp des Adenokarzinoms bei
dem, wie in Abbildung 4G dargestellt, mehr als 50% der Lasion eine siegelringzellige
Morphologie, wie man sie klassischerweise bei Karzinomen des gastrodsophagealen
Ubergangs oder des Magens nach dem diffusen Typ nach Lauren sieht, aufweist . Vor
Beginn unserer Arbeit wurde die Pravalenzrate des siegelringzelligen Subtyps kolorektaler
Karzinome je nach Literatur zwischen 0,5% und 2,6% beziffert **. Als Siegelringzellen
bezeichnet man einzellige Infiltrate mit prominenter, intrazytoplasmatischer Schleimbildung,
die zu einem an den Rand der Zelle verdrangten, meist abgeplatteten Zellkern fiihren und vom
morphologischen Erscheinungsbild somit stark an einen Siegelring erinnern, was die
Terminologie dieses Zelltyps begriindet °. Im Vergleich zu den Siegelringzellkarzinomen des
Magens sind die des Kolorektums mit einem hoéheren Gehalt an extrazellularem Muzin
assoziiert und infiltrieren seltener diffus in das umliegende Gewebe. Die Unterscheidung
zwischen metastasierten Magenkarzinom und kolorektalen Siegelringzellkarzinom kann sich
schwierig gestalten, da sie sich morphologisch &hneln und in der Regel vergleichbare
immunhistochemische Eigenschaften aufweisen, einschlielich der Negativitat fir MUC1, der
Negativitat fur den Thyreoidalen Transkriptionsfaktor 1 (TTF1) und der Positivitat fuir MUC2.

Die Expressionsrate von CDX2 ist in Siegelringzellkarzinomen variabel, wahrend in den
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meisten Fallen eine Reaktivitat fir SATB2 und ein Verlust der E-Cadherin-Expression
vorliegen. *" Dieser Subtyp des KRKs wird, im Vergleich zum konventionellen KRK, meistens
in jingeren Individuen beschrieben und scheint laut friheren Studien o6fter das weibliche
Geschlecht zu betreffen. Als haufigste Lokalisation des Subtyps wird das rechtsseitige Kolon
inklusive des Coecums diskutiert, wobei es hierzu verschiedene Angaben in der Literatur gibt.
3743 Laut der WHO wird die Diagnose eines Siegelringzellkarzinoms héaufig erst in einem
fortgeschrittenen Stadium gestellt, wobei es bei diesem Subtyp zu einer friheren
Metastasierung und multiplen untypischen Lokalisationen der Metastasen kommt °. Insgesamt
wird das Siegelringzellkarzinom in der bestehenden Literatur im Vergleich zum
Adenokarzinom NOS und zum muzindsen Karzinom als ein aggressiver Tumor mit schlechter

Prognose beschrieben *°.

3.6.3.8 Neuroendokrine Karzinome (NEC)/ Kolorektal gemischte adenoneuroendokrine
Karzinome (MANEC)

Neuroendokrine Karzinome (NEC) machen etwa 1% aller kolorektalen Karzinome aus, wobei
die Inzidenz in den letzten Jahren zunehmend ist. NEC des Kolorektums prasentieren sich
meistens als organoide Strukturen mit prominenten Trabekeln, rosetten- und palisadenartigen
Mustern sowie mit zentralen Nekrosen in soliden Nestern. > Morphologisch weisen NECs eine
starke mitotische Aktivitat auf und kdnnen, ahnlich wie neuroendokrine Karzinome der Lunge,
grol3- (LCNEC) als auch in seltenen Fallen als kleinzellige (SCNEC) Primartumore auftreten.
Immunhistochemisch liegt eine Positivitat fir Synaptophysin (siehe Abbildung 4H), was ein
integrales Membran-Glykoprotein darstellt, das sowohl in prasynaptischen Vesikeln von
Neuronen als auch in normalen neuroendokrinen Epithelzellen, wie zum Beispiel
Pankreasinseln, vorkommt, sowie des Weiteren eine Positivitat flir Chromogranin A, CD56 und
SSTR2A vor. 37 Gemischte adenoneuroendokrine Karzinome (MANEC) sind als Sonderform
der kolorektalen NEC seltene und klinisch aggressiv verlaufende KRK mit erheblicher
morphologischer Heterogenitat. MANEC weisen laut der WHO sowohl eine neuroendokrine
Komponente als auch Anteile von Adenokarzinomen auf, die jeweils mehr als 30% des
Karzinoms einnehmen missen um als solche klassifiziert zu werden. Frihere Studien haben
gezeigt, dass kolorektale NEC und MANEC eine enge genetische Verwandtschaft und ein
ahnliches Spektrum an Mutationen wie konventionelle KRK aufweisen. Im Vergleich dazu
haben sie jedoch einen aggressiveren klinischen Verlauf und werden zum Zeitpunkt der
Diagnose oft mit einer weitreichenden Metastasierung festgestellt. Die sachgeméafie Diagnose
von MANEC:s ist nicht nur fir eine Aussage Uber den potenziellen klinischen Verlauf wichtig,
sondern auch fir die daraus abgeleitete therapeutische Strategie, da die Existenz einer
schlecht differenzierten neuroendokrinen Komponente die betroffenen Patienten in der Regel

fur spezifische Chemotherapien mit Zytostatika, die haufig aus einer Kombination von
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Platinderivaten und Topoisomerasehemmern wie zum Beispiel Cisplatin und Etoposid besteht,

qualifiziert. 5375

3.6.3.9 Undifferenziertes Karzinom

Als undifferenzierte Kolonkarzinome bezeichnet man solche Karzinome, die abseits eines
Nachweises ihrer epithelialen Herkunft, die in der Regel nur immunhistochemisch durch eine
fokale Anfarbbarkeit mit Breitspektrums-Zytokeratinen gelingt, keine Anzeichen einer
morphologischen, immunhistochemischen oder molekularen Liniendifferenzierung zeigen °.
Von dem medullaren kolorektalen Tumoren unterscheidet sich das undifferenzierte Karzinom,
wie in Abbildung 4l gezeigt, durch die Abwesenheit eines synzytialen Wachstumsmusters,
sowie dem Fehlen prominenter lymphoplasmazellularer Infilirate und der Abwesenheit einer
grenziiberschreitenden Ausbreitung. *>*" Die tumorspezifische 5-Jahres Uberlebensrate wird
in der vorbestehenden Literatur als gering beschrieben und das undifferenzierte Karzinom

insgesamt den aggressiven Karzinomen zugeordnet %',

3.6.3.10 Karzinom mit sarkomatoiden Komponenten

Karzinome mit sarkomatoiden Komponenten stellen eine kleine, morphologisch heterogene
Untergruppe kolorektaler Karzinome dar, die wie in Abbildung 4J gezeigt, durch einen
spindelzelligen oder auch rhabdoiden Aufbau gekennzeichnet sind. Insgesamt erinnern diese
an ein Sarkom und kénnen differentialdiagnostisch, insbesondere an einem Biopsiematerial,

5 Assoziierte Anteile eines klassischen

schwierig von diesem abzugrenzen sein.
Adenokarzinom NOS oder Anteile anderweitiger drisenbildender Varianten sind oftmals klein-
herdig bei der Untersuchung gréRerer Resektate nachweisbar. Der Verlust der nuklearen
Immunfarbung SMARCB1 (INI1), einer Kerneinheit des SWI/SNF Chromatin Remodeling
Komplexes, sowie der Verlust oder die Koaktivierung verschiedener Bestandteile der SWI/
SNF Protein-Familie, einschlieBlich SMARCA4, SMARCAZ2 und/ oder SMARCB1, sowie einige
ARID1a Abnormalitaten sind fir diesen Subtyp charakteristisch. *>*” Sarkomatoide Karzinome
werden gehauft in Kopf- und Halstumoren, Lungentumoren und Tumoren der weiblichen
Geschlechtsorgane diagnostiziert. Das Vorkommen dieses seltenen Subtyps manifestiert sich
bei gastrointestinalen Karzinomen vornehmlich im Osophagus oder im Magen, wahrend im
kolorektalen System diese Variante als sehr selten und als prognostisch unguinstig

vorbeschrieben ist.

3.6.3.11 Adenosquamoéses Karzinom

Das adenosquamdse Karzinom, dessen Inzidenz in den meisten Fallen mit einem Wert unter

0,1% angegeben wird °, setzt sich morphologisch zu einem aus malignen Plattenepithelzellen
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als auch aus bdsartigen Drisenelementen zusammen, die entweder miteinander vermischt
oder als separate Komponenten innerhalb des Karzinoms in Erscheinung treten *. Dieser
seltene Subtyp wird durch individuelle Keratinisierung, interzellulare Briicken, Hornperlen und
Dyskeratosen charakterisiert. Das adenosquamoése Karzinom kann unter anderem auch als
seltene Wachstumsvariante maligner Tumoren in anderen Organen aullerhalb des
Gastrointestinaltraktes auftreten. Wahrend adenosquamése Karzinome der Mamma in der
bestehenden Literatur meistens ein geringeres Tumorstadium und eine bessere Prognose
aufweisen, werden adenosquamdse Karzinome der Lunge als eine seltene aggressive Form
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms beschrieben. * Im Gastrointestinaltrakt zeigt das
adenosquamdse Karzinom eine gleichmaflige Verteilung zwischen dem rechten und linken
Kolon %, Insgesamt werden adenosquamése Karzinome in verschiedenen Quellen eher mit
einer hoheren Metastasierungsrate, einer schlechteren Prognose und einem

fortgeschritteneren Tumorstadium in Verbindung gebracht als konventionelle KRK 5,
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Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz der zentralen morphologischen Parameter der 5.
Auflage der WHO-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms
Corinna Lang

Eosin-Férbung (HE-Farbung), 10x); B) Mikropapilldres Adenokarzinom (HE-Férbung, 10x);, C)
Serratiertes Adenokarzinom (HE-Farbung, 10x); D) Muzinéses Adenokarzinom (HE-Férbung, 10x);
E) Adenom-artiges Adenokarzinom, als auch ein Beispiel ftir ein WHO low-grade KRK (HE-Férbung,
10x); F) Medulldres Karzinom (HE-Farbung, 20x); G) Siegelringzellkarzinom (gro3es Bild in HE-
Féarbung, 20x & kleines Bild in PAS-Farbung, 40x); H) Gemischtes adeno-neuroendokrines Karzinom,
als auch ein Beispiel fiir ein WHO high-grade KRK (HE-Férbung, 20x), kleines Bild (Synaptophysin
positiv, 40x); I) Undifferenziertes Karzinom (HE-Férbung, 10x); J) Karzinom mit sarkomatoiden
Komponenten (HE-Férbung, 10x).
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3.7 Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Therapie eines kolorektalen Karzinoms ist mafgeblich von dem klinischen Staging, also
der Ausdehnung des Primartumors (T), dem Lymphknotenstatus (N) und dem Vorliegen von
Fernmetastasen (M), abhangig. Basierend auf dem Ergebnis entscheidet man sich grob
gesagt bei dem Vorhandensein von Fernmetastasen flr eine neoadjuvante oder palliative
Chemotherapie und bei dem Fehlen von Fernmetastasen fiir eine operative Resektion des
Karzinoms als primare Therapie. Im zweiten Fall wird anschlief3end zur operativen Versorgung
ein variables postoperatives Therapieschemata erarbeitet, dass zu einem von dem
pathologischen Staging (pTNM) und den pathologischen Risikofaktoren, wie den individuellen
patientenbezogenen Charakteristika, dem Therapieziel als auch den molekularen
Eigenschaften beispielsweise bezogen auf den MSI-Status und Mutationen innerhalb der
RAS- und BRAF-Gene, abhangig ist. Im folgenden Abschnitt wird darauf Wert gelegt
insgesamt einen Uberblick Uber die jeweiligen Leitlinien zu schaffen, da detailreiche
Erklarungen, der zum Teil sehr speziellen und sich rasch wandelnden Therapieformen, den

Rahmen dieser Dissertation tUberschreiten wuirden.

Das Stadium | des Kolonkarzinoms erfordert eine radikale chirurgische Resektion des
Primartumors, einschlieRlich der Entfernung des regiondren Lymphabflussgebietes mit
mindestens 12 Lymphknoten in Form von einer totalen mesokolischen Exzision (TME). Eine

anschlieBende adjuvante Therapie wird nicht empfohlen.

Das Stadium Il besitzt ebenfalls einen kurativen Therapieanspruch und erfordert eine
vollstandige chirurgische Resektion des Kolonkarzinoms sowie eine TME. Eine adjuvante
Chemotherapie kann die Rezidivrate reduzieren und das 5-Jahres-Uberleben erhdhen,
insbesondere bei Patienten mit einem héherem klinischen Rezidivrisiko, wozu ein T4 Stadium,
eine Tumorperforation, ein intraoperativer Tumoreinriss, weniger als 12 untersuchte
Lymphknoten oder histopathologisch bewiesene Lymph- oder BlutgefaRinfiltration zahlen. Bei
etwa 20% der Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium Il ist eine MSI im Tumorgewebe
nachweisbar, was mit einer besseren Prognose korreliert und als Argument gegen eine

adjuvante Chemotherapie sprechen kann. "¢

Im Stadium Il bleibt der kurative Therapieanspruch ahnlich zu Stadium | und Il weiterhin
bestehen. In den allermeisten Fallen wird eine adjuvante Chemotherapie mit 5-FU/Folinsaure
(bzw. Capecitabin) und Oxaliplatin durchgefiinrt. Dies kann die 5-Jahres-Uberlebensrate

signifikant erhéhen als auch die Rezidivrate enorm reduzieren.
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Im Stadium 1V ist die Wahl der Therapie in erster Linie abhangig von der Resektabilitat der
Metastasen. Weitern Einfluss auf die Therapiewahl haben individuelle Besonderheiten des
Patienten, das Ubergeordnete Therapieziel und molekulare Untersuchungen auf MSI, RAS-
und BRAF-Mutationen. ' Einen groben Uberblick (iber die Therapiestruktur des
Kolonkarzinoms gibt Abbildung 5.

Die Therapie eines Rektumkarzinoms unterscheidet sich nicht wesentlich von der Therapie
eines Kolonkarzinoms. Der gréRte Unterschied liegt hierbei in der vermehrten Verordnung
einer neoadjuvanten Therapie. Gemal interdisziplinaren Empfehlungen der Deutschen
Krebsgesellschaft kénnen weitere Ansatze bei der Ausarbeitung des Therapieplans
hinzugefligt werden, einschlieRlich einer Kurzzeit-Strahlentherapie oder einer totalen
neoadjuvanten Therapie. Das Konzept der ,Totalen neoadjuvanten Therapie“ (TNT) ist eine
Erweiterung der neoadjuvanten Radio- oder Radiochemotherapie um eine zusatzliche
Chemotherapie, die fir Tumoren mit unginstigen Stadien und/oder bei beabsichtigtem
Organerhalt eingesetzt werden kann. ? Fiir mehr Details zur Therapie des Rektumkarzinoms
siehe Abbildung 6.
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3.8 Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit haben wir eine grofte Kohorte von 1004 KRK-Patienten
histologisch, gemal der einleitend beschriebenen morphologischen Kriterien der aktuellen
WHO-Klassifikation von 2019, die bezlglich der essenziellen morphologischen Aspekte
signifikante Veranderungen im Vergleich zur Vorauflage von 2010 mit sich brachte, untersucht.
Wie bereits umfassend erlautert, enthalten diese Veranderungen vor allem die
Umstrukturierung des klassischen WHO Gradings von einem drei- auf ein zweistufiges
System, das Hinzukommen oder Wegfallen spezifischer histologischer Subtypen und die

Einfuhrung des zelluldren Dissoziationsparameters Tumor Budding.

Trotz des tiefgreifenden Einflusses dieser Umstellungen auf die tégliche diagnostische Arbeit
von Pathologen weltweit, waren bei Verdffentlichung der aktuellen WHO-KIlassifikation die
klinische und prognostische Relevanz sowie die Interaktion dieser gednderten Parameter

untereinander noch weitgehend unklar.

Durch histologische Reklassifikation von mehr als 1000 resezierten KRK sollten im Rahmen

dieser Promotionsarbeit folgende zentrale Fragen beantwortet werden.

(1) Wie haufig sind spezielle histologische Subtypen gemaR der aktuellen WHO-
Klassifikation in einem groBen KRK-Kollektiv nachweisbar und zeigt die
Unterscheidung der verschiedenen histologischen Subtypen eine prognostische
Demarkation zwischen den einzelnen Varianten? Gibt es Assoziationen zu weiteren

klinisch-pathologischen Parametern?

(2) Wie haufig ist die Frequenz der verschiedenen WHO-Grading-Subgruppen und lassen
sich Assoziationen mit klinisch-pathologischen Parametern finden? Zeigt das
klassische Grading nach der Umstellung des drei- auf das zweistufige System eine

prognostische Relevanz?

(3) Wie hoch ist die Frequenz der verschiedenen Tumor Budding-Subgruppen? Wie ist
deren Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern und inwieweit kann man

durch das Tumor Budding detailliertere prognostische Aussagen treffen?

(4) Wie hangen die drei histomorphologischen Parameter KRK Subtypisierung, Tumor
Budding und WHO Grading zusammen? Inwiefern beeinflussen diese sich

gegenseitig?
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(5) Was sind Starken und Schwachen der jeweiligen histologischen Parameter und in
welchen klinischen Szenarien kommen diese am ehesten zum Tragen? Welche der
drei zentralen histopathologischen Parameter des KRKs hat auch in multivariaten

Analysen inklusive des Tumorstadiums bestand?
(6) Welche sind insgesamt die prognostisch starksten morphologischen Parameter der

neuen WHO-Klassifikation und sollten in histopathologischen Befunden der KRK

kunftig in den Vordergrund gestellt werden?

39



4 Material und Methoden

4.1 Erstellung der Kohorte

Zu Beginn unserer Studienarbeit identifizierten wir mittels des institutsinternen
Informationssystems Nexus/LAB alle Patienten, fir die im Nexus-System die Diagnose eines
resezierten KRKs hinterlegt wurde (Suchschlissel: DI 6C). Lediglich Patienten mit KRK
wurden eingeschlossen. Patienten mit nicht-epithelialen Neoplasien, hoch differenzierten
neuroendokrinen Tumoren und Appendixtumoren wurden ausgeschlossen. Das ursprunglich
gewahlte Suchraster von 2003 bis 2017 wurde im weiteren Verlauf der Studie auf die
Jahrgange 1997 bis 2002 und den Jahrgang 2018 erweitert. Insgesamt konnten wir 1004
Patienten mit reseziertem KRK identifizieren, fir die sowohl ausreichend Kklinisch-

pathologische Informationen als auch Gewebe zur Verfigung standen.

Nachfolgend begannen wir fir alle Patienten die wichtigen klinisch-pathologischen Daten
zusammenzustellen. Aus dem Nexus-System entnahmen wir die pathologischen Kriterien wie
Tumorlokalisation, Tumorgréfte, TNM-Klassifikation, Vorhandensein einer Lymph-, Blutgefaf3-
oder Perineuralscheideninvasion und der Tumordifferenzierung wahrend des
Diagnosezeitpunktes. Aus diesen Daten extrapolierten wir das Tumorstadium gemaf UICC.
Im nachsten Schritt wurden mittels des klinikinternen Patientenmanagementsystems PKIS/
SAP Spezifika bezuglich der chirurgischen Therapie und der medikamentdsen Therapie
extrahiert. Die Nachverfolgung des klinischen Verlaufs wurde unter Nutzung der im
Bayerischen Krebsregister eingepflegten Verlaufsinformationen sowie durch Aufzeichnungen
in Arztbriefen dokumentiert. Folgende Uberlebensparameter wurden von uns erhoben und wie
folgt definiert: Fir das Gesamtiberleben (,Overall Survival; OS) wurden alle registrierten
Todesfalle von den Patienten in unserer Kohorte erfasst, unabhangig von der Todesursache.
Das krankheitsspezifische Uberleben (,Disease Specific Survival‘; DSS) erfasste nur Tumor-
assoziierte Todesfalle als Ereignisse, die auch eindeutig als solche klassifiziert wurden. Ein
lokoregionales Tumorrezidiv oder eine neu aufgetretene Fernmetastase in zeitlichem Abstand
zur Primardiagnose wurde als Progress und somit als Ereignis fiur das Krankheitsfreie
Uberleben (,Disease Free Survival‘, DFS) gewertet. Die Endpunkte aller
Uberlebensvergleiche waren entweder definierte Ereignisse wie bspw. der Tod eines
Patienten oder Loss of Follow-up, wobei in diesem Fall der Zeitpunkt des letzten verfigbaren

Eintrags fur den jeweiligen Patienten dokumentiert wurde.

Die gewonnenen Informationen wurden zunachst in einer Excel-Tabelle (Excel 2019,

Microsoft) gesammelt und anschlieend zur Selektion der tumortragenden Schnittpréaparate
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und Gewebeblécke aus dem Archiv des Instituts fir Allgemeine Pathologie und Pathologische
Anatomie der Technischen Universitdt Munchen genutzt. Daran anknlpfend erfolgte die
erstmalige Inspektion der Schnitt- und Gewebepraparate. Nachfolgend wurden die
gesammelten Daten aus der Excel-Tabelle geordnet und bereinigt und erstmals in eine Tabelle
des Statistikprogramms SPSS (Statistical Program for the Social Sciences Institute, IBM,
Chicago, lllinois, USA) udberfuhrt, mit dem anschlieBend alle weiteren statistischen
Untersuchungen durchgefiihrt worden sind.

Fir das Projekt wurde zudem ein Ethikvotum der lokalen Ethikkommission der medizinischen

Fakultat der Technischen Universitat in Minchen unter der Referenznummer 252/16 eingeholt.
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4.2 Erstellung eines Tissue Microarray der Kohorte

Um effektiv an dieser sehr gro3en Kohorte Biomarker-Untersuchungen, wie beispielsweise die
Erhebung des MSI-Status durchfiihren zu kdnnen, wurden kleine Proben von jedem in unserer
Kohorte inkludierten Karzinome, auf einem Tissue Microarray kondensiert. Tissue Microarray
(TMA) ist eine Bezeichnung fur einen Paraffinblock, in den zylindrische Stanzbiopsien von
zahlreichen verschiedenen Tumorproben eingebracht werden kdnnen. Dies ermdglicht die
Untersuchungen von bis zu hunderten einzelnen Gewebeproben auf einem Objekttrager. Zur
Konstruktion wurden die Spenderblocke und die dazugehorigen, archivierten Hamatoxylin-
und Eosin-gefarbten Schnitte mittels eines Lichtmikroskops untersucht und passende
tumorzelltragende Areale unter dem Lichtmikroskop manuell auf den Schnitten markiert.
Hierbei wurden, wie in Abbildung 7 gezeigt, jeweils vier tumortragende Areale aus dem

Tumorzentrum und vier tumortragende Areale von der Invasionsfront ausgewahit.

o
6
~
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Abbildung 7: Beispiel fiir ein Schnittpréparat eines KRKs in HE-Farbung fiir die Lichtmikroskopie mit 4
zentral markierten Arealen (blau) und 4 an der Invasionsfront markierten Arealen (rot).

Die Schnitte wurden als Schablonen zur Identifizierung der Areale auf den
Spenderparaffinblécken genutzt, um anschlieRend die markierten Spenderblécke in einen

automatisierten Tissue-Microarrayer (TMA Grandmaster, Sysmex, Budapest, Hungary) zu
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laden. Fur unsere Kohorte wurden je Patient somit insgesamt 8 Proben entnommen, die auf

vier verschiedenen Kopien des TMA-Kollektivs hinterlegt wurden.

4.3 Histopathologische Analysen

Die primare histopathologische Analyse der KRK-Resektate wurde an den bereits zur
Verfuigung stehenden Hamatoxylin- und Eosin (HE) gefarbten Schnittpraparaten durchgefiihrt.
Im Falle schlecht beurteilbarer HE-Schnitte wurde das Blockmaterial erneut angeschnitten und
neue HE-Schnitte angefertigt. Die Begutachtung der Tumoren erfolgte durch Corinna Lang
unter der Supervision zweier erfahrenen Pathologen mit einem Schwerpunkt fur
gastrointestinale Pathologie (Prof. Dr. Moritz Jesinghaus, Prof. Dr. Wilko Weichert) an einem
mehrkopfigen Demonstrationslichtmikroskop. Anschlielend wurden die ausgewahlten
Tumoren bezlglich aller Parameter klassifiziert. Fir jeden Fall wurden alle tumortragende
Schnitte eingehend betrachtet, wobei immer mindestens zwei Schnitte je Patient evaluiert
wurden, um reprasentativ mehrere Abschnitte des Tumors in die endgultige Beurteilung
einflieBen lassen zu koénnen. Falls zur Diagnose eines spezifischen Parameters, bei
entsprechendem morphologischen Verdacht, Zusatzuntersuchungen indiziert waren (z.B.
Synaptophysin in der Immunhistochemie bei Verdacht auf neuroendokrine Differenzierung),

so wurden diese nachfolgend durchgefihrt.

Alle 1004 Karzinome wurden gemal der 2019 erschienen WHO-Klassifikation reevaluiert und
je einem spezifischen KRK Subtyp, einem WHO Grading (low-grade/high-grade) sowie einer
der ITBCC Tumor Budding-Subgruppen (Bd1, Bd2, Bd3) zugeordnet. Zusatzlich wurden alle
Tumoren auf eine intra- oder extramurale Veneninvasion, eine Lymphgefaf3invasion und auf
das Vorliegen einer Perineuralscheideninvasion untersucht. Das Tumorstadium wurde anhand
der achten Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren bestimmt.

Bei Uneinigkeit der Hauptuntersucher bezlglich einer oder mehrerer Kriterien wurde der Fall
bis zur Konsensfindung diskutiert und der Konsensentscheid als finale Einordnung in unseren

Aufzeichnungen festgehalten.

Zur Analyse der Interoberserver-Variabilitat wurden 100 zuféllig ausgesuchte und bereits
klassifizierte Tumoren erneut durch einen weiteren gastrointestinalen Pathologen (Prof. Dr.
Bjorn Konukiewitz) untersucht, welcher bezogen auf die ursprungliche Klassifizierung

verblindet war.
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4.3.1 Analyse des histopathologischen Subtyps kolorektaler Karzinome

Die Subtypisierung der KRK erfolgte nach den in der WHO-Klassifikation 2019
vorgeschlagenen Kriterien, wobei alle dort aufgeflihrten KRK Subtypen bertcksichtigt wurden
(Kriterien siehe Kapitel 3.6.3). Hierbei wurden in unseren Analysen, trotz der Auffuhrung in
einem gesonderten Kapitel der WHO-KIlassifikation, auch reine NECs und kolorektale
MANECs einbezogen, da sich gezeigt hat, dass diese Tumoren genetisch eng mit
konventionellen kolorektalen Adenokarzinomen verwandt sind, nicht aber mit konventionellen
neuroendokrinen Tumoren und somit als histologische Variante der KRK anzusehen sind *2*.
Tumoren der Appendix und hoch-differenzierte neuroendokrine Tumoren (NET) wurden von

dieser Studie ausgeschlossen, da diese sich histogenetisch von den KRK unterscheiden .

4.3.2 Beurteilung der Tumor Budding Aktivitat

Zur Beurteilung der Tumor Budding Aktivitat wurden die Tumoren daraufhin untersucht, ob und
in welcher Auspragung sogenannte Tumor Buds an der Invasionsfront der Tumoren zu
erkennen waren. Tumor Buds wurden gemaf der gangigen Vorgabe als Tumorzellkomplexe
unter funf Tumorzellen definiert, die in irregularer Lagerung und begleitet von einer
Stromadesmoplasie das umgebende Gewebe infiltrieren. Wie in der WHO-Klassifikation von
2019 empfohlen, benutzen wir als Kilassifikationsalgorithmus die Einteilung des
Expertengremiums der Internationalen Tumor Budding Konsensus Konferenz (ITBCC) aus
dem Jahr 2016 *°. Hierbei kam das dreistufige System (Bd1, Bd2, Bd3), wobei maximal vier
Tumor Buds einer geringen Tumor Budding Aktivitat (low budding - Bd1), 5 - 9 Tumor Buds
eine intermediaren Tumor Budding Aktivitat (intermediate budding - Bd2) und 10 oder mehr
Tumor Buds einer hohen Tumor Budding Aktivitat (high budding - Bd3) entsprechen, zum
Tragen. In Tabelle 3 kann das detaillierte Ablaufschema fur die Klassifizierung eines KRKs zu

einer Tumor Budding Subgruppe genauer betrachtet werden.

4.3.3 Bestimmung des WHO Gradings

In Ubereinstimmung mit der WHO-Klassifikation von 2019 erfolgte die histopathologische
Einstufung anhand der Drisenbildung in ,low-grade“ (= 50% Drisenbildung, ehemals gut
[Grad 1] oder maRig differenziert [Grad 2]) und ,high-grade” (< 50% Drisenbildung, ehemals
schlecht differenziert [Grad 3]). Alle KRK wurden in ihrer Gesamtheit bezuglich ihrer
Ausbildung tubularer/drisiger Strukturen beurteilt, wobei nur wirklich gut ausgeformte Driisen
auch als solche gewertet wurden. Miteinander verschmolzene Drisen die z.B. ein kribriformes

Wachstum zeigten, wurden schon als Ausdruck eines soliden Wachstumsmusters betrachtet.
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Tabelle 3: Ablaufschema fir die Zuordnung eines kolorektalen Karzinoms zu einer Tumor Budding
Kategorie im klinisch-pathologischen Alltag. (modifiziert nach 3%5°)

Schritte
1

5

Unter den moglichen HE-Schnitten eines kolorektalen Karzinoms wird der HE-

Schnitt mit dem héchsten Grad an Tumor Budding fir die Zuteilung des Tumor

Budding Grades gewahlt.

Am HE-Schnitt werden zehn Felder mit einer zehnfachen VergréRerung auf die

lokalen ,Hotspots® untersucht.

In den gefunden ,Hotspots® wird jeweils mit Hilfe einer 20-fachen Vergréfkerung

die lokalen Tumor Buds gezahit.

Das Ergebnis der Zahlung wird durch einen Normalisierungsfaktor geteilt. Dies

ist notwendig, um den Wert bezogen auf die verschiedenen Offnungsgréfien

des Okulars des jeweils verwendeten Mikroskops zu standardisieren.

Durchmesser Betrachtete Normalisierungsfaktor zu 0.785 mm?
Okular (mm) Flache (mm?)

18 0.636 0.81
19 0.709 0.903
20 0.785 1

21 0.866 1.103
22 0.95 1.21
23 1.039 1.323
24 1.131 1.440
25 1.227 1.563
26 1.327 1.69

Das durch die Berechnung erhaltene Ergebnis wird einem der drei Tumor-
Budding-Kategorien (Bd1, Bd2, Bd3) zugeordnet.

Tumor Budding Kategorie Anzahl Tumor Buds per
0.785mm?

Bd1 (low) 0-4

Bd2 (intermediate) 5-9

Bd3 (high) 10 oder mehr
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4.3.4 Analyse des Mikrosatellitenstatus

Der Status der Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) wurde anhand der Immunhistochemie der
Mismatch-Reparaturproteine (MMR-Proteine) MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 auf dem von
unserem Kollektiv erstellten TMA mit zwei tumortragenden Kernen, die sich zu einem an der
Invasionsfront und zum anderen im Tumorzentrum befanden, untersucht (siehe hierzu
Abbildung 8). Die MMR-Proteine sind in der klinisch-pathologischen Routinediagnostik breit
genutzte Surrogatmarker fur die Analyse des MSI-Status, wobei ein zugrunde liegender
Funktionsverlust in einem der zentralen Mismatch-Reperaturgene durch eine fehlende
immunhistochemische Reaktion in den Zellkernen des Tumors nachgewiesen wird. Ein
klassischer Befund im Rahmen einer MSI ware der Expressionsverlust der
Heterodimerisierungsproteine MLH1/PMS2 oder MSH2/MSH6. In unserer Studie wurden die
KRK mit einem konkordanten Verlust (< 10% positive Tumorzellen) fur MLH1/PMS2 oder
MSH2/MSH6 oder einem isolierten Verlust von PMS2 oder MSH6 als MMR-defizient (AMMR)
und somit als mikrosatelliteninstabil (MSI-high/ hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat)
eingestuft. Tumore mit einer erhaltenen Farbung hingegen als mikrosatellitenstabil (MSS). ©'
Zur Qualitatssicherung wurde eine PCR-basierte molekulare MSI-Analyse mit dem etablierten
Marker-Panel, das als Bethesda-Panel bezeichnet wird und aus den zwei
Mononukleotidmarkern Big Adenine Tract (BAT)-25 und BAT-26, sowie aus den drei
polymorphen Dinukleotidmarkern D5S346, D2S123 und D17S250 %25 besteht, fiir 50 Falle
durchgefihrt.  Unter Verwendung des Bethesda-Panels wurden KRK mit
Mikrosatelliteninstabilitat an zwei oder mehr dieser Loci als KRK mit hochfrequenter
Mikrosatellitenstabilitat (MSI-high) interpretiert und KRK ohne Mikrosatelliteninstabilitat an
einem dieser flnf Loci als mikrosatellitenstabil (MSS) eingestuft. Wurde hingegen nur bei
einem der finf empfohlenen Loci eine Mikrosatelliteninstabilitat gefunden, wurde dieses KRK
der niederfrequenten Mikrosatellitenstabilitat (MSI-low) zugeordnet.

Wir konnten in unsere Studie insgesamt eine Konkordanz von 100% bezlglich des
Expressionsverlustes der MMR-Proteine als indirektes Nachweisverfahren einer

Mikrosatellitenstabilitat und der molekularen MSI-Analyse mittels Bethesda-Panel zeigen®.

46



Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz der zentralen morphologischen Parameter der 5.

Auflage der WHO-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Corinna Lang
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4.4 Statistische Methodik

Alle statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS, Version 26
(Statistical Program for the Social Sciences Institute, Chicago, lllinois, USA), wobei alle
statistischen Tests als zweiseitige Testverfahren mit einem Signifikanzniveau von < 0.05% (p-
Wert < 0.05) durchgefuihrt worden sind.

Fir die statistische Auswertung der Daten wurde der Pearson-x?-Test (Pearson-Chi-Quadrat-
Test) eingesetzt. Der Test misst die Abweichung zwischen den beobachteten Haufigkeiten und
den, aufgrund bestimmter Annahmen gemachten, erwarteten Haufigkeiten. Die Daten werden
hierfir in einer Kontingenztafel dargestellt, die die Anzahl der Beobachtungen fir jede
Kombination der beiden Variablen angibt. Hierbei gilt als Voraussetzung unter anderem, dass
die StichprobengréRe grol genug ist und dass die erwartete Haufigkeit in jeder Zelle gréRer
als 5 sein kann. Anderenfalls wurde bei kleineren StichprobengréRen der Exakte Test nach
Fisher fur die Ermittlung der p-Werte verwendet. Zur Uberpriifung der Interrater-Reliabilitat
wurde der Cohens Kappa Koeffizient herangezogen. Bei der Interpretation der Kappa-Werte
wurde die von Landis und Koch ® vorgeschlagene Klassifizierung zugrunde gelegt (<0
=,weniger als zufallige Ubereinstimmung*; 0.01-0.20 =,geringe Ubereinstimmung*; 0.21-0.40
=,ausreichende Ubereinstimmung®; 0.41-0.60 =,méaRige Ubereinstimmung*; 0.61-0.80
=,erhebliche Ubereinstimmung*; 0.81-0.99 =,nahezu perfekte Ubereinstimmung®).

Zur Untersuchung der Uberlebensdaten wurde die Kaplan-Meier-Methode verwendet, wobei
drei Ereigniszeitrdume definiert worden sind. Der erste Ereigniszeitraum wurde als das
Gesamtuberleben (OS = overall survival) definiert, wobei der Zeitraum von der
Diagnosestellung bis zum Todeszeitpunkt angeben worden ist. Der Todeszeitpunkt wurde
hierbei erhoben, unabhangig ob die zugrunde liegende Ursache mit der Tumorerkrankungen
in einem Zusammenhang stand oder nicht. Als zweiter Ereigniszeitraum wurde das
krankheitsspezifische Uberleben (DSS = disease-specific survival) herangezogen, was als
Zeitraum zwischen der Diagnosestellung und dem Todeszeitpunkt definiert wurde. Im
Unterschied zum OS ist das Versterben des Patienten tumorabhangig. Das krankheitsfreie
Uberleben (DFS = disease-free survival) als dritter Ereigniszeitraum beschreibt den Zeitraum
zwischen der Diagnosestellung und dem Auftreten eines Rezidivs oder einer Fernmetastase.
Die jeweiligen Ereignisse der Ereigniszeitrdume OS, DSS und DFS oder ein Verlust der
Patientennachverfolgung wurden als Endpunkte der Studie definiert. Zur Errechnung
signifikanter Unterschiede in den Uberlebenszeiten verschiedener Gruppen wurde der Log-
Rank-Test und fiir die multivariate Uberlebensanalyse das Cox-Proportional-Hazard-Model

verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse der klinisch-pathologischen Charakteristika der Kohorte

5.1.1 Haufigkeit und Verteilung der klinisch-pathologischen Charakteristika der Kohorte

Die Kohorte umfasste 1004 Patienten. Davon waren 575 (57%) der Patienten mannlich und
429 (43%) waren weiblich. Der Altersmedian des Diagnosealters lag bei 69 Jahren
(Spannweite: 9 - 96 Lebensjahre). Bezuglich der Tumorlokalisation zeigte sich eine annahernd
gleichartige Verteilung zwischen rechtsseitigen (Coecum bis Kolon transversum) und
linksseitigen (Kolon descendens bis Rektum) KRK. Vierhundertsechsundachtzig KRK (48.4%)
waren rechtskolisch und 518 KRK linkskolisch lokalisiert (51.6%). Die genaue Lokalisation im
kolorektalen System ist Tabelle 4 zu entnehmen. Die klinische Nachbeobachtungszeit betrug
im Mittel 61.8 Monaten pro Patient (Spannweite: 1 Monat — 233 Monate). Im Rahmen der
dokumentierten Nachbeobachtung wurden Rezidive bei 323 Patienten beschrieben (32.2%).
Insgesamt verstarben 409 Patienten (41%) wahrend der Nachbeobachtungszeit, wobei 294
(72%) als tumorspezifisch gewertet wurden. Die Erhebung der TNM-Klassifikation maligner
Tumoren wurden gemaR der aktuellen achten Auflage ° neu bestimmt. Beziiglich der lokalen
Ausdehnung (pT Stadium) zeigten sich 260 postoperativ als lokal begrenzt (pT1/2: 25.9%) und
744 KRK zeigten eine fortgeschrittene lokale Tumorausdehnung (pT3/4: 74.1%). Regionare
Lymphknotenmetastasen (pN1/2) wurden bei 452 Patienten (45%) detektiert. Histologisch
gesicherte Fernmetastasen lagen zum Zeitpunkt der Resektion bei 152 Patienten (15.1%) vor.
Die Kombination der gesammelten Parameter resultierte in folgende daraus abgeleitete UICC-
Stadien: 207 KRK wurden dem UICC-Stadium | (20.6%), 326 Tumoren wurden dem UICC-
Stadium 1l (32.5%), 319 Karzinome dem UICC Stadium Il (31.8%) und 152 (15.1%) Karzinome
dem UICC-Stadium IV zugeordnet. Bei der Bestimmung des MSI-Status zeigten sich 849
mikrosatellitenstabile KRK (84.6%) sowie 155 mikrosatelliteninstabile Karzinome (15.4%). *
Die exakte Verteilung der klinisch-pathologischen Parameter unserer Kohorte und deren

Korrelation mit dem Patiententiberleben ist Tabelle 4 zu enthehmen.

5.1.2 Prognostische Relevanz der klinisch-pathologischen Charakteristika der Kohorte

Das Patientenalter zeigte wie zu erwarten einen starken Einfluss auf das Gesamtiberleben
und in geringerer Auspragung auf das krankheitsspezifische Uberleben. Des Weiteren wurde,
wie in Tabelle 4 zu sehen, die pTNM-Klassifikation als sehr starker prognostischer Faktor fiir
alle Uberlebensparameter mit einer sehr hohen statistischen Signifikanz ersichtlich. * In der

Log-Rank Analyse zeigte jede der einzelnen Kategorien der TNM-Klassifikation (pT, pN, pM)
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einen sehr starken Einfluss auf alle Uberlebensparameter (OS/DSS/DFS) mit einer
hochgradigen Signifikanz (p<0.001), wobei héhere lokale Tumorstadien, ein Befall regionarer
Lymphknoten sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen mit deutlich verkirzten
Uberlebenszeiten bzw. mit einem schnelleren Auftreten von Krankheitsrezidiven assoziiert
waren. Gleiches galt ebenso fiir die weiteren der TNM-Klassifikation erhobenen Parameter
Lymphgefaflinvasion, Perineuralscheideninvasion und BlutgefaRinvasion, die bei
Vorhandensein ebenso mit einem deutlich verkiirzten Uberleben einher gingen . Das sich aus
den genannten einzelnen TNM-Parametern abgeleitete UICC-Stadium zeigte folglich eine sehr
starke prognostische Demarkation (p<0.001).

Mikrosatelliteninstabile Karzinome wiesen insgesamt etwas langere Uberlebenszeiten (OS:
136.1 Monate) als mikrosatellitenstabile (OS: 125.5 Monate) Tumoren auf (OS/DSS p=0.02).
Ein Einfluss der Tumorlokalisation auf das Gesamtiberleben konnte nicht belegt werden, es
zeigte sich ebenso kein Unterschied zwischen Tumoren des Kolons (DSS: z.B. Colon
transversum 110.1 Monate) und des Rektums (DSS: 119.9 Monate). *
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Tabelle 4: Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte (n = 1004) und ihre prognostische
Aussagekraft beziglich des Gesamtiberlebens, des krankheitsspezifischen Uberlebens und des
krankheitsfreien Uberlebens angegeben in Monaten. (modifiziert nach #)

n (%) Mittleres p- Mittleres p- Mittleres p-
Gesamtiiberleben Wert | krankheitsspezifisches Wert | krankheitsfreies Wert
(SE) Uberleben (SE) Uberleben (SE)
Alter Unterhalb des Medians | 492 (49%) 146.1 (5.4) <0.001 163.9 (4.9) 0.01 149.5 (5.1) 0.72
Oberhalb des Medians | 512 (51%) 101.1 (4.8) 133.1 (4.7) 135.6 (4.6)
Geschlecht mannlich | 575 (57%) 125.5 (5.1) 0.39 157.6 (4.7) 0.75 151.9 (4.8) 0.67
weiblich | 429 (43%) 122.1(5.1) 138.8 (4.9) 133.1(5.0)
pT 1| 78(7.8%) 139.1 (8.4) <0.001 172.4 (4.8) <0.001 165.2(6.2)  <0.001
2| 182 (18.1%) 140.5 (6.6) 164.6 (5.9) 161.0 (6.0)
3| 555 (55.3%) 124.6 (5.3) 156.2 (5.0) 148.5 (5.1)
4| 189 (18.8%) 87.8(7.3) 96.4 (7.6) 90.6 (3.7)
pN 0| 552(55%) 141.0 (4.5) <0.001 173.9 (4.1) <0.001 1743 (4.0)  <0.001
1| 284 (28.3%) 112.2 (5.6) 124.9 (5.6) 115.2 (5.8)
2| 168 (16.7%) 82.9(8.7) 91.4 (8.9) 67.07 (8.6)
pM 0| 852 (84.9%) 142.2 (4.3) <0.001 173.8 (3.8) <0.001 168.9(3.8)  <0.001
1] 152 (15.1%) 48.7 (5.0) 53.2 (5.4) 41.5(5.18)
uUICC-Stadium 1| 207 (20.6%) 147.4 (5.9) <0.001 178.9 (4.5) <0.001 175.9 (4.7)  <0.001
2| 326 (32.5%) 133.6 (6.0) 164.0 (6.5) 167.8 (5.5)
3| 319(31.8%) 129.8 (7.5) 153.3 (6.5) 136.4 (6.6)
4| 152 (15.1%) 48.3 (5.0) 52.8 (3.6) 41.5(5.1)
Resektionsstatus RO | 933 (92.9%) 135.6 (4.1) <0.001 165.9 (3.7) <0.001 160.0 (3.7)  <0.001
R1| 41(4.1%) 50.9 (10.5) 53.6 (11.0) 36.9 (9.5)
R2| 30(3%) 26.1(5.4) 26 (5.4) 21.5(3.7)
Lymphatische nicht vorhanden | 495 (49.3%) 141.2 (4.8) <0.001 174.9 (4.3) <0.001 175.8 (4.2) <0.001
Invasion
vorhanden | 509 (50.7%) 110.8 (5.7) 128.8 (5.3) 116.0 (5.3)
Vendse Invasion nicht vorhanden | 871 (86.8%) 136.0 (4.2) <0.001 166.6 (3.7) <0.001 162.6 (3.8) <0.001
vorhanden | 133 (13.2%) 74.9 (9.1) 79.06 (9.6) 63.3 (8.6)
Perineurale Invasion nicht vorhanden | 937 (93.3%) 132.5(4.1) <0.001 161.9 (3.7) <0.001 157.8 (3.7) <0.001
vorhanden | 67 (6.7%) 50.4 (6.1) 50.4 (6.1) 35.1(5.4)
Mikrosatellitenstatus MSS | 849 (84.5%) 125.5 (4.2) 0.02 151.68 (4.0) 0.02 145.3 (4.0) 0.01
MSI | 155 (15.4%) 136.1 (8.0) 164.6 (7.2) 161.8 (7.2)
Lokalisation Coecum | 147 (14.6%) 109.2 (6.9) 0.18 130.0 (6.2) 0.38 128.9 (6.8) 0.33
Kolon ascendens | 257 (25.6%) 120.0 (6.3) 142.6 (6.8) 132.4 (6.4)
Kolon transversum 82 (8.2%) 89.0 (8.6) 110.1(9.1) 112.1 (9.4)
Kolon descendens | 92 (9.2%) 128.1(11.7) 143.3 (11.9) 143.1 (11.8)
Kolon sigmoideum | 318 (31.7%) 136.6 (6.7) 162.4 (6.2) 156.2 (6.3)
Rektum | 108 (10.7%) 103.9 (8.6) 119.9 (9.2) 110.2 (9.4)
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5.2 Analyse der zentralen Parameter der WHO-Klassifikation:
Morphologische Subtypen des kolorektalen Karzinoms

5.2.1 Haufigkeit und Verteilung morphologischer KRK-Subtypen

Unter den 1004 reklassifizierten KRK machte das klassische Adenokarzinom NOS mit rund
zwei Dritteln (n=630, 62.7%) den haufigsten morphologischen KRK Subtyp aus und diente in
allen nachfolgenden statistischen Untersuchungen als Referenzgruppe, mit dem alle weiteren
KRK Subtypen spezifisch verglichen wurden. Insgesamt ein Drittel aller KRK (n=374, 37%)
konnten spezifischen histologischen Subtypen zugeordnet werden. Als haufigsten
spezifischen Subtyp diagnostizierten wir den mikropapillaren Subtyp (n=122, 12.2%), gefolgt
vom Subtyp des serratierten Adenokarzinoms (n=87, 8.7%) und des muzindsen
Adenokarzinoms (n=83, 8.2%). Dazu zeigte ein kleiner Teil der Adenokarzinome NOS eine
muzinose Partialdifferenzierung (n=69, 11%), wobei der Anteil der muzindsen Differenzierung
hier nicht den geforderten Anteil von 50% des Gesamttumors erreichte und somit eine
Einordnung als muzindses Karzinom verhinderte. 4

Insgesamt 33 KRK (3.2%) wurden der neu geschaffenen Kategorie der adenom-artigen
Adenokarzinome zugeordnet. Als medullares Karzinom wurden 32 Tumore (3.2%) klassifiziert
und neun Neoplasien erflillten die Kriterien eines Siegelringkarzinoms (0.9%). Sieben
Karzinome zeigten das Bild eines grof3- oder kleinzelligen neuroendokrinen Karzinoms, partiell
untermischt mit Anteilen eines Adenokarzinoms und wurden somit der Gruppe der gemischten
adenoneuroendokrinen Karzinome (MANEC) / neuroendokrinen Karzinome (NEC)
zugeordnet. Ein singularer Tumor wurde als undifferenziertes Kolonkarzinom gewertet, da er
ein solides Wachstumsmuster ohne rhabdoide oder sarkomatoide Komponenten zeigte und
immunhistochemisch lediglich einen Nachweis einer schwachen Expression von
Breitspektrumszytokeratinen, bei Negativitat fir neuroendokrine Marker und alle gangigen
intestinalen Transkriptionsfaktoren, aufwies. In unserer Kohorte konnten wir keine Karzinome
den adenosquamdsen Karzinomen oder den Karzinomen mit sarkomatoiden Komponenten
zuordnen, was die bereits in der Literatur beschriebene Annahme ihrer geringen Inzidenz
unterstiitzt. * Die genaue Verteilung der spezifischen Subtypen auf die Gesamtkohorte ist in
Abbildung 9A aufgefihrt.

Nach der initialen Tumortypisierung Gberpriften wir noch die Robustheit bzw. Anwendbarkeit
der histologischen Kriterien, die zur Diagnose der spezifischen Subtypen von der WHO-
Klassifikation vorgegeben werden. Hierzu wurde im Rahmen einer explorativen
Interoberserver-Analyse einem dritten Pathologen, mit dem Schwerpunkt der

gastrointestinalen Pathologie, 100 zufallig ausgewahlte Falle zur erneuten Bestimmung des
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histologischen Subtyps vorgelegt. Wir konnten hierbei eine sehr gute Reproduzierbarkeit der
Subtyp-Klassifizierung (p<0.001) zwischen den verschiedenen Untersuchern mit einem

Kappen-Cohen Korrelationskoeffizienten von 0.84 nachweisen “.
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Abbildung 9: Darstellung der Haufigkeit der KRK Subtypen, des WHO-Gradings und des TBs in der
Gesamtkohorte, sowie deren Korrelation mit ausgewéhlten klinisch-pathologischen Parametern.
Verteilung der KRK Subtypen (A), des WHO-Gradings (B) und des Tumor Buddings (C) in der
Gesamtkohorte. Zusammenhang der KRK Subtypen mit den UICC-Stadien (D), dem WHO Grading
(E), dem Tumor Budding (F), der MSS/MSI (G) und der Tumorlokalisation (H). Detaillierte Ubersicht
der Daten sind in den Tabelle 5, 7, 9 und 11 zu finden. (modifiziert nach #)
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5.2.2 Assoziation der histomorphologischen KRK Subtypen mit klinisch-pathologischen
Parametern

Es zeigte sich eine sehr starke statistische Assoziation zwischen den verschiedenen
histologischen Subtypen und den gangigen klinisch-pathologischen Parametern wie Alter,
Geschlecht, Lokalisation des Tumors und dem Tumorstadium, die je nach spezifischem
Subtyp unterschiedlich ausgepragt waren.

Wahrend medulldre Karzinome statistisch haufiger bei Frauen und alteren Patienten
diagnostiziert wurden, wurden adenom-artige Adenokarzinome signifikant haufiger bei
Mannern und der jiingeren Altersgruppe nachgewiesen *. Das serratierte Adenokarzinom
zeigte ebenfalls eine Tendenz flr Patienten im fortgeschrittenen Alter, wahrend die restlichen
Subtypen keine Praferenzen bezuglich Alter und Geschlecht aufwiesen.

Des Weiteren zeigte sich ebenso, wie in Abbildung 9H gezeigt, eine deutliche Pradilektion
einzelner Subtypen bezogen auf die Tumorlokalisation innerhalb des kolorektalen Systems.
Insgesamt wurden spezifische Subtypen signifikant haufiger im rechten Kolon nachgewiesen,
wobei hier insbesondere muzindse, serratierte und siegelringzellige Adenokarzinome zu
nennen sind *. Das klassische Adenokarzinom NOS war rechtsseitig im Vergleich zum linken
Kolon unterreprasentiert (p<0.001). Auflerdem zeigte sich auch flr das medullare Karzinom
eine deutliche Tendenz zum rechten Kolon, wahrend bei den Ubrigen Subtypen keine
Praferenz ersichtlich war.

Gut passend zu der in den nachfolgenden Uberlebensanalysen (sieche Kapitel 5.2.3)
untersuchten biologischen Aggressivitat, zeigten sich ebenso hochgradig signifikante
Unterschiede in der Distribution der einzelnen Subtypen zum pTNM-Stadium und den UICC-
Stadien (p<0.001). Spezifische Subtypen wie Siegelringzellkarzinome, MANEC/NEC und
mikropapillare Adenokarzinome wurden haufiger in den fortgeschrittenen UICC-Stadien 11l und
IV gefunden und waren somit gleichfalls mit dem Vorliegen einer Fern- oder zumindest einer
nodalen Metastasierung assoziiert. Im Gegensatz dazu zeigte sich der adenom-artige Subtyp
vor allem in den UICC-Stadien | und Il (siehe Abbildung 9D). Medullare Adenokarzinome und
mukdse Adenokarzinome wiesen haufig fortgeschrittene pT-Stadien auf, konnten kontrar dazu
aber keine Neigung zu einer nodalen Metastasierung oder Fernmetastasierung zeigen. *

Des Weiteren konnten deutliche Unterschiede zwischen den KRK Subtypen, bezogen auf den
Mikrosatellitenstatus und somit auch auf die zu Grunde liegende molekularbiologische Genese
der Tumoren, gefunden werden (p<0.001). Wahrend medullare Karzinome nahezu immer und
muzindse Adenokarzinome sehr haufig mikrosatelliteninstabil waren, waren mikropapillare
Adenokarzinome, serratierte Karzinome und adenom-artige Adenokarzinome, wie in

Abbildung 9G ersichtlich, nur selten mikrosatelliteninstabil *. Die detaillierte Verteilung der
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histologischen Subtypen bezogen auf die beschriebenen klinisch-pathologischen Parameter

ist der Tabelle 5 zu entnehmen.

5.2.3 Prognostische Relevanz histologischer KRK Subtypen in univariaten
Uberlebensanalysen

In den durchgefiihrten orientierenden univariaten Uberlebensanalysen in der Gesamtkohorte
zeigten sich deutliche Unterschiede bezuglich des Verlaufs zwischen den verschiedenen
Subtypen bezogen auf das Gesamt- (OS), das krankheitsspezifische (DSS) und das
progressionsfreie Uberleben (DFS; jeweils p<0.001, Tabelle 6, Abbildung 10).

Wir konnten Subtypen wie das adenom-artige (DSS: 170.6 Monaten) oder das medullare
Karzinom (DSS: 188 Monaten) identifizieren, die insgesamt mit einer sehr guten Prognose
assoziiert waren und in unserer Kohorte teilweise ein fast 100% progressionsfreies Uberleben
aufwiesen. Dem gegenubergestellt identifizierten wir allerdings auch unginstigere Subtypen
wie das mikropapillare Adenokarzinom (DSS: 88.4 Monaten) oder das siegelringzellige
Adenokarzinom (DSS: 65.4 Monaten), welche mit deutlich verkiirzten Uberlebenszeiten
einhergingen. * Einzelne Varianten wie die Gruppe der neuroendokrinen Karzinome
(MANEC/NEC) (DSS: 18 Monaten) oder das undifferenzierte Karzinom (DSS: 3.9 Monaten)
zeigten einen hochgradig aggressiven Verlauf mit einer mittleren Uberlebenszeit von nur
wenigen Monaten. Das konventionelle Adenokarzinom NOS (DSS: 164.7 Monaten) zeigte
einen, verglichen mit den anderen Subtypen, prognostisch intermediaren Verlauf, von dem
auch der serratierte (DSS: 141.7 Monaten) und der muzinése Subtyp (DSS: 118.2 Monaten)
keine signifikanten Abweichungen zeigten.

Wie in Abbildung 10 und in Tabelle 6 nochmals detaillierter veranschaulicht, konnte diese
starke prognostische Demarkation auch in wichtigen klinisch-pathologischen Subgruppen
nachgewiesen werden. Der prognostische Impact der verschiedenen Subtypen war Uber alle
Tumorstadien erhalten und identifizierte beispielsweise in niedrigen Tumorstadien (UICC I/11)
klinisch aggressiv verlaufende Karzinome als auch in héheren Tumorstadien (UICC IlI/IV)
prognostisch eher glnstig verlaufende Karzinome. In Abbildung 10B ist beispielhaft das
krankheitsfreie Uberleben der Subtypen im UICC-Stadium Il gezeigt, wobei sich auch hier das
medulldre (DFS: 187.8 Monaten) und das adenom-artige Adenokarzinom (DFS: 156.9
Monaten) im Vergleich zu dem mikropapillaren Adenokarzinom (DFS: 82 Monaten) als
prognostisch giinstiger prasentierten. Ahnlich war dies der Fall bezogen auf den
Mikrosatellitenstatus, wo auch bei mikrosatelliteninstabilen Karzinomen (Abbildung 10F) ein
gleichartig ungunstiger Verlauf fur die KRK Subtypen gezeigt werden konnte, die auch in

mikrosatellitenstabilen Karzinomen (Abbildung 10E) einen aggressiven Verlauf aufwiesen. *
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Tabelle 6: KRK Subtypen der Gesamtkohorte (n = 1004) geordnet nach UICC Stadien (I-IV) und
Mikrosatellitenstatus (MSS/MSI) und ihre jeweilige prognostische Aussagekraft bezliglich des
Gesamtiiberlebens, des krankheitsspezifischen Uberlebens und des krankheitsfreien Uberlebens in
Monaten. (modifiziert nach #)

Mittleres Mittleres Mittleres
n (%) Gesamtiiberleben p-Wert krankheitspezifisches p-Wert krankheitsfreies p-Wert
(SE) Uberleben (SE) Uberleben (SE)
Gesamtkohorte Subtyp <0.001 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS | 630 (62.7%) 137.2(3.9) 164.7 (4.4) 159.7 (4.4)
Muzindses Adenokarzinom 83 (8.2%) 100.4 (9.0) 118.2 (9.4) 109.2 (9.7)
Siegelringzellkarzinom 9 (0.9%) 65.5 (28.3) 65.4 (28.3) 40.2 (23.8)
Medulldres Adenokarzinom 32(3.2%) 147.9 (13.5) 188.0 (6.5) 181.5(8.9)
Mikropapilldres Adenokarzinom | 122 (12.2%) 79.1(9.0) 88.4(9.7) 76.6 (9.5)
Serratiertes Adenokarzinom 87 (8.7%) 119.6 (10.4) 141.7 (10.0) 133.7 (5.5)
Adenom-artiges Adenokarzinom 33(3.2%) 132.0(12.3) 170.6 (7.9) 176.8 (5.5)
Undifferentiertes Karzinom 1(0.1%) 3.9(0) 3.9(0) 2.0 (0)
MANEC/NEC | 7(0.7%) 18.0 (8.1) 18.0 (8.1) 17.5(9.3)
UICC Stadium | Subtyp 0.539 0.003 0.002
Adenokarzinom NOS | 148 (71.5%) 146.2 (6.5) 174.8 (4.8) 172.7 (5.0)
Muzindses Adenokarzinom 9 (4%) 125.9 (29.7) 158.2 (18.7) 157.3(19.4)
Siegelringzellkarzinom 0
Medulldres Adenokarzinom 0
Mikropapilldres Adenokarzinom 5(2.5%) 80.5 (25.7) 80.5 (25.7) 55.7 (25.7)
Serratiertes Adenokarzinom 23 (11%) 156.4 (17.0) 190.8 (8.9) 162.4 (20.7)
Adenom-artiges Adenokarzinom 22 (11%) 133.2(14.8) 174.1(7.8) 173.5(8.6)
Undifferentiertes Karzinom 0
MANEC/NEC 0
UICC Stadium |1 Subtyp 0.013 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS | 222 (68%) 144.3(7.2) 173.2 (6.8) 178.5 (6.0)
Muzindses Adenokarzinom 32 (10%) 93.9(12.3) 115.0(13.3) 116.7 (14.1)
Siegelringzellkarzinom 1(0.5%) 3(0) 3(0) 3(0)
Medulldres Adenokarzinom 16 (5%) 141.8 (19.7) 187.8 (4.8) 187.8 (4.8)
Mikropapillares Adenokarzinom 22 (7%) 71.4 (17.0) 76.16 (15.4) 82.0 (16.6)
Serratiertes Adenokarzinom 24 (7.5%) 105.9 (17.0) 122.7 (16.9) 105.2 (17.5)
Adenom-artiges Adenokarzinom 8(2.5%) 135.2 (26.5) 156.9 (0) 156.9 (0)
Undifferentiertes Karzinom 0
MANEC/NEC 1(0.5%) 56.2 (0) 56.23 (0) 56.2 (0)
UICC Stadium 11l Subtyp 0.002 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS | 180 (56%) 127.4(9.4) 149.7 (8.7) 137.3(8.7)
Muzindses Adenokarzinom 27 (9%) 129.5(15.7) 150.4 (13.5) 123.2 (16.6)
Siegelringzellkarzinom 6 (2%) 18.5 (6.5) 18.5(6.5) 14.3 (5.6)
Medulldres Adenokarzinom 16 (5%) 118.1(11.4) 132.4(7.7) 124.6 (10.3)
Mikropapillares Adenokarzinom 52 (16%) 120.2 (16.0) 135.5(15.9) 101.4 (15.9)
Serratiertes Adenokarzinom 32 (10%) 101.2 (12.4) 113.6 (12.5) 110.9 (13.3)
Adenom-artiges Adenokarzinom 2 (0.5%) alle Falle zensiert alle Falle zensiert alle Falle zensiert
Undifferentiertes Karzinom 1(0.5%) 2.03(0) 2.03(0) 2.03(0)
MANEC/NEC 3 (1%) 15.41(7.2) 15.4(7.2) 7.6 (2.7)
UICC Stadium IV Subtyp 0.002 0.002 0.39
Adenokarzinom NOS | 80 (53.5%) 56.7 (7.5) 64.1(8.1) 43.9(7.2)
Muzindses Adenokarzinom 15 (10%) 53.3(14.8) 53.3(14.8) 42.8 (13.8)
Siegelringzellkarzinom 2 (1%) 78.1(49.7) 78.1(49.7) 78.1(49.7)
Medulldres Adenokarzinom 0
Mikropapillares Adenokarzinom 43 (28%) 26.6 (4.4) 28.2 (4.8) 23.9 (4.4)
Serratiertes Adenokarzinom 8(5%) 31.3(12.7) 31.3(12.7) 35.2(15.1)
Adenom-artiges Adenokarzinom 1(0.5%) 34.6 (0) 34.6 (0) 34.6 (0)
Undifferentiertes Karzinom 0
MANEC/NEC 3 (2%) 5.0 (3.7) 5.0 (3.7) 5.0 (3.7)
MSS Subtyp <0.001 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS | 562 (66%) 134.6 (5.2) 162.1(4.7) 156.1 (4.7)
Muzindses Adenokarzinom 55 (6%) 94.0 (10.9) 111.4 (11.6) 101.1(11.9)
Siegelringzellkarzinom 6 (1%) 15.1(7.4) 15.1(7.4) 12.3(6.2)
Medulldres Adenokarzinom 4 (0.5%) 159.6 (0) 159.6 (0) 156.6 (0)
Mikropapillares Adenokarzinom 117 (14%) 79.6 (9.1) 89.13 (9.9) 77.0(9.7)
Serratiertes Adenokarzinom 73 (8.5%) 113.7 (11.3) 137.7 (11.1) 133.8(11.4)
Adenom-artiges Adenokarzinom 28 (3%) 138.3(13.2) 175.7 (6.5) 168.9 (9.1)
Undifferentiertes Karzinom 0
MANEC/NEC | 4 (0.5%) 9.2 (4.9) 9.2 (4.9) 8.0(3.2)
MSI Subtyp 0.08 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS | 58 (42.5%) 145.9 (11.8) 169.7 (10.7) 169.2 (10.7)
Muzindses Adenokarzinom 28 (18%) 111.3(15.4) 128.4 (15.6) 121.9 (15.7)
Siegelringzellkarzinom 3 (2%) 82.1(46.9) 82.1(46.9) 82.1(46.9)
Medulldres Adenokarzinom 28 (18%) 142.6 (14.8) 187.0(7.4) 179.1(10.3)
Mikropapillares Adenokarzinom 5 (3%) 38.5(14.6) 38.5 (14.6) 38.5 (14.6)
Serratiertes Adenokarzinom 14 (9%) 132.5(18.5) 140.7 (17.8) 121.2 (19.4)
Adenom-artiges Adenokarzinom 5 (3%) 98.8 (26.6) 139.7 (28.4) 180 (0)
Undifferentiertes Karzinom 1(0.5%) 3.9(0) 3.9(0) 3.9(0)
MANEC/NEC 3 (2%) 38.4 (8.0) 38.4 (8.0) 38.4 (8.0)
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5.3 Analyse der zentralen Parameter der WHO-Klassifikation: WHO Grading

5.3.1 Haufigkeit und Verteilung von low- und high-grade Karzinomen

Gemal der von der WHO-Klassifikation vorgegebenen Kriterien wurden alle 1004 Karzinome
neu graduiert und in low-grade (>50% Drisenausbildung; G1/G2 nach altem Gradingsystem)
und high-grade Karzinome unterteilt (<50% Drisenbildung; G3 nach altem Gradingsystem).
Insgesamt konnten wir somit 685 KRK der low-grade Kategorie (68.2%) und 319 KRK (31.8%)
der high-grade Gruppe zuordnen (sieche Abbildung 9B und Tabelle 7).

5.3.2 Assoziation des WHO Gradings mit klinisch-pathologischen Parametern

Das WHO Grading wies, ahnlich wie die KRK Subtypen, eine starke Assoziation mit
bestimmten klinisch-pathologischen Parametern auf. Im Vergleich zu low-grade Tumoren
zeigten, wie in Tabelle 7 ersichtlich, high-grade KRK eine signifikante Assoziation zu héheren
pT-, pN- und pM-Stadien und ebenso zum daraus kumulativ abgeleiteten UICC-Stadium
(p<0.001) *. Im UICC-Stadium | gehdrten beispielsweise nur 14% der KRK der high-grade
Gruppe an, wahrend im UICC-Stadium IV bereits 55.3% der KRK den high-grade Karzinomen
zugeordnet werden konnten. Weiterhin zeigte sich mit 46.5% eine signifikante Anreicherung
von high-grade Karzinomen in der Gruppe der mikrosatelliteninstabilen Karzinomen im
Vergleich zu 29.1% an high-grade KRK in der Gruppe der mikrosatellitenstabilen Karzinomen
(p<0.001) *. Es wurden keine Assoziation zu Alter, Geschlecht oder Tumorlokalisation

gefunden.

5.3.3 Prognostische Relevanz des WHO Gradings in univariaten Uberlebensanalysen

In der orientierenden Uberlebensanalyse der Gesamtkohorte zeigte sich fiir das WHO Grading
insgesamt eine starke prognostische Demarkation, wie auch in Abbildung 12B und Tabelle
8 dargestellt, fir alle drei untersuchten Uberlebensparameter (OD/DSS/DFS jeweils p<0.001)*.
Dies konnte allerdings bei spezifischen Subgruppen-Analysen nicht bestatigt werden. Bei der
Untersuchung des WHO Gradings in mikrosatellitenstabilen und mikrosatelliteninstabilen
Karzinomen konnten wir nachweisen, wie in Tabelle 8 ersichtlich, dass die prognostische
Demarkation nur in MSS-Karzinomen (OS/DSS/DFS, p<0.001), nicht aber in MSI Karzinomen
auffindbar war (OS: p=0.09, DSS: p=0.11, DFS: 0.14). Ebenso zeigte sich keine prognostische
Signifikanz des WHO Gradings in friheren UICC-Stadien (DSS UICC [: p=0.95, UICC II:
p=0.65), wahrend in hdéheren UICC-Stadien zumindest eine gute Diskrimination der
Prognosegruppen sichtbar war (DSS: UICC lIl: p=0.002, UICC IV: p=0.01). *
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Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung des WHO Gradings (low-grade/ high-grade) bezogen auf die klinisch-
pathologischen Parameter Alter, Geschlecht, pTNM-Status, UICC-Stadium, lymphatische Invasion,
vendse Invasion, perineurale Invasion, Mikrosatellitenstatus (MSS/MSI) und Lokalisation.

n WHO Grading low WHO Grading high p-Wert
1004 (100%) 685 (68.2%) 319 (31.8%)

Alter <0.9
unter Median | 492 (49.0%) 335 (68.1%) 157 (31.9%)
Uber Median | 512 (51.0%) 350 (68.4%) 162 (31.6%)

Geschlecht <01

mannlich | 575 (57.3%) 404 (70.3%) 171 (29.7%)
weiblich | 429 (42.7%) 281 (65.5%) 148 (34.5%)

pT < 0.001
1 78 (7.8%) 66 (84.6%) 12 (15.4%)
2] 182 (18.1%) 144 (79.1%) 38 (20.9%)
3| 555 (55.3%) 375 (67.6%) 180 (32.4%)
41 189 (18.8%) 100 (52.9%) 89 (47.1%)

pN < 0.001
0 552 (55%) 432 (78.3%) 120 (21.7%)
1 284 (28.3%) 186 (65.5%) 98 (34.5%)
2] 168 (16.7%) 67 (39.9%) 101 (60.1%)

pM < 0.001
0] 852 (84.9%) 616 (72.3%) 236 (27.7%)
1 152 (15.1%) 69 (45.4%) 83 (54.6%)

UICC-Stadium < 0.001
I'| 207 (20.6%) 178 (86.0%) 29 (14.0%)
II'l 326 (32.5%) 241 (73.9%) 85 (26.1%)
Il 319 (31.8%) 198 (62.1%) 121 (37.9%)
V] 152 (15.1%) 68 (44.7%) 84 (55.3%)

Lymphatische <0.001
Invasion nicht anwesend | 495 (49.3%) 395 (79.8%) 100 (55.3%)
anwesend | 509 (50.7%) 290 (57,0%) 219 (43.0%)

Venodse < 0.001
Invasion nicht anwesend | 871 (86.8%) 622 (71.4%) 249 (28.6%)
anwesend | 133 (13.2%) 63 (47.4%) 70 (52.6%)

Perineurale <0.68
Invasion nicht anwesend | 937 (93.3%) 641 (68.4%) 296 (31.6%)
anwesend 67 (6.7%) 44 (65.7%) 23 (34.3%)

Resektionsabstand < 0.001
RO | 933 (92.9%) 656 (70.3%) 277 (29.7%)
R1 41 (4.1%) 17 (41.5%) 24 (58.5%)
R2 30 (3.0%) 12 (40.0%) 18 (60.0%)

Mikrosatellitenstatus < 0.001
MSS | 849 (84.6%) 602 (70.9%) 247 (29.1%)
MSI| 155 (15.4%) 83 (563.5%) 72 (46.5%)

Lokalisation <0.39
Coecum | 147 (14.6%) 93 (63.3%) 54 (36.7%)
Kolon ascendens | 257 (25.6%) 169 (65.8%) 88 (34.2%)
Kolon transversum 82 (8.2%) 57 (69.5%) 25 (30.5%)
Kolon descendens 92 (9.2%) 69 (75.0%) 23 (25.0%)
Kolon sigmoideum | 318 (31.7%) 224 (70.4%) 94 (29.6%)
Rektum | 108 (10.8%) 73 (67.6%) 35 (32.4%)
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Tabelle 8: Verteilung des WHO Gradings innerhalb der Gesamtkohorte, der UICC-Stadien (I-1V) und
des Mikrosatellitenstatus (MSS/MSI) und ihre jeweilige prognostische Aussagekraft beziiglich des
Gesamtiiberlebens, des krankheitsspezifischen Uberlebens und des krankheitsfreien Uberlebens in

Monaten.
Mittleres Mittleres Mittleres
n (%) Gesamtiiberleben Wpe:rt krar.1.kheitspezifisches Wpe_rt kfankheitsfreies Wpe:rt
(SE) Uberleben (SE) Uberleben (SE)
Gesamtkohorte | WHO Grading <0.001 <0.001 <0.001
low-grade | 685 (68.2%) 135.4 (4.3) 162.1 (4.0) 155.2 (4.0)
high-grade | 319 (31.8%) 104.0 (6.3) 126.5 (6.4) 121.4 (6.6)
UICC Stadium | | WHO Grading 0.26 0.95 0.39
low-grade | 178 (86.0%) 149.9 (6.4) 178.9 (4.9) 174.0 (5.3)
high-grade | 29 (14.0%) 127.8 (14.8) 172.2 (10.5) 178.8 (8.7)
UICC Stadium Il | WHO Grading 0.35 0.65 0.34
low-grade | 241 (73.9%) 136.8 (7.1) 164.4 (7.1) 172.1(6.2)
high-grade | 85 (26.1%) 115.5(9.3) 144.3 (9.2) 142.7 (9.5)
UICC Stadium Il | WHO Grading 0.03 0.002 0.01
low-grade | 198 (62.1%) 129(7.2) 148.0 (6.5) 129.7 (6.9)
high-grade | 121 (37.9%) 118 (10.1) 130.3 (10.3) 117.1 (10.5)
UICC Stadium IV | WHO Grading 0.009 0.01 0.11
low-grade | 68 (44.7%) 53.6(7.0) 59.7 (7.4) 45.9(7.2)
high-grade | 84 (55.3%) 38.7(5.9) 41.5(6.4) 35.0 (6.4)
MSS WHO Grading <0.001 <0.001 <0.001
low-grade | 602 (70.9%) 132.8 (4.6) 159.9 (4.3) 152.1 (4.3)
high-grade | 247 (29.1%) 97 (6.7) 113.6 (7.2) 107.7 (7.4)
MSI WHO Grading 0.09 0.11 0.14
low-grade | 83 (53.5%) 148.9 (11.1) 171.2 (10.2) 170.3 (9.7)
high-grade | 72 (46.5%) 118.7 (10.4) 146.8 (9.9) 143.2 (10.2)
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5.4 Analyse der zentralen Parameter der WHO-Klassifikation: Tumor Budding

5.4.1 Haufigkeit und Verteilung der ITBCC-Subgruppen

GemaR der ITBCC Kriterien *° zeigten 545 der 1004 untersuchten KRK eine geringe Tumor
Budding Aktivitat. Die Zuordnung erfolgte somit der niedrig-gradigen Bd1-Subgruppe (Bd1:
54%). Zweihundertzweiundsechzig zeigten eine intermediare Tumor Budding Aktivitat mit
einem Nachweis von 5-9 Tumor Buds an der Invasionsfront und wurden folgend in die Bd2-
Subgruppe eingeordnet (Bd2: 26%). Einhundertsiebenundneunzig KRK zeigten ein stark
dissoziatives Wachstumsmuster mit Nachweis von mehr als zehn Tumor Buds an der
Invasionsfront und konnten somit der hohen Tumor Budding-Kategorie Bd3 zugeordnet
werden (Bd3: 20%) (siehe Abbildung 9C und Tabelle 9).

5.4.2 Assoziation des Tumor Buddings gemal’ ITBCC mit klinisch-pathologischen
Parametern

Das Ausmal der Tumor Budding Aktivitat zeigte eine sehr starke Assoziation mit nahezu allen
klinisch-pathologischen Parametern. Wahrend Tumoren aus der Bd1-Gruppe, wie in Tabelle
9 ersichtlich, akzentuiert in niedrigen pTNM-Stadien bzw. niedrigen UICC-Stadien zu finden
waren, zeigten sich Karzinome der Bd2/3-Gruppen zumeist als lokal fortgeschrittene, haufig
nodal- oder fernmetastasierte Tumoren, die entsprechend wesentlich haufiger in hohen
Tumorstadien zu finden waren (p<0.001) *. Ebenso stellten wir einen signifikant hdheren Anteil
an lymphatischer, venéser und perineuraler Invasion in den Bd2/Bd3-Subgruppen im Vergleich
zur Bd1-Gruppe fest, wobei hier insbesondere das Vorkommen einer vendsen oder
perineuralen Invasion in der Bd3-Gruppe hervorsticht (p<0.001). Ebenso zeigte sich eine
starke Anreicherung von Tumoren der Bd2/3 Gruppen bei mikrosatellitenstabilen Tumoren
bzw. eine deutliche Uberreprasentation der Bd1 Gruppe bei mikrosatelliteninstabilen Tumoren
4. Es wurden keine Assoziationen des Tumor Buddings zu Alter, Geschlecht und Lokalisation

der untersuchten KRK gefunden.

5.4.3 Prognostische Relevanz des Tumor Buddings gemaf UICC in univariaten
Uberlebensanalysen

Die drei separaten Tumor Budding Subgruppen gemaf UICC erwiesen sich als aul3erst starke
prognostische Faktoren in der orientierenden univariaten Log-Rank Analyse der
Gesamtkohorte (siehe Abbildung 12A) in allen untersuchten Uberlebensparametern
(OS/DFS/DSS: p<0.001) *. Beispielhaft aufgefiihrt zeigte sich, wie in Tabelle 10 detaillierter
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dargestellt, ein DSS von 192.3 Monaten in der Bd1 Subgruppe, welches 130.6 Monaten in der
Bd2 und 56.2 Monaten in der Bd3 Gruppe gegenlberstand.

In allen weiteren Analysen der Subgruppen erwiesen sich Tumor Budding bzw. die
verschiedenen Tumor Budding-Kategorien als sehr starke prognostische Faktoren. Wie in
Tabelle 10 dargestellt zeigte sich in allen UICC-Stadien, gleich ob friihe Stadien oder sogar
fernmetastasiert eine gleichartige prognostische Demarkation wie in der Gesamtkohorte (z.B.
DSS: p<0.001 fur UICC I-IV). Ein ahnliches Bild zeigte sich ebenso bei der separaten Analyse
von mikrosatelliteninstabilen und mikrosatellitenstabilen Karzinomen (z.B. DSS p<0.001 flr
MSS/MSI-H KRK; siehe auch Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 12E und F). *
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Tabelle 9: Héufigkeitsverteilung des Tumor Buddings (Bd1/ Bd2/ Bd3) bezogen auf die klinisch-
pathologischen Parameter Alter, Geschlecht, pTNM-Status, UICC-Stadium, lymphatische Invasion,
vendse Invasion, perineurale Invasion, Mikrosatellitenstatus (MSS/MSI) und Lokalisation.

n Tumor Budding | Tumor Budding | Tumor Budding | p-Wert
Bd1 Bd2 Bd3
1004 (100%) 545 (54.3%) 262 (26.1%) 197 (19.6%)
Alter 0.4
unter Median | 492 (49.0%) 269 (54.7%) 134 (27.2%) 89 (18.1%)
Uiber Median | 512 (51.0%) 276 (53.9%) 128 (25.0%) 108 (21.1%)
Geschlecht 0.4
mannlich | 575 (57.3%) 314 (54.6%) 156 (27.1%) 105 (18.3%)
weiblich | 429 (42.7%) 231 (53,8%) 106 (24.7%) 92 (21.4%)
pT <0.001
1| 78 (7.8%) 64 (82.1%) 12 (15.4%) 2 (2.6%)
21182 (18.1%) 137 (75.3%) 33 (18.1%) 12 (6.6%)
3| 555 (55.3%) 286 (51.5%) 156 (28.1%) 113 (20.4%)
41189 (18.8%) 58 (30.7%) 61 (32.3%) 70 (37.0%)
pN <0.001
0| 552 (55%) 394 (71.4%) 105 (19.0%) 53 (9.6%)
1| 284 (28.3%) 119 (41.9%) 99 (34.9%) 66 (23.2%)
2] 168 (16.7%) 32 (19.0%) 58 (34.5%) 78 (46.4%)
pM <0.001
0| 852 (84.9%) 520 (61.0%) 209 (24.5%) 123 (14.4%)
1| 152 (15.1%) 25 (16.4%) 53 (24.5%) 74 (48.7%)
UICC-Stadium <0.001
1| 207 (20.6%) 173 (83.6%) 24 (11.6%) 10 (4.8%)
II'| 326 (32.5%) 212 (65.0%) 76 (23.3%) 38 (11.7%)
1| 319 (31.8%) 135 (42.3%) 109 (34.2%) 75 (23.5%)
IV | 152 (15.1%) 25 (16.4%) 53 (34.9%) 74 (48.7%)
Lymphatische <0.001
Invasion nicht anwesend | 495 (49.3%) 358 (72.3%) 91 (18.4%) 46 (9.3%)
anwesend | 509 (50.7%) 187 (36.7%) 171 (33.6%) 151 (29.7%)
Vendse < 0.001
Invasion nicht anwesend | 871 (86.8%) 519 (59.6%) 219 (25.1%) 133 (15.3%)
anwesend | 133 (13.2%) 26 (19.5%) 43 (32.3%) 64 (48.1%)
Perineurale < 0.001
Invasion nicht anwesend | 937 (93.3%) 537 (57.3%) 237 (25.3%) 163 (17.4%)
anwesend | 67 (6.7%) 8 (11.9%) 25 (37.3%) 34 (50.7%)
Resektionsabstand < 0.001
RO | 933 (92.9%) 535 (57.3%) 236 (25.3%) 162 (17.4%)
R1| 41 (4.1%) 7(17.1%) 17 (41.5%) 17 (41.5%)
R2 30 (3%) 3(10.0%) 9 (30.0%) 18 (60.0%)
Mikrosatellitenstatus < 0.001
MSS | 849 (84.6%) 435 (51.2%) 231 (27.2%) 183 (21.6%)
MSI | 155 (15.4%) 110 (71.0%) 31 (20.0%) 14 (9.0%)
Lokalisation 0.7
Coecum | 147 (14.6%) 80 (54.4%) 34 (23.1%) 33 (22.4%)
Kolon ascendens | 257 (25.6%) 142 (55.3%) 62 (24.1%) 53 (20.6%)
Kolon transversum | 82 (8.2%) 45 (54.9%) 18 (22.0%) 19 (23.2%)
Kolon descendens | 92 (9.2%) 49 (53.3%) 24 (26.1%) 19 (20.7%)

Kolon sigmoideum
Rektum

318 (31.7%)
108 (10.8%)

175 (55.0%)
54 (50.0%)

92 (28.9%)
32 (29.6%)

51 (16.0%)
22 (20.4%)
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Tabelle 10: Verteilung des Tumor Buddings innerhalb der Gesamtkohorte, der UICC-Stadien (I-1V) und
des Mikrosatellitenstatus (MSS/MSI) und ihre jeweilige prognostische Aussagekraft beziiglich des
Gesamtiiberlebens, des krankheitsspezifischen Uberlebens und des krankheitsfreien Uberlebens in

Monaten.
Mittleres Mittleres Mittleres
n (%) Gesamtiiber p-Wert | krankheitsspezifisches p-Wert | krankheitsfreies p-Wert
leben (SE) Uberleben (SE) Uberleben (SE)
Gesamtkohorte ~ Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd 1| 545 (54%) | 160.9 (4.4) 192.3 (3.4) 190.6 (3.3)
Bd 2| 262 (26%) | 108.2 (8.0) 130.6 (7.2) 113.8 (7.2)
Bd 3| 197 (20%) 48.5 (4.6) 56.2 (5.4) 38.0 (5.3)
UICC Stadium |  Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd1| 173 (84%) | 155.4 (6.1) 187.7 (3.9) 185.4 (4.2)
Bd2| 24 (11%) | 130.2(17.5) 150.5 (16.3) 153.1 (15.9)
Bd3| 10 (5%) 26.6 (8.6) 38.1(9.7) 25.0 (9.0)
UICC Stadium Il Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd 1| 212 (65%) | 154.4 (7.3) 189.1 (6.2) 195.9 (5.0)
Bd2| 76(23%) | 105.4(10.5) 133.2 (11.1) 132.5 (11.3)
Bd 3| 38 (12%) 69.9 (12.5) 78.9 (13.6) 75.6 (13.7)
UICC Stadium Il Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd 1| 135 (42%) | 149.9 (6.2) 163.6 (5.3) 155.9 (5.9)
Bd2| 109 (34%) | 115.4 (10.8) 135.2 (11.4) 105.6 (11.2)
Bd 3| 75 (24%) 64.2 (8.2) 77.8(9.7) 63.4 (9.5)
UICC Stadium IV Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd1| 25(16%) 92.0 (14.6) 104.3 (14.7) 94.8 (15.6)
Bd2| 53 (35%) 54.7 (8.1) 58.8 (8.6) 43.0 (7.8)
Bd 3| 74 (49%) 20.9 (2.4) 21.6 (2.5) 15.6 (1.5)
MSS Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd 1| 435(51%) | 159.0 (5.0) 190.8 (3.9) 190.3 (3.7)
Bd 2| 231(27%) | 108.0 (7.5) 128.7 (7.6) 108.2 (7.6)
Bd 3| 183 (22%) 49.2 (4.8) 57.0 (5.6) 49.4 (5.5)
MSI Tumor Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd1| 110 (71%) | 151.1(7.7) 177.3 (5.8) 171.8 (6.4)
Bd2| 31(20%) | 104.6(16.8) 132.5 (18.3) 142.4 (17.6)
Bd3| 14 (9%) 36.1(11.8) 32.7 (10.3) 24.7 (9.5)
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5.6 Interaktionen zwischen den histomorphologischen Subtypen des KRKs,
der Tumor Budding Aktivitat und dem WHO Grading

Im nachsten Schritt unserer Analyse untersuchten wir, inwieweit die oben beschriebenen
histomorphologischen Parameter miteinander zusammenhangen bzw. inwiefern sie sich
gegenseitig beeinflussen. Insgesamt zeigte sich eine sehr starke Assoziation zwischen den
drei Parametern KRK Subtypen, WHO Grading und Tumor Budding (p<0.001) *.

5.6.1 Haufigkeit und Verteilung der KRK Subtypen in Abhangigkeit der Tumor Budding
Aktivitat

Wir konnten eine sehr starke Korrelation zwischen der Tumor Budding Aktivitat und den
verschiedenen histologischen KRK Subtypen nachweisen (p<0.001) *. Subtypen wie das
medullare Karzinom (Bd1: 84%, Bd2: 26%, Bd3: 0%) oder das adenom-artige Adenokarzinom
(Bd1: 100%, Bd2/ Bd3: 0%), die sich in der univariaten Uberlebensanalyse als eher benigne
Varianten herauskristallisiert hatten, zeigten spiegelbildlich, wie in Abbildung 9F illustriert,
eine sehr geringe Tumor Budding Aktivitat. Wahrend aggressiv verlaufende Varianten wie zum
Beispiel das mikropapillare Karzinom (Bd1: 4%, Bd2: 34%, Bd3: 62%), das
Siegelringzellkarzinom (Bd1: 0%, Bd2: 22%, Bd3: 78%) oder die neuroendokrinen Karzinome
(Bd1: 14%, Bd2: 14%, Bd3: 72%) von einer hohen Tumor Budding Aktivitat gepragt waren. *
Die insgesamt haufigste histologische Variante des KRK, das klassische Adenokarzinom NOS
(Bd1: 60%, Bd2: 27%, Bd3: 13%), als auch das serratierte Adenokarzinom (Bd1: 60%, Bd2:
23%, Bd3: 17%) und das muzindse Adenokarzinom (Bd1: 60%, Bd2: 28%, Bd3: 12%) zeigten
eine variable Tumor Budding Aktivitat mit einer im Vergleich zur gesamten Kohorte fast gleich
gearteten Verteilung der drei Tumor Budding Kategorien. Die Tabelle 11 liefert eine Ubersicht
Uber die Haufigkeitsverteilung der KRK Subtypen bezogen auf die drei Tumor Budding
Untergruppen.

5.6.2 Haufigkeit und Verteilung der KRK Subtypen in Abhangigkeit des WHO Gradings

Auch hier zeigte sich generell ein signifikanter Zusammenhang zwischen den diversen
histologischen KRK Subtypen und dem WHO Grading (p<0.001) *, wie in Abbildung 9E,
Tabelle 11 und in Abbildung 10 C/D nochmals im Detail dargestellt. Biologisch eher aggressiv
verlaufende Subtypen wie die neuroendokrinen Karzinome (low-grade: 0%, high-grade: 100%)
oder Siegelringkarzinome (low-grade: 0%, high-grade: 100%) waren in unserer Studie
ausschlief3lich in der WHO high-grade Kategorie zu finden, wahrend das adenom-artige
Adenokarzinom (low-grade: 100%, high-grade: 0%) immer in die low-grade Kategorie fiel.

Allerdings mussten aufgrund ihrer soliden Architektur benigne Varianten wie das medullare
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Karzinom (low-grade: 19%, high-grade: 81%) grofRtenteils als high-grade Karzinome
klassifiziert werden, wahrend die aggressiven mikropapillaren Karzinome (low-grade: 51%,
high-grade: 49%) nahezu gleichmaRig in beide WHO Grading Kategorien fielen. Der Grund im
Falle der mikropapillaren Adenokarzinome war, dass neben den mikropapillaren Arealen, die
zur Diagnosestellung lediglich 5% des Gesamttumors ausmachen mussen, der Subtyp haufig
auch eine deutliche Drisenausbildung zeigte, die eine Einstufung als low-grade Karzinom
nach sich zog. Das Adenokarzinom NOS (low-grade: 77%, high-grade: 33%) und das
serratierte Karzinom (low-grade: 76%, high-grade: 24%) zeigten in unseren Analysen
hingegen eine vermehrte Tendenz hin zu einem geringen WHO Grading, wahrenddessen beim
muzindsen Adenokarzinom (low-grade: 37%, high-grade: 63%) die Klassifizierung

Uberwiegend in die Gruppe der high-grade Karzinome erfolgte.

5.6.3 Haufigkeit und Verteilung des Tumor Buddings und des WHO Gradings zueinander

Bei der Untersuchung konnte das Tumor Budding innerhalb der low-grade Karzinome einen
hohen Anteil an Karzinomen mit niedriger Tumor Budding Aktivitat identifizieren (Bd1: 62%,
Bd2: 23%, Bd3: 15%) und einen erhdhten Anteil an KRK mit hoher Tumor Budding Aktivitat in
der high-grade Kohorte (Bd1: 37%, Bd2: 33%, Bd3: 30%). Hingegen konnten wir bei der
Betrachtung des WHO Gradings innerhalb der Tumor Budding Subgruppen haufig Falle
beobachten, in denen Karzinome mit einem gesteigerten Tumor Budding in mehr als der Halfte
der Falle in eine low-grade Kategorie fielen (Bd3: low-grade = 51%, high-grade = 49%) und
einige Karzinome mit einem niedrigen Tumor Budding, im umgekehrten Fall, der high-grade
Kategorie (Bd1: low-grade = 78%, high-grade = 22%) zugeordnet worden sind. Fir weitere
Details siehe Tabelle 13.

5.6.4 Prognostische Relevanz der Interaktion zwischen KRK Subtypen und Tumor Budding

Die drei Tumor Budding Subgruppen konnten sich innerhalb der KRK Subtypen in einer
orientierenden univarianten Log-Rank-Analyse der Gesamtkohorte, wie in Tabelle 12
ersichtlich, als aulert starke prognostische Faktoren in allen untersuchten
Uberlebensparametern beweisen *. Hierbei kristallisierten sich durch die Einteilung anhand
des Tumor Buddings insbesondere ein prognostischer Unterschied innerhalb des haufigsten
KRK Subtyps, dem Adenokarzinoms NOS (siehe Abbildung 11A), sowie innerhalb der
muzinésen und der serratierten Karzinome (siehe Abbildung 11 B und E) heraus
(OS/DSS/DFS: p<0.001). Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve in den Abbildungen 11 B, C, D
und F ist das krankheitsfreie Uberleben, der bereits im Kapitel 3.6.3 als aggressiv
beschriebenen KRK Subtypen, wie dem Siegeringzellkarzinom (OS/DSS: p=0.27; DFS:
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p=0.095), dem muzinésen, dem mikropapillaren Adenokarzinom (OS: p=0.023; DSS: p=0.05;
DFS: p=0.02) und dem neuroendokrinen Karzinom (OS/DSS: p=0.22; DFS=0.26) in
Abhangigkeit des Tumor Buddings, grafisch dargestellt. Es wird hiermit noch einmal deutlich
ersichtlich, dass selbst innerhalb der aggressiveren KRK Varianten, das Tumor Budding dazu
beitragen kann, eine noch prazisere prognostische Aussage zu treffen. Bei den adenom-
artigen Adenokarzinomen konnten wir die untersuchten Praparate nur der Tumor Budding
Gruppe Bd1 zuordnen und fur das undifferenzierte Adenokarzinom lag nur ein Fall vor, sodass
uns hier keine weiteren prognostischen Analysen des Tumor Budding Einflusses méglich

waren.

5.6.5 Prognostische Relevanz der Interaktion zwischen KRK Subtypen und WHO Grading

Das WHO Grading konnte in univarianten Log-Rank-Analysen der Gesamtkohorte, wie in
Tabelle 12 dbersichtlich dargestellt, nur bei dem KRK Subtyp Adenokarzinom NOS
statistische Signifikanz in allen untersuchten Uberlebensparametern (OS/ DSS/ DFS: p<0.001)
zeigen. Bei den Ubrigen KRK Subtypen wie dem muzinésen, medullaren, mikropapillaren,
serratierten und dem siegelringzellartigen Adenokarzinomen konnte keine statistische

Signifikanz des WHO Gradings bezuglich des Patientenliiberlebens nachgewiesen werden.

5.6.6 Prognostische Relevanz der Interaktion zwischen Tumor Budding und WHO Grading

In einer finalen Subgruppenanalyse haben wir die prognostische Relevanz der Tumor Budding
Aktivitat separat in low- und high-grade Karzinomen des WHO Gradings und umgekehrt die
prognostische Signifikant des WHO Gradings in den einzelnen ITBCC Subgruppen analysiert.
Fir alle untersuchten Uberlebensparameter konnte, wie in Tabelle 13 und in den
Abbildungen 12 C und D genauer dargestellt, nur das Tumor Budding innerhalb des WHO
Gradings eine statistisch signifikante Aussage treffen (OS/ DSS/ DFS: p<0.001) *. Das WHO
Grading zeigte wahrenddessen in allen drei Tumor Budding Gruppen, vor allem in der Bd1
Subkohorte, kaum eine Unterscheidung beziglich des mittleren Gesamtlberlebens, des

mittleren krankheitsspezifischen und des krankheitsfreien Uberlebens.
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Tabelle 13: Verteilung der Tumor Budding Gruppen (Bd1/Bd2/ Bd3) innerhalb der beiden WHO Grading
Kategorien (low-/ high-grade), sowie Verteilung der beiden WHO Grading Gruppen innerhalb der drei
Tumor Budding Subkohorten und ihre jeweilige prognostische Aussagekraft bezliglich des
Gesamtiiberlebens (0S), des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) und des krankheitsfreien
Uberlebens (DFS) in Monaten.

Mittleres Mittleres Mittleres
n (%) Gesamtiiberleben p-Wert | krankheitsspezifisches p-Wert | krankheitsfreies p-Wert
(SE) Uberleben (SE) Uberleben (SE)
WHO <0.001 <0.001 <0.001
Grading:
low-grade
Subkohorte
Bd1 428 (62%) 160.0 (5.2) 192.7 (4.1) 191.8 (3.8)
Bd2 158 (23%) 110.5 (7.6) 128.2 (8.0) 109.4 (8.1)
Bd3 99 (15%) 59.3 (7.4) 74.0 (8.5) 61.4 (8.2)
WHO <0.001 <0.001 <0.001
Grading:
high-grade
Subkohorte
Bd1 118 (37%) 143.8 (7.2) 168.9 (5.9) 166.3 (6.2)
Bd2 104 (33%) 95.1 (10.2) 114.7 (11.0) 102.3 (11.3)
Bd3 96 (30%) 36.9 (5.3) 41.2 (6.4) 35.9 (6.4)
Tumor 0.57 0.53 0.49
Budding:
Bd1
Subkohorte
low-grade | 427 (78%) 161.3 (5.2) 192.7 (4.1) 191.8 (3.8)
high-grade | 117 (22%) 142.8 (7.2) 168.9 (5.9) 166.6 (6.2)
Tumor 0.04 0.04 0.10
Budding:
Bd2
Subkohorte
low-grade | 158 (60%) 110.5 (7.6) 128.2 (8.0) 109.4 (8.1)
high-grade | 104 (40%) 95.1 (10.2) 114.7 (11.0) 102.3 (11.3)
Tumor 0.01 0.01 0.04
Budding:
Bd3
Subkohorte
low-grade | 99 (51%) 58.2 (7.4) 72.6 (8.5) 60.2 (8.2)
high-grade | 98 (49%) 37.4 (5.3) 41.9 (6.2) 36.6 (6.4)
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Abbildung 11: Einfluss des Tumor Buddings auf das DFS in verschiedenen KRK Subtypen:
Adenokarzinom NOS (A), muzinéses Adenokarzinom (B), Siegelringzellkarzinom (C), mikropapilléres
Adenokarzinom (D), serratiertes Adenokarzinom (E) und MANE/NEC (F). (modifiziert nach *)

73



A Gesamtkohorte (n=1004) B Gesamtkohorte (n=1004)

10 1,0
§0s gos Low-grade
< Bd1 3
305 S 08
ki 8
g e
% 04 5oa
k- Bd2 £ High-grade
So2 § 02
p<0.001 Bd3 p<0.001
00 00
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit nach Operation (Monate) Zeit nach Operation (Monate)
C Grade: Low-grade (n=685) D Grade: High-grade (n=319)
10 1,0
£08 c
g Bd1 3" Bd1
2 2
508 S 06
2 2
@ @
Zos 2
i Bd2 2 o
= =
g 02 g 0 Bd2
Bd3
<0.001
W P L P<0001 Bd3
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Zeit nach Operation (Monate) Zeit nach Operation (Monate)
E Mikrosatellitenstatus: MSS (n=849) F Mikrosatellitenstatus: MSI (n=155)
10 10
508 s o8 Bd1
3 Bd1 s
.g 06 :§ 06
3 Bd2
k! @
< 04 % 04
2 Bd2 g
§ 02 g 02
x
. p<0.001 Bd3 p<0.001 Bd3
00
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Zeit nach Operation (Monate) Zeit nach Operation (Monate)

Abbildung 12: Uberlebensdaten im Zusammenhang zum Tumor Budding und zum WHO Grading. DFS
in der Gesamtkohorte in Abhédngigkeit zur Tumor Budding Aktivitdt (A) und zum WHO Grading (B).
Einfluss der Tumor Budding Aktivitét auf das DFS innerhalb der WHO low-grade (C) und high-grade
(D) Gruppe als auch in der MSS (E) und der MSI (F) Gruppe. (modifiziert nach *)
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5.7 Multivariate Analyse aller morphologischen Parameter

Als Abschluss unserer Untersuchungen fihrten wir mit Hilfe des Cox-proportional Hazard-
Modells eine multivariate Uberlebensanalyse fiir alle Uberlebensparameter (OS/DSS/DFS),
unter Einbeziehung aller univariaten prognostischen Faktoren, durch. Die eingeschlossenen
Parameter umfassten das Patientenalter (unterhalb/oberhalb des Medians), das Geschlecht,
das UICC-Stadium (I-IV), den Resektionsstatus (RO, R1, R2), das Vorhandensein bzw. die
Abwesenheit einer Lymph- (LO/L1) oder BlutgefaRinvasion (V0/V1), den Mikrosatellitenstatus,
das WHO Grading (low-grade/high-grade), sowie die einzelnen Tumor Budding Subgruppen
nach ITBCC (Bd1-Bd3) und die diversen KRK Subtypen.

In unseren multivariaten Analysen kristallisierten sich das Tumor Budding, die KRK Subtypen
und das UICC-Stadium als unabhéngige Prognosefaktoren heraus *.

Im Vergleich aller prognostischer Parameter zeigten die Tumor Budding Subgruppen die mit
weitem Abstand starkste prognostische Aussagekraft (OS/DSS/DFS: p < 0.001; Hazard Ratio:
OS (Bd2: 2.19, Bd3: 4.39), DSS (Bd2: 1.41, Bd3: 3.35), DFS (Bd2: 3.60, Bd3: 6.72)), welches
sogar die prognostische Demarkation der verschiedenen UICC Subgruppen Ubertraf. Die KRK
Subtypen waren ebenso in der multivariaten Analyse hochgradig prognostisch (OS: p=0.008;
DSS: p<0.001; DFS: p=0.002) und zeigten verglichen mit dem Referenzsubtyp
Adenokarzinom NOS entweder eine deutlich niedrigere (medullares Karzinom Hazard Ratio
OS: 0.70; DSS: 0.77; DFS: 0.07) oder deutlich héhere Hazard Ratio (MANEC/NEC Hazard
Ratio OS: 2.24; DSS: 7.99; DFS: 1.55). Das WHO Grading zeigte in der multiparametrischen
Analyse fur keinen der erhobenen Verlaufsparameter eine statistische Signifikanz bezogen auf
das krankheitsspezifische und das krankheitsfreie Uberleben (p-Wert DSS: p=0.33, DFS:
p=0.25; Hazard Ratio high-grade DSS: 1.15, DFS: 1.15).

Die detaillierten Ergebnisse der multivariaten Analyse fir das Gesamt-, das
krankheitsspezifische und das krankheitsfreie Uberleben sind den Tabellen 14, 15 und 16 zu

entnehmen.
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Tabelle 14: Multivariate Uberlebensanalyse fiir das Gesamtiiberleben (OS) unter Einbeziehung der
univariaten prognostischen Faktoren wie WHO KRK Subtypen, Tumor Budding, WHO Grading, UICC-

Stadium, Ilymphatische und vendse Invasion, Resektionsabstand, Geschlecht, Alter und
Mikrosatellitenstatus. (modifiziert nach *)
HR (OS) unteres KI (95%) | oberes Kl (95%) | p-Wert
WHO Subtypen 0.008
Adenokarzinom NOS 1.00
Muzinéses Adenokarzinom 1.10 0.75 1.60
Siegelringzellkarzinom 0.87 0.31 2.45
Medulldres Adenokarzinom 0.70 0.32 1.53
Mikropapilldres Adenokarzinom 0.81 0.60 1.09
Serratiertes Adenokarzinom 1.04 0.72 1.50
Adenom-artiges Adenokarzinom 1.37 0.71 2.66
Undifferenziertes Karzinom 15.12 2.00 114.18
MANEC/NEC 2.24 0.86 5.85
Tumor Budding <0.001
Bd1 1.00
Bd2 2.19 1.68 2.86
Bd3 4.39 3.25 5.94
WHO Grading 0.03
Low-grade 1.00
High-grade 1.27 1.01 1.59
UICC-Stadium <0.001
/ 1.00
1 1.15 0.82 1.62
Il 1.02 0.63 1.65
v 2.23 1.39 3.58
Lymphatische Invasion 0.76
LO 1.00
L1 1.05 0.69 1.79
Vendse Invasion 0.85
LO 1.00
L1 1.08 0.71 1.63
Resektionsabstand 0.002
RO 1.00
R1 1.81 1.21 2.70
R2 1.79 1.13 2.83
Geschlecht 0.06
mannlich 1.00
weiblich 1.22 0.99 1.50
Altersgruppe <0.001
unter Median 1.00
Median oder tber Median 1.71 1.39 2.10
Mikrosatellitenstatus 0.79
MSI 1.0
MSS 1.02 0.61 1.54
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Tabelle 15: Multivariate Uberlebensanalyse fiir das krankheitsspezifische Uberleben (DSS) unter
Einbeziehung der univariaten prognostischen Faktoren wie WHO KRK Subtypen, Tumor Budding, WHO
Grading, UICC-Stadium, lymphatische und venése Invasion, Resektionsabstand, Geschlecht, Alter und
Mikrosatellitenstatus. (modifiziert nach *)

HR (DSS) unteres KI (95%) | oberes Kl (95%) | p-Wert
WHO Subtypen <0.001
Adenokarzinom NOS 1.00
Muzinéses Adenokarzinom 1.01 0.60 1.65
Siegelringzellkarzinom 1.15 0.28 4.73
Medulldres Adenokarzinom 0.77 0.28 2.08
Mikropapilldres Adenokarzinom 0.98 0.67 1.42
Serratiertes Adenokarzinom 1.01 0.63 1.64
Adenom-artiges Adenokarzinom 1.01 0.41 2.49
Undifferenziertes Karzinom >100 >100 >500
MANEC/NEC 7.99 3.47 18.36
Tumor Budding <0.001
Bd1 1.00
Bd2 141 0.99 2.00
Bd3 3.35 2.28 492
WHO Grading 0.33
Low-grade 1.00
High-grade 1.15 0.86 1.54
UICC-Stadium <0.001
/ 1.00
1 1.06 0.69 1.64
Il 0.97 0.53 1.77
v 2.22 1.23 4.00
Lymphatische Invasion 0.64
LO 1.00
L1 111 0.69 1.79
Vendse Invasion 0.12
VO 1.00
Vi 1.08 0.71 1.63
Resektionsabstand <0.001
RO 1.00
R1 2.46 1.50 4.02
R2 3.13 191 5.13
Geschlecht 0.92
mannlich 1.00
weiblich 1.06 0.82 1.38
Altersgruppe 0.61
unter Median 1.00
Median oder tber Median 1.18 0.91 1.54
Mikrosatellitenstatus 0.90
MSI 1.0
MSS 1.02 0.61 1.54
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Tabelle 16: Multivariate Uberlebensanalyse fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) unter Einbeziehung
der univariaten prognostischen Faktoren wie WHO KRK Subtypen, Tumor Budding, WHO Grading,
UICC-Stadium, lymphatische und vendse Invasion, Resektionsabstand, Geschlecht, Alter und
Mikrosatellitenstatus. (modifiziert nach *)

HR (DFS) unteres KI (95%) | oberes KI (95%) | p-Wert
WHO Subtypen 0.002
Adenokarzinom NOS 1.00
Muzinéses Adenokarzinom 1.06 0.69 1.62
Siegelringzellkarzinom 1.21 0.47 3.12
Medulldres Adenokarzinom 0.07 0.06 1.14
Mikropapilldres Adenokarzinom 0.83 0.61 1.13
Serratiertes Adenokarzinom 1.16 0.76 1.78
Adenom-artiges Adenokarzinom 0.31 0.04 2.28
Undifferenziertes Karzinom 26.17 3.37 203.25
MANEC/NEC 1.55 0.53 4.49
Tumor Budding <0.001
Bd1 1.00
Bd2 3.60 2.59 5.01
Bd3 6.72 4.68 9.65
WHO Grading 0.25
Low-grade 1.00
High-grade 1.15 0.89 1.49
UICC-Stadium <0.001
/ 1.00
1 1.36 0.83 2.21
Il 1.69 0.93 3.08
v 2.92 1.61 5.29
Lymphatische Invasion 0.37
LO 1.00
L1 1.22 0.78 191
Vendse Invasion 0.12
VO 1.00
Vi 1.29 0.93 1.80
Resektionsabstand <0.001
RO 1.00
R1 1.07 0.66 1.73
R2 1.79 1.19 2.69
Geschlecht 0.92
mannlich 1.00
weiblich 0.97 0.77 1.27
Altersgruppe 0.61
unter Median 1.00
Median oder tber Median 1.06 0.84 1.33
Mikrosatellitenstatus MSI 1.0 0.88
MSS 1.03 0.66 1.59
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6 Diskussion

Die WHO-Klassifikation von Tumoren ist ein internationales Standardwerk fir die
Tumordiagnostik. Das Ziel der WHO ist es eine einheitliche pathologische, klinisch relevante
Klassifikation von Tumoren zu erstellen, die in erster Linie auf einer histologischen Analyse,
aber zunehmend auch durch molekulare Faktoren definiert wird. Die bereits etablierten
Klassifikationen werden fortlaufend von Experten weltweit angewendet und wahrenddessen
regelmallig Uberarbeitet und an neu gewonnene Erkenntnisse aus der Wissenschaft
angepasst. Da diese Kriterien die Rahmenbedingungen fir die histopathologische Diagnostik
weltweit darstellen, ist es von groRer Wichtigkeit, dass alle eingebrachten Anderungen

fortlaufend in ihrer klinischen Relevanz und Umsetzbarkeit Gberprift werden.

In der funften Auflage der WHO-Klassifikation der Tumoren des Verdauungssystems aus dem
Jahr 2019 richten sich die Veranderungen auf die histopathologischen Kriterien und im
Vergleich zur vierten Auflage aus dem Jahr 2010 wurden die KRK Subtypen, sowie das Tumor
Budding als auch das klassische WHO Grading modifiziert. Zum einen wurden die
histologischen KRK Subtypen um neue Subtypen (Adenom-artige Adenokarzinome) erweitert,
frihere Subtypen wurden nicht mehr aufgefuhrt (Spindelzellartiges Karzinom, Kribriformes
Karzinom) und bereits etablierte Subtypen wurden erheblich revidiert. Des Weiteren wurde
das vorherige dreistufige WHO Grading auf einen zweistufigen Algorithmus reduziert und das
Tumor Budding als ein neuer histologischer Parameter mit einem dreistufigen

Unterscheidungskriterium etabliert. 533

Diese Dissertationsschrift setzt sich anhand einer grof3 angelegten Kohorte von 1004 KRK aus
zwei Jahrzehnten, kritisch mit den oben genannten, aktuellen, im Jahr 2019 veréffentlichten,
histopathologischen Leitlinien der WHO auseinander. Zum Zeitpunkt unserer Datenerhebung
war uns keine ahnliche Studie in diesem Umfang bekannt. Es gab bereits Studien die sich mit
einzelnen Parametern wie zum Beispiel dem Tumor Budding anhand kleinerer Kohorten
auseinandergesetzt haben 5%, Diese Studien beschrankten sich jedoch nur jeweils auf einen
histopathologischen Parameter, ohne die weiteren histopathologischen Parameter und die
jeweiligen Interaktionen untereinander ausflhrlicher zu analysieren. Der Fokus dieser
Dissertationsschrift liegt darin, die drei histomorphologischen Parameter KRK Subtypen, WHO
Grading und das Tumor Budding jeweils eingehend einzeln zu analysieren, mit den klinisch-
pathologischen Parametern zu vergleichen als auch die Interaktionen miteinander zu
untersuchen, wodurch eine Publikation zu dieser Thematik resultierte *. Die Diskussion dieser

Promotionsarbeit soll die folgenden zentralen Fragen beantworten:
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(1) Wie hoch ist der Anteil an KRK Subtypen gemalR der aktuellen WHO-Klassifikation in
einem KRK-Kollektiv? Ist eine prognostische Demarkation zwischen den einzelnen
Varianten moglich und gibt es Assoziationen zu weiteren klinisch-pathologischen

Parametern?

(2) Wie haufig sind jeweils die verschiedenen WHO-Grading-Subgruppen zu finden und
kann eine Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern gefunden werden?

Zeigt das WHO Grading eine prognostische Relevanz?

(3) Wie hoch ist die Frequenz der verschiedenen Tumor Budding-Subgruppen? Gibt es
eine Assoziation zu klinisch-pathologischen Parametern und inwieweit kann dadurch

eine prognostische Aussage getroffen werden?

(4) Wie hangen die drei histomorphologischen Parameter KRK Subtypisierung, Tumor
Budding und WHO Grading zusammen? Gibt es eine gegenseitige Beeinflussung
dieser drei Parameter? Welcher Parameter hat die gro3te prognostische Aussagekraft
und sollte in zukunftigen histopathologischen Berichten eine besondere Erwahnung

finden?
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Um die erste Frage zu beantworten, haben wir die einzelnen KRK jeweils einem KRK Subtyp
zugeordnet, wobei bei gewissenhafter Klassifizierung eine Zuordnung zu einem spezifischen
histologischen Subtyp neben den sonst klassischen Adenokarzinomen NOS in mehr als ein
Drittel aller Falle (n=374, 37%) mdglich war und somit weitaus haufiger als wir vor der
Durchfiihrung unserer Studie erwartet haben. Hierbei war der mikropapillare Subtyp in unserer
Studie mit einem Anteil von 12% an allen KRK der haufigste KRK Subtyp und der serratierte
KRK Subtyp mit einem Anteil von 8.7% der zweithaufigste. * Dies deckt sich auch mit anderen
Studien ®7%°. Neben den zwei bereits erwdhnten KRK Subtypen zeigte unsere Studie
insgesamt eine annahernde Ubereinstimmung der Haufigkeiten der einzelnen Subtypen mit
anderweitigen Studien, die sich jeweils mit einzelnen KRK Subtypen auseinandergesetzt
haben 24,42,50,52,67-72_

Unsere Ergebnisse bestatigen, dass die Einteilung von KRK in Subtypen fir die klinische
Praxis relevant ist. Die histopathologischen Subtypen haben einen Einfluss auf die
Uberlebensparameter, unabhéngig von anderen Faktoren wie zum Beispiel dem Stadium der
Erkrankung. AuRerdem weisen die Subtypen je nach Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation und
Mikrosatellitenstatus signifikante Unterschiede in der Verteilung auf. 4

In unserer Studie konnten wir zum Beispiel bei dem medullaren Adenokarzinom eine Tendenz
fur das weibliche Geschlecht und ein hoheres Alter finden *, was mit anderen Studien wie
beispielsweise von Knox et al. korreliert *27°. Das adenom-artige Adenokarzinom zeigte
hingegen bei uns eine Tendenz fiir das méannliche Geschlecht und fir ein jingeres Alter *,
wobei eine Studie von Gonzalez et al. keinen signifikanten statistischen Zusammenhang
bezuglich des Alters oder des Geschlechtes zwischen den Patienten mit adenom-artigen
Adenokarzinomen und der Kontrollgruppen finden konnte °.

Bezogen auf die Tumorlokalisation konnten wir spezifische Subtypen wie das serratierte
Adenokarzinom signifikant haufiger im rechten Kolon feststellen als das klassische
Adenokarzinom NOS *, was auch in anderen Studien wie zum Beispiel von Garcia-Solano et
al. festgehalten worden ist. Zusatzlich wurde in dieser Studie noch festgestellt, dass das
serratierte Adenokarzinom vor allem bei dem mannlichen Geschlecht die Tendenz zum

73

rechten Kolon hatte. Das medullare, siegelringzellige als auch das muzindse

Adenokarzinom zeigten ebenfalls eine Tendenz zum rechten Kolon #, was auch mit anderen
Studien wie zum Beispiel einer Studie von Hyngstrom et al. korreliert *¢°27%7* Das klassische
Adenokarzinom zeigte hingegen bei uns * als auch in vielen anderen Studien vermehrt eine

71,74

Praferenz fur das linke Kolon . Eine andere Studie konnte hingegen sogar eine

widersprechende Aussage mit einer haufigeren rechtsseitigen Lokalisation des klassischen

69

Adenokarzinoms treffen *°. Die jeweiligen Praferenzen eines KRK Subtyps fur einen

bestimmten Kolonabschnitt konnten in weiterfihrenden Studien Hinweise auf eine
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seitenspezifische Variation innerhalb der gastrointestinalen Flora, der intraluminalen
Nahrstoffversorgung und der Zusammensetzung dieser liefern %2,
Ubereinstimmend mit anderen Studien konnten wir des Weiteren bestatigen, dass bestimmte

48,74

KRK Subtypen wie das siegelringzellige , das neuroendokrine 2*

als auch das
mikropapillare ** Adenokarzinom gehauft in fortgeschrittenen pTNM und UICC-Stadien
gefunden werden *. Das adenom-artige Adenokarzinom zeigte sich bei uns vor allem in den
UICC-Stadien | und Il , was auch durch Gonzalez et al. festgestellt worden ist, wobei das
adenom-artige Adenokarzinom zwar haufig in den pT-Stadien Il und IV zu finden war, aber
nur in 20% eine nodale Metastasierung aufwies und somit niedrigen UICC-Stadien zugeordnet
werden konnte *°. Hingegen konnten medullére und muzinése Adenokarzinome bei uns trotz
haufig fortgeschrittenen pT-Stadien keine erhdhte Neigung zur nodalen Metastasierung zeigen
*. Ahnliche Ergebnisse zeigte beispielsweise die Studie von Thirunavukarasu et al., wobei hier
noch zusatzlich postuliert worden ist, dass tendenziell mehr Manner medullare
Adenokarzinome in den UICC-Stadien Ill und IV aufweisen 485270,

Einen weiteren klinisch-pathologischen Parameter, den wir innerhalb der KRK Subtypen
untersucht haben, war der Mikrosatellitenstatus. Die Mikrosatelliteninstabilitat,
beziehungsweise die zugrunde liegende Mismatch-Reperaturgen-Defizienz, gilt, gestitzt

durch eine Vielzahl an Literatur '3637°

, als ein prognostisch gunstiger Faktor im Vergleich zu
mikrosatellitenstabilen Karzinomen und als wegweisender Biomarker zur Vorhersage des
Therapieerfolgs einer checkpointgerichteten Immuntherapie, wobei das Indikationsspektrum
insbesondere fortgeschrittene KRK, Karzinome des Magens und des Endometriums betrifft ’°.
Hierbei konnten wir Ubereinstimmend mit anderen Studien gerade bei prognostisch guinstigen
KRK Subtypen wie dem medullaren sowie bei dem adenom-artigen Adenokarzinomen nahezu
immer eine Mikrosatelliteninstabilitdt und im Gegensatz dazu in den meisten Fallen der
prognostisch unglnstigen mikropapillaren Adenokarzinome eine Mikrosatellitenstabilitat
nachweisen *7%77.

In unserer Studie zeigte sich aulerdem eine prognostische Relevanz der KRK Subtypisierung
bezogen auf alle drei gepriiften Uberlebensparameter und identifizierte KRK Subtypen mit
einem gunstigen Verlauf wie das adenom-artige oder auch das medullare Adenokarzinom
sowie unginstige KRK-Varianten wie zum Beispiel das mikropapillare oder auch das
siegelringzellige Adenokarzinom. Selbst in klinisch-pathologischen Subgruppen wie den
UICC-Stadien oder dem bereits erwahnten MSS/MSI-Status konnte eine Subtypisierung der
KRK eine prognostische Unterteilung liefern. * Hyngstrom et al. priften in ihrer Studie die
klinischen Merkmale und die Uberlebensparameter von Patienten mit einem siegelringzelligen
und einem muzindésen Adenokarzinom und fanden Ubereinstimmend mit unserer Studie

heraus, dass die beiden KRK Subtypen viele klinisch-pathologischen Gemeinsamkeiten,
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einschliel3lich eines jingeren Alters bei der Prasentation und einer haufigeren proximalen
Lokalisation im Kolon aufweisen, aber wahrend das siegelringzellige Adenokarzinom
insgesamt eine schlechtere Uberlebensprognose zeigte, konnte beim muzindsen
Adenokarzinom diesbeziiglich wie auch in unserer Studie keine signifikante Tendenz gefunden
werden *. Jedoch konnten Hyngstrom und seine Kollegen bei einer weiteren Unterteilung der
muzindésen Adenokarzinome anhand der Lokalisation eine ungunstigere Prognose des

muzindsen KRK Subtyps bei einem Auftreten im rektalen Abschnitt feststellen.*®

Als zweiten Schritt untersuchten wir in unserer Studie den histomorphologischen Parameter
WHO Grading, wobei wir 68% der KRK von 1004 KRK gemaf der neuen WHO-Klassifikation
der low-grade Kategorie zuordnen konnten und 32% der KRK der high-grade Gruppe *. Die
Verteilung in unserer Studie zeigt einen deutlich héheren Anteil an high-grade Karzinomen
innerhalb der Kohorte im Vergleich zu anderen Studien wie zum Beispiel von Zlobec et al. %°.
Insgesamt fiel in unserer Kohorte ein hoher Prozentsatz der Falle in die WHO-high-grade-
Kategorie, vor allem wenn man diese Beobachtung nicht nur mit anderen Studien vergleicht,
sondern auch mit dem wahrgenommenen geringeren Prozentsatz an high-grade-Fallen bei
der taglichen diagnostischen Arbeit eines Pathologen. Dies ist wahrscheinlich auf die Tatsache
zurtckzufiuhren, dass wir das WHO Grading einheitlich auf alle Subtypen angewandt haben,
einschliellich der Subtypen wie zum Beispiel dem medullaren Adenokarzinom, die
normalerweise nicht eingestuft werden, aber bei der Anwendung des WHO-Grades fast immer
hochgradig sind. Dartber hinaus hat unsere Kohorte einen hohen Anteil an KRK im
fortgeschrittenen Stadium, bei dem Karzinome mit hohem WHO Grading ebenfalls
Uberreprasentiert sein durften. Diese starke Assoziation des WHO Gradings zu den pTNM-
Stadien in unserer Studie und den daraus kumulativ abgeleiteten UICC-Stadien konnte in
anderen Forschungsarbeiten widergespiegelt werden. Ubereinstimmend konnten wir des
Weiteren auch einen Zusammenhang zwischen MSI-Karzinomen und high-grade Karzinomen
postulieren, wobei wir in Gegensatz zu Zlobec et al. keine eindeutige Assoziation zur
lymphatischen und perineuralen Invasion bei high-grade Karzinomen in unserer Studie finden
konnten, 42078

In anschlieBenden univariaten Uberlebensanalysen zeigte sich das WHO Grading bei uns nur
eingeschrankt auf bestimmte Subgruppen als prognostisch relevant, wahrend beispielsweise
keine prognostische Demarkation innerhalb von MSI-Karzinomen (OS: p=.0.09, DSS: p=0.11,
DFS: 0.14) oder Karzinomen in friihen UICC-Stadien (DSS UICC |: p=0.95, UICC II: p=0.65)
mdglich war *. Zlobec et al. fanden in ihrer Studie tiberdies keinen Zusammenhang zwischen
dem WHO Grading und dem Gesamt- bzw. krankheitsfreien Uberleben ?°, was bei unserer

Studie hingegen eine starke Korrelation (OD/DFS jeweils p<0.001) aufwies *. Kraemer et al. ®
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postulierten ahnlich zu Zlobec et al. ?°, dass das WHO Grading zwar bei Kolonkarzinomen
keine prognostische Aussagekraft habe, aber bei rektalen Karzinomen hingegen mit einer
héheren Rezidivrate vergesellschaftet sei und somit bei der Analyse der histomorphologischen

Parameter eines Rektumkarzinoms von hoher Bedeutung ist.

Um die dritte Frage zu beantworten, untersuchten wir das Tumor Budding, wobei wir 54% der
1004 KRK der Bd1-Subgruppe, 26% der KRK der Bd2-Subgruppe und 20% der KRK der Bd3-
Subgruppe zuordnen konnten *. Wir verwendeten bei der Erhebung des Tumor Buddings
innerhalb unserer Studie die Kriterien von der Internationalen Tumor Budding Konferenz aus
dem Jahre 2016 *. Hierbei kamen wir bei der Verteilung des Tumor Buddings im Vergleich zu
der Studie von Zlobec et al., die diese Kriterien auch auf eine dhnlich gro3e Kohorte mit 771
Patienten verwendet haben, auf einen héheren Anteil an KRK mit Bd1 und einen kleineren
Anteil an KRK der Bd3-Subgruppe *?°. Vor der Einfiihrung der Kriterien fiir das Tumor Budding
durch die Internationale Tumor Budding Konferenz haben Studien, die sich mit dem Tumor
Budding beschéftigt haben, unterschiedliche anderweitige Kriterien zur Unterteilung des
Tumor Buddings festgelegt, aber auch hier zeigte sich in einigen Studien ein groRRerer Anteil
an KRK mit héherem Tumor Budding in der Gesamtkohorte ®*#°. Einen &hnlichen niedrigen
Anteil von 20% an der Bd3-Subgruppe konnte hingegen die Studie von Lee et al. liefern, wobei
hier wichtig zu erwahnen ist, dass nur KRK im UICC-Stadium Il untersucht worden sind 8'. Der
etwas hohere Anteil der KRK an der Bd1-Subgruppe innerhalb unserer Studie ist
wahrscheinlich darauf zurlickzufihren, dass wir einen leicht gréReren Anteil an klassischen
Adenokarzinomen NOS im Vergleich zu anderen Studien aufweisen und diese in den meisten
Fallen ein niedrigeres UICC-Stadium und auch weniger haufig ein hdheres Tumor Budding
besitzen.

Als weiterer Punkt konnte der dreistufige Algorithmus in unsere Studie deckend mit
anderweitigen vergleichbaren Studien 2°%°8' fiir den Parameter Tumor Budding eine hohe
prognostische Relevanz bezogen auf alle drei Uberlebensparameter (OS/DFS/DSS: p<0.001)
liefern und Uberdies seine prognostische Bedeutung in nahezu allen klinisch-pathologischen
Parametern wie dem pTNM- und UICC-Stadien, den KRK Subgruppen einschliel3lich KRK im
Frihstadium beibehalten, sowie innerhalb von KRK mit einer Fernmetastasierung *°°.
Schlussendlich kann das Tumor Budding einen erheblichen Einfluss auf das klinische
Management eines KRKs besitzen, indem zum Beispiel die Einordnung eines KRKs im UICC-
Stadium Il in eine hdhere Tumor Budding Kategorie, fiir eine reduzierte Uberlebenserwartung
sprechen wiirde und darauf aufbauend in diesen Fallen eine postoperative adjuvante Therapie

diskutiert werden kann 2'#",
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Zur Beantwortung der vierten Frage untersuchten wir in unserer Analyse, wie sich die drei
histomorphologischen WHO-Kriterien (KRK Subtypisierung, Tumor Budding und WHO
Grading) gegenseitig beeinflussen. Wir konnten hierbei feststellen, dass eine sehr starke
Assoziation zwischen den drei Parametern (p<0.001) vorliegt, jedoch die Starke als auch die
Art und Weise je nach Kombination unterschiedlich waren. *

Bei einer Analyse des Zusammenhangs der KRK Subtypen und des Tumor Buddings konnten
wir zum Beispiel eine sehr starke Korrelation zwischen den Tumor Budding Stadien und den
histologischen KRK Subtypen finden. Hierbei konnten bei aggressiv klassifizierten KRK
Subtypen wie dem mikropapilldren oder auch dem siegelringzelligen Karzinom eine hohe
Tumor Budding Aktivitat im Vergleich zu weniger aggressiven Adenokarzinomen wie dem
adenom-artigen oder dem medullaren Karzinom festgestellt werden. Eine derartige Analyse
haben wir auch bezogen auf den Zusammenhang der KRK Subtypen mit dem WHO Grading
unternommen, wobei das WHO Grading innerhalb der KRK Subtypen im Gegensatz teilweise
fehlerhafte prognostische Aussagen lieferte. Zum Beispiel zeigte das mit einer glinstigen
Prognose vergesellschaftete medulldre Adenokarzinom Uberwiegend eine Einordnung in die
high-grade Kategorie und das allgemein als aggressiv klassifizierte mikropapillare
Adenokarzinom in mehr als der Hélfte der Falle eine Zuteilung in die low-grade Subgruppe.
Somit haben wir als Schlussfolgerung gezogen, dass die klassische Einteilung der KRK
anhand des WHO Gradings, dass das Ausmal der Drisenbildung als Grundlage fir eine
Klassifikation innehalt und darauf aufbauend eine prognostische Aussage tatigt, wohl nicht der
geeignetste Parameter flir jeden KRK Subtyp ist und schlussendlich auch im klinischen Setting
dem Behandler ein fehlerbehaftetes Bild von der mdglichen Benignitat oder Aggressivitat eines
KRKs suggeriert. *

Als weiteren Schritt unserer Analyse des Zusammenhangs der histomorphologischen Kriterien
untersuchten wir die Assoziation des WHO Gradings und des Tumor Buddings miteinander.
Wir konnten hierbei feststellen, dass innerhalb der low-grade Karzinome ein hoher Anteil mit
niedriger Tumor Budding Aktivitat und in der high-grade Kategorie ein gesteigerter Anteil an
hoher Tumor Budding Aktivitat vorlag. Somit zeigte sich das Tumor Budding in den beiden
WHO Grading Subgruppen stark prognostisch (p<0.001). Das WHO Grading hingegen konnte
keine zusatzliche Unterteilung innerhalb der verschiedenen Tumor Budding Subgruppen
vornehmen.  Die Studie von Zlobec et al.  konnte ein ahnliches Ergebnis postulieren, indem
sie zeigten, dass Bd3 in low-grade Karzinomen selten vorkam wahrend in niedrigen Tumor
Budding Subgruppen nach der alten Einteilung des WHO Gradings ein erhohter Anteil an G2

20

und G3 vorlag Des Weiteren konnte unsere Studie bezogen auf das mittlere
Gesamtiiberleben, das mittlere krankheitsspezifische und das krankheitsfreie Uberleben

zeigen, dass nur das Tumor Budding innerhalb des WHO Gradings eine statistische
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Signifikanz (OS/ DSS/ DFS: p<0.001) aufweist, wahrenddessen umgekehrt dies nur
eingeschrankt moéglich ist. Insgesamt kénnen wir somit die Aussage treffen, dass zwar das
Tumor Budding innerhalb des WHO Gradings aber nicht das WHO Grading innerhalb des
Tumor Buddings eine weitere prognostische Unterteilung téatigen kann. *

Aufgrund dieser Ergebnisse der Studien kdnnte man nun diskutieren, dass das WHO Grading
zur histopathologischen Klassifizierung der KRK nicht uneingeschrankt auf alle Subtypen
angewendet werden kann. Stattdessen ware es eventuell sinnvoller einen gréeren Wert auf
anderweitige Prognoseparameter wie zum Beispiel die KRK Subtypisierung oder auch das
Tumor Budding zu legen. * Besonders mit Hinblick auf die hohe Unstimmigkeit bei der

8 und der

Klassifizierung des WHO Gradings zwischen unterschiedlichen Pathologen
hingegen groRen Einigkeit in der Tumor-Budding-Klassifizierung 3, unterliegt das WHO
Grading insgesamt einer subjektiven Einschatzung und wird haufig im Zusammenhang mit
anderen Faktoren wie zum Beispiel den Stroma-Merkmalen betrachtet. Kontrar kann man
hingegen jedoch argumentieren, dass der WHO Grading und das Tumor Budding als
histologische Merkmale mit Hinweisen auf unterschiedliche biologische Prozesse innerhalb
des Tumors fungieren 2°. Hier wére es interessant in weiterfiihrenden Studien diesen Aspekt

tiefer zu beleuchten.

Die grofRte Limitation, die unsere Studie aufwies, war das retrospektive Design der Studie und
der nicht-interventionelle Ansatz. Ein erkenntnistheoretischer Nachteil in diesem
Zusammenhang ist die unvollstandige sowie uneinheitiche Dokumentation des
Therapieregimes fir einen kleinen Anteil der Patienten unserer Kohorte. Wir gehen jedoch
davon aus, dass die jeweiligen Behandlungen Stadien-adaptiert gemal den jeweils
vorherrschenden deutschen S3-Leitlinien fir KRK erfolgten. Dies stellt jedoch bis zu einem
gewissen Grad nur eine Annahme dar.

Als weitere Limitation ist die Darstellung des jeweiligen Tumors mittels TMA als Ausschnitt der
gesamten Tumormasse zu nennen. Hier ist jedoch essenziell zu erwahnen, dass vor
Anfertigung der TMAs zum Teil sogar bis zu 10 verschiedene Ausschnitte desselben Tumors
unter dem Lichtmikroskop begutachtet worden sind, um jeweils TMA-Cores zu wahlen, die den
Tumor mdoglichst reprasentativ darstellen. Als weitere Kontrolle haben wir als zusatzlichen
Schritt korrespondierende Whole-Tumor-Slides angefertigt und diese mit den dazugehdrigen
TMAs verglichen, wobei in anknlipfenden Untersuchungen zu dieser Studie eine hohe
Ubereinstimmung des Expressionsverhaltens von Biomarkern zwischen TMA und Whole-
Tumor-Slide gezeigt werden konnte. Dies bestatigte die Reprasentativitat der TMAs fur den

Gesamttumor. 383°
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Zudem ist noch zu nennen, dass der statistische Vergleich zwischen gréferen und kleineren
Untersuchungsgruppen, wie beispielsweise bei MSS- und MSI-KRK, eine sorgfaltige
Berlcksichtigung erforderte. Die Wahl geeigneter statistischer Verfahren wie zum Beispiel den
Exakten Test nach Fisher fir die Ermittlung der p-Werte bei kleinen Stichprobengrofien, die
Beachtung der Effektistarke sowie die kritische Reflexion der Reprasentativitdt und
Generalisierbarkeit zwischen den Gruppen sind entscheidend fir die fundierte Interpretation

und Diskussion der Ergebnisse.

Zusammenfassend ergab unsere Analyse der klinischen Bedeutung der histomorphologischen
Faktoren (KRK Subtypisierung, Tumor Budding und WHO Grading) gemafl der WHO-
Klassifikation 2019, dass alle drei Parameter klinisch relevant sind und in chirurgisch-
pathologischen Reports eine Verwendung finden sollten. Primar sehen wir die Einteilung der
KRK anhand der histomorphologischen Subtypen von zentraler Wichtigkeit, da die Subtypen
in ihrer Aggressivitat und ihrem klinischen Verlauf zum Teil groRe Unterschiede untereinander
aufweisen. * Das Tumor Budding als neuer histomorphologischer Parameter, gemaR den
internationalen Konsensus-Leitlinien *°, liefert zusatzliche signifikante prognostische
Informationen und kann in nahezu allen KRK Subtypen, einschlieBlich KRK im Friuhstadium
und MSS/MSI-Karzinomen, zu einer weiteren Unterteilung bezlglich der Aggressivitat eines
KRKs beitragen. Das WHO Grading ist zwar in der Tumordiagnostik ein etablierter
histomorphologischer Parameter, aber zeigte sich insgesamt im Vergleich zum Tumor Budding
und der KRK Subtypisierung als weniger aussagekraftig, sodass ein Beibehalten des WHO
Gradings in zukunftigen, auf Morphologie basierten Klassifikationen des KRK hinterfragt
werden sollte. * Hierbei muss man dennoch beriicksichtigen, dass das WHO Grading als auch
das Tumor Budding womdglich auf unterschiedliche biologische Prozesse innerhalb des
Tumors hinweisen und hier noch weitere Forschungsarbeit notwendig ist, um detaillierte

Aussagen bezliglich der jeweiligen Prognosekraft treffen zu kénnen 2.

Um die Zusammenhange zwischen KRK Subtypen, Tumor Budding, WHO Grading und der
Wirksamkeit auf bereits etablierten und zuklnftigen Therapieschemata tiefergehender zu
verstehen, sind weitere Studien erforderlich. Hierbei ist zu erwahnen, dass die Ergebnisse
unserer Studie bereits aufgegriffen und nicht nur von Studien mit einem Schwerpunkt auf KRK
zitiert worden sind, sondern auch bei anderen Organsystemen Erwahnung fanden 3%,
Schlussendlich empfehlen wir nachdriicklich alle drei Parameter im Rahmen von klinischen
Studien zum kolorektalen Karzinom zu erfassen. Diese Informationen kdnnen in Zukunft als
Grundlage dazu dienen, Patienten fiir die Entwicklung neuer klinischer Studien auszuwahlen

und Behandlungsstrategien zur Verbesserung der Uberlebensdaten zu erforschen.
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