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2. Zusammenfassung der Arbeit

Der intestinale Transkriptionsfaktor SATB2 (Special AT-rich Sequence-binding Protein 2) wird
in der Klinisch-pathologischen Tumordiagnostik zunehmend als komplementarer Marker zum
Standardmarker CDX2 (Caudal-related Homeobox Transcription Factor 2) zur Sicherung einer
kolorektalen Differenzierung eingesetzt, da beide in hoher Frequenz in Kolorektalen
Karzinomen (KRK) exprimiert werden. Neben Ihrem Einsatz in der histologischen
Differentialdiagnostik, wird einem Expressionsverlust beider Transkriptionsfaktoren
zunehmend auch eine prognostische Relevanz zugesprochen.

Diese Dissertationsschrift untersuchte in einer klinisch-pathologisch umfassend
charakterisierten Kohorte von 1039 KRK vergleichend die Expression von SATB2 und CDX2.
Hierbei wollten wir herausarbeiten, welcher der beiden Transkriptionsfaktoren im KRK haufiger
einen Expressionsverlust zeigt und zudem nachvollziehen, ob wir die Expressionsfrequenz
von CDX2/ SATB2 mit weiteren klinisch-pathologischen Parametern — z.B. dem Tumorstadium
oder spezifischen Karzinomsubtypen — assoziieren kdnnen. Des Weiteren untersuchten wir
die Bedeutung von CDX2 und SATB2 als prognostische Biomarker. Dies ebenso nicht nur im
direkten Vergleich der beiden Transkriptionsfaktoren untereinander, sondern auch in Relation
zu den bereits etablierten konventionell-histologischen Prognoseparametern (KRK-Subtyp,
Grading, Tumour Budding), die in der aktuellen WHO-Klassifikation der Tumoren des
Verdauungstrakts (5. Auflage) definiert werden.

Entgegen unseren Erwartungen war ein Verlust von SATB2 deutlich haufiger als ein Verlust
von CDX2 zu beobachten (SATB2nesatvischwach: 59 204 vs, CDX2nevatvischwach: 10 204), wodurch
SATB2 hinsichtlich der diagnostischen Sensitivitdt zur Sicherung einer kolorektalen
Differenzierung hinter CDX2 zurtckblieb.

Aus prognostischer Sicht stellte sich SATB2 in der Analyse der Gesamtkohorte gegenuber
CDX2 als deutlich tberlegener Biomarker heraus, wobei Patienten mit einem SATB2-Verlust
einen deutlich schlechteren Verlauf in univariaten Analysen aufwiesen (z.B. SATB2: DSS:
p<0.001 vs. CDX2: DSS: p=0.006). Im Vergleich zu den konventionellen histologischen
Parametern war jedoch auch SATB2 diesen in seiner prognostischen Demarkationsfahigkeit
in der Gesamtkohorte unterlegen. Dies bestétigte sich auch in weitergehenden multivariaten
Analysen der Gesamtkohorte unter Einbeziehung des Tumorstadiums und der zentralen
WHO-Kriterien, in denen die etablierten Parameter hochgradig prognostisch blieben, aber
weder SATB2 noch CDX2 ihre prognostische Relevanz beibehalten konnten. Allerdings
konnten wir in weitergehenden Subgruppenanalysen aufzeigen, dass ein Verlust von SATB2
biologisch besonders aggressive Karzinome in morphologischen Hoch-Risiko-Subgruppen

kennzeichnete und in diesen auch in multivariaten Analysen prognostisch relevant blieb. Somit
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ist ein SATB2-Verlust in der Lage prognostische Subpopulationen zu identifizieren, die durch
die gangigen Parameter nicht erfasst werden. CDX2 wies hingegen in keiner dieser

Subgruppenanalysen eine prognostische Relevanz auf.

Zusammenfassend zeigt unsere vergleichende Analyse, dass sowohl CDX2 als auch SATB2
eine wichtige Rolle in der histopathologischen Diagnostik einnehmen. SATB2 ist als der
wesentlich starkere pradiktiv-prognostische Marker anzusehen, der insbesondere in Hoch-
Risiko-Karzinomen eine nochmals optimierte prognostische Stratifizierung gewahrleistet.
Kontrastierend dazu ist CDX2 als wesentlich sensitiverer Transkriptionsfaktor zur Sicherung
einer kolorektalen Differenzierung einzustufen, dem hingegen in der Prognoseabschatzung
eine deutlich geringere Bedeutung zukommt. Da beide Parameter sehr gut erganzende
Starken aufweisen und ein kompletter Ausfall beider Marker nur in einem Bruchteil der KRK
auftritt, weist unsere Analyse auf eine kombinierte Anwendung beider Transkriptionsfaktoren
als vielversprechendsten Ansatz hin. Ausblickend missen weitere Studien folgen, um KRK-
Subgruppen, die mit einem prognostisch ungiinstigen SATB2-Verlust einhergehen, weiter
bezuglich ihrer molekularen Grundlagen zu charakterisieren und um potentielle therapeutische

Angriffspunkte ableiten zu kénnen.
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3. Einleitung

Das Kolorektale Karzinom (KRK) ist eine der haufigsten Tumoridentitaten weltweit, mit nach
wie vor betréchtlicher tumorspezifischer Mortalitat [3, 4]. Bei malignomsuspekten Lasionen im
Kolon und Rektum stellt dabei i.d.R. pratherapeutisch neben Koloskopie und bildgebenden
Verfahren die histopathologische Diagnostik den Ausgangspunkt aller weiteren
diagnostischen und therapeutischen Uberlegungen dar, welche nach Resektion des Tumors
vor allem vom post-operativen Tumorstadium nach UICC und der finalen Tumorklassifizierung
komplementiert wird [5, 6]. Aus Sicht des Pathologen stellt der Begriff KRK einen Oberbegriff
fur eine heterogene Gruppe maligner epithelialer Tumore der Dickdarmschleimhaut dar, deren
Uberwiegenden Teil die Adenokarzinome mit ihren zahlreichen Subtypen bilden [7, 8]. Diese
unterscheiden sich wiederum nicht nur hinsichtlich ihrer Morphologie, sondern auch in ihren
(molekular)biologischen Charakteristika ebenso wie in teils gravierender Weise bezuglich ihrer
klinischen Prognose [9-11]. Daher wurden in den letzten Jahren neben dem Ausbau von
Screeningprogrammen auch massive Bestrebungen unternommen, das KRK genauer
hinsichtlich seiner histomorphologischen und molekularpathologischen Eigenschaften immer
praziser zu charakterisieren. Hierbei wird vor allem nach Biomarkern gesucht, welche
prognostische Aussagen erlauben, eine genauere Tumoreinordung gewahrleisten oder
Angriffspunkte flir weitere Therapieoptionen darstellen konnten [7, 12]. Neben
molekularpathologischen Untersuchungen kommen dabei auch vielfach

immunhistochemische Untersuchungen zum Einsatz [13].

Vor diesem Hintergrund ist fir das KRK der intestinale Transkriptionsfaktor CDX2 (Caudal-
related Homeobox Transcription Factor 2) als sensitiver Marker einer intestinalen
Differenzierung in den Fokus gertckt, dem auch in hochrangigen Publikationen - u.a. im New
England Journal of Medicine - eine hohe prognostische Relevanz zugesprochen wurde [13-
16]. Komplementadr dazu hat in den letzten Jahren auch der intestinale/osteogene
Transkriptionsfaktor SATB2 (Special AT-rich Sequence-binding Protein 2) Einzug in die KRK-
Diagnostik erhalten, fir den eine besonders hohe Spezifitat postuliert wurde [13, 17-19].

In dieser Dissertation haben wir in einer vergleichenden Analyse die Expression der
intestinalen Transkriptionsfaktoren CDX2 und SATB2 in einer grof3en Kohorte von 1039
Kolorektalen Karzinomen untersucht. Wir betrachteten nicht nur den Zusammenhang der
Expression von CDX2 und SATB2 miteinander, sondern auch mdogliche Korrelationen des
Expressionsverhaltens mit den zentralen histomorphologischen Parametern der WHO-
Klassifikation des Kolorektalen Karzinoms (Histologischer Subtyp, Tumour Budding, Grading),

molekularpathologischen Charakteristika, dem Tumorstadium sowie dem Klinischen Verlauf.
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Mit unseren Analysen wollten wir insgesamt funf zentrale Fragestellungen beantworten:
Welcher der beiden Transkriptionsfaktoren ist insgesamt haufiger in Kolorektalen Karzinomen
exprimiert (1) und welche spezifischen histopathologischen Charakteristika weisen Karzinome
auf, die eine verminderte oder fehlende Expression entweder von CDX2 oder SATB2
aufweisen (2)? Zudem wollten wir herausfinden, wie sich die prognostische Relevanz eines
Expressionsverlusts von CDX2 und SATB2 darstellt (3) und wie diese im Vergleich mit den
zentralen histologischen WHO-Kriterien des Kolorektalen Karzinoms einzuordnen ist (4). Im
letzten Schritt unserer Analysen wollten wir abschliel3end herausarbeiten, ob durch einen der
beiden Marker distinkte Prognosegruppen herausgearbeitet werden konnen, die durch
konventionelle Prognosefaktoren, wie die WHO-Kriterien oder das Tumorstadium, nicht
identifiziert werden (5).
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2.1 Das Kolorektale Karzinom

2.1.1 Epidemiologie

Mit weltweit geschatzt 1,9 Millionen neu diagnostizierten Fallen und Gber 900 000 Todesfallen
stellte das Kolorektale Karzinom (KRK) im Jahr 2020 geschlechtsibergreifend den
dritth&ufigsten malignen Tumor und die zweithdufigste Krebs-assoziierte Todesursache dar [3]
(siehe Abbildung 1). Daraus leitete die ,International Agency for Research on Cancer” (IARC)
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine weltweite Inzidenz von 19,5 bzw. eine Mortalitat
von 9,0 pro 100000 Einwohner ab. Dabei zeigen sich neben teils deutlichen geographischen
Verteilungsunterschieden und einer Abhangigkeit von der wirtschaftlichen und soziokulturellen
Entwicklung eines Landes [3, 20-24] auch hinsichtlich des Geschlechts erkennbare
Unterschiede. Obwohl das Lebenszeitrisiko fur beide Geschlechter anndhernd vergleichbar
ist, liegt die Inzidenzrate bei Mannern um bis zu 31% hoher als bei Frauen [25, 26].
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50
o 45
&
o 40
'_
=% 35
o2
5 (@) 30
=
£z 25
gt: (W] —
a8 20
z 8
= 9 15
o
] 10
’_
)

0

> e Q& N Q < N N <&
R e &% X Q Q Q Q K¢ RS
< X2 Q xQ X <) >0 X N
Q & O o@g_ 3 \+\> g N2 Q{jo O @g\
‘k‘O\ Q@k (,O«Q (,J(z

Abbildung 1: Geschétzte altersstandardisierte Krebs-Inzidenz- und -Mortalitatsrate im Jahr 2020, weltweit,
geschlechtsunspezifisch tber allen Altersgruppen (modifiziert nach [4]).

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate des KRK hangt stark von der Tumorausdehnung zum
Diagnosezeitpunkt ab und variiert zwischen ca. 90% fur lokal begrenzte und ca. 14% fur
ausgedehnte Erkrankungsstadien [26]. In Deutschland lag die relative 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit gemittelt tber alle UICC-Stadien im Jahr 2018 bei ca. 65%
(Frauen) bzw. 63% (Méanner) [27]. Obwohl das KRK eher als eine Krebserkrankung des
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betagteren Menschen gilt mit einer maximalen altersspezifischen Inzidenz in der Altersgruppe
Uber 85 [26] und einem mittleren Erkrankungsalter in Deutschland von 72 Jahren (Manner)
bzw. 75 Jahren (Frauen) [27], zeigt sich seit Jahren eine zunehmende Entwicklung hin zu
jungeren Patienten [28]. Zwar ist die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines KRK im
jungeren Alterskollektiv gegeniber der alteren Vergleichsgruppe immer noch verhaltnismaiig
gering (8,5 pro 100000 vs. 159,6 pro 100000; Jahr 2018), so hat sich dennoch im Zeitraum
von 2000 bis 2018 die Inzidenzrate beispielsweise in den USA in der Altersgruppe unter 50
Jahren um 30,6% gesteigert [29]. Hierbei zu beachten ist, dass sich die Altersgruppen
hinsichtlich Symptomatik, Atiologie, Risikofaktoren und Krankheitsverlauf unterscheiden [30,
31].

Auch hinsichtlich der Inzidenz in den einzelnen Kolonabschnitten bzw. im Rektum zeigen sich
erhebliche Unterschiede. Mit Abstand am haufigsten ist das KRK im Kolon sigmoideum und
Rektum lokalisiert, wohingegen Karzinome im Kolon descendens und transversum
vergleichsweise selten auftreten [32].

Jedoch unterliegt die Verteilung einem Wandel mit Abnahme der linksseitigen und Zunahme
der rechtsseitigen KRKs, was wahrscheinlich in der forcierteren praventiven Versorgung und
der Zunahme rechtsseitiger Karzinome mit steigendem Lebensalter bei demographischer
Alterung begrindet liegt [7, 32, 33]. Abbildung 2 stellt das Verteilungsmuster Kolorektaler
Karzinome in einer von Jesinghaus et al. kirzlich durchgefiihrten und mehr als tausend

Karzinome umfassenden Studie dar.
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Abbildung 2: Verteilung der Karzinome in Kolon und Rektum: Die Verteilung auf linksseitiges und rechtsseitiges
Kolon ist bei einer Gesamtzahl von n = 1004 nahezu ausgewogen (modifiziert nach [11]).
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2.1.2 Klinisches Bild, Diagnostik und Screening

In den allermeisten Fallen verlaufen Kolorektale Karzinome initial klinisch inapparent und
werden erst in einem fortgeschrittenen Stadium auffallig, womit es keine verlasslichen
Frihsymptome gibt [34]. Unspezifische Allgemeinsymptome und B-Symptomatik kénnen erste
Hinweise auf ein KRK sein. Zu den klassischen Symptomen werden rektale Blutungsabgéange
und Anderungen der Stuhlgewohnheiten gezahlt. Eisenmangelanamie, Flatulenzen und
Tenesmen werden ebenfalls beschrieben. Als Zeichen einer bereits fortgeschrittenen
Tumorerkrankung koénnen sich abdominelle Schmerzen, rektal/abdominell tastbare
Raumforderungen oder Komplikationen mit lleussymptomatik, Perforation und Fistelbildungen
zu benachbarten Organen einstellen. Das Auftreten und die Charakteristika der Symptome
hangen dabei auch im Wesentlichen von der Lokalisation des Tumors ab [32, 35, 36].

Einzelne Symptome eines KRK sind letztlich unspezifisch, steigern jedoch in Kombination und
unter Beriicksichtigung weiterer Risikofaktoren (beispielsweise mannliches Geschlecht und

Alter) den Positiven Pradiktiven Vorhersagewert [37].

Bei der diagnostischen Abklarung kommen neben einer explorativen Anamnese, bei der v.a.
individuelle Risikofaktoren und familidre Erkrankungen erfragt werden sollten, der digital-
rektalen Untersuchung und der kompletten hohen Koloskopie eine entscheidende Rolle zu.
Letztere besitzt nicht nur die hochste Sensitivitat und Spezifitdt als Suchtest, sondern
ermdglicht auch eine Probengewinnung zur histolopathologischen Diagnosesicherung und die
Mdglichkeit zur Abtragung adenomatoéser Vorlauferlasionen. [5]

Nach histopathologischer Diagnosesicherung schlie3t sich in der Regel eine Reihe
verschiedener bildgebender Verfahren zur Ausbreitungsdiagnostik an, da diese von
besonderer Bedeutung bezuglich Prognose und Therapieplanung ist [38]. Der Nachweis von
Tumormarkern, wie CEA, spielt in der Verlaufkontrolle und bei der prognostischen
Abschatzung eine Rolle und kann Hinweise auf Tumorresiduen/-rezidive geben, zeigt jedoch

insgesamt eine geringe Sensitivitat und Spezifitat [39-42].

2.1.3 Atiologie des Kolorektalen Karzinoms

Der Grof3teil der KRK entsteht sporadisch, fir bis zu 5-10% der Patienten werden genetisch
definierte hereditdre Syndrome als pathogenetisch ursachlich betrachtet. Eine anamnestisch
eruierbare familidre Haufung ohne definierbare Keimbahnalteration wird fur bis zu 30% aller
Patienten beschrieben [43-46]. Zu den modifizierbaren Risikofaktoren des KRK zahlen allen
voran Lifestyle-Faktoren, die mit zunehmendem HDI an Bedeutung gewinnen [25]. Unter
diesen spielen neben bestimmten Erndhrungsweisen, die mit einer gesteigerten Aufnahme
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von prozessiertem und rotem Fleisch, von Alkohol und von hochkalorischer Nahrung bei
geringerer Zufuhr von beispielsweise Gemise, Fisch, Vollkorn-, und Milchprodukten
einhergehen, auch der Konsum von Tabakprodukten eine Rolle [43, 47-53]. In diesem
Zusammenhang ist insbesondere auch das Metabolische Syndrom mit seinen Komponenten
hervorzuheben, bei dem nicht nur die Erndhrungsweise, sondern auch zahlreiche
Stoffwechselvorgénge und endokrine Prozesse eine kanzerogene Wirkung haben [43, 54, 55].
Bei Krebserkrankungen generell konnte in zahlreichen Studien als protektiver Faktor korperlich
Aktivitat bestatigt werden [56-59]. Zu den wichtigsten nicht-modifizierbaren Risikofaktoren
gehoren neben Alter und mannlichem Geschlecht zudem eine positive Familienanamnese,
interessanterweise unabhangig davon ob ein genetisch definierter Hintergrund bekannt ist
[60][44, 45, 53, 61, 62]. Zunehmend riickt auch die Frage nach dem Einfluss des intestinalen
Mikrobioms auf die Karzinogenese in den Vordergrund. So konnte gezeigt werden, dass die
Zusammensetzung des Mikrobioms variiert und wu.a. Uber proinflammatorische und
immunsupprimierende Mechanismen, epigenetische Einfliisse sowie durch Metabolite auf das
Dickdarmepithel einwirkt und somit an der Karzinogenese beteiligt sein kénnte [43, 63-66].
Darlber hinaus ist bekannt, dass zahlreiche primar nicht-neoplastische Erkrankungen mit
einem erhdhten KRK-Risiko einhergehen [7]. Darunter fallen in erster Linie chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen, die aufgrund der anhaltenden Entziindungsreaktion in
Kombination mit weiteren Faktoren ein prokarzinogenes und mutationsférderndes Milieu
bieten [67-74].

2.1.4 Pathogenese der Kolorektalen Karzinome

Wie die allermeisten malignen epithelialen Tumoren, ist das KRK eine durch mehrschrittige
genetische Veranderungen bedingte Tumorerkrankung. Initiale Mutationen klassischer
genetischer Treiber (APC, BRAF) fuihren hier zun&chst zur Ausbildung von adenomatésen
Vorlauferlasionen mit zunachst geringgradigen zytologischen und strukturellen Abnormalitaten
(klassische Adenome / serratierte Lasionen/Adenome). Bei Hinzukommen weiterer
genetischer Alterationen (z.B. KRAS, TP 53) findet man korrespondierend histologisch eine
progrediente intraepitheliale Neoplasie (high-grade) in den Vorlauferlasionen, welche folglich
ein hohes Risiko einer Progression zum invasiven KRK aufweisen [75-77].

Basierend auf dem genetischen Profil der KRK kdnnen grundsatzlich drei wesentliche
Karzinogenesewege bei den sporadischen KRK unterschieden werden:

Der héaufigste sog. ,konventionelle Karzinogeneseweg® ist mit einem hohen Mal3 an
chromosomaler Instabilitdt (CIN) verbunden und zeigt typischerweise eine Akkumulation

klassischer Genalterationen wéhrend der Progression von Adenom zu Karzinom. Am Beginn
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dieses Prozesses steht typischerweise die Inaktivierung des APC-Tumorsuppressorgens,
welches Uber die Wnt-Signalkaskade als sog. ,gatekeeper“Gen an der Regulation von
Zellproliferation, Zellzyklus und Apoptose beteiligt ist sowie bei der Chromosomensegregation
die Chromosomenstabilitat gewahrleistet [32, 78, 79]. Im weiteren Verlauf sind dann neben
APC klassischerweise auch die Suppressorgene TP53, SMAD4, FBXW?7, TCF7L2 und
PIK3CA, die Onkogene KRAS und NRAS sowie progredient in geringerem prozentualem
Ausmal weitere Gene affektiert [7, 80].

Daneben gibt es den Mikrosatelliteninstabilen-Karzinogeneseweg, der entweder durch
Keimbahnmutationen (vgl. Lynch-Syndrom), durch somatische Mutationen oder durch
(epigenetische) Hypermethylierung der MMR-Gene hervorgerufen wird und als ,hypermutiert*
bezeichnet wird [62, 81]. Durch den Funktionsverlust der MMR-Proteine kdnnen fehlgepaarte
Basen und Insertions-/Deletionsschleifen wahrend der DNA-Replikation nicht mehr erkannt
und durch fehlerfreie neusynthetisierte DNA-Abschnitte ersetzt werden. Eine Akkumulation
von Mutationen ist die Folge und Tumorsuppressorgene oder Onkogene werden in ihrer
Funktion beeinflusst [82]. Da in kurzen repetitiven Nukleotid-Sequenzen, den sog. Short
Tandem Repeats (STR) oder auch Mikrosatelliten genannt, die
Fehlpaarungswahrscheinlichkeit besonders hoch ist, kommt es hier zum Phéanotyp der
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) [81]. Zu den relevanten MMR-Proteinen werden MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 (sowie seltener MLH3, MSH3 und Exol) gezahlt [82]. Vergleichsweise neu bei
diesem Karzinogeneseweg ist die Erkenntnis, dass auch epigenetische Modifikationen
Einfluss auf die Genexpression haben kdnnen und sich im CpG-Insel-Methylator-Phénotyp
(CIMP) widerspiegeln [83]. Von dieser Hypermethylierung ist in besonderem Ausmald die
Promotorregion von MLH1 betroffen und reprasentiert sich in einem MLH1/PMS2-Ausfall [84-
86]. Karzinome der hypermethylierten Gruppe bzw. CIMP-Gruppe sind mit dem
phanotypischen Erscheinungsbild des serratierten Karzinogenesewegs assoziiert und gehen
haufig mit BRAF V600E-Mutationen einher [32, 78, 87].

Von der Pathogenese der ,hypermutierten Karzinome* ist als dritter Karzinogeneseweg die
Gruppe der ,ultramutierten Karzinome* mit Gber 40 Mutationen pro Megabasen abzugrenzen,
die durch eine inaktivierende Mutation im Gen der DNA-Korrekturlese-Untereinheiten
Polymerase E (POLE) oder seltener D1 (POLD1) des DNA-Replikations-Enzymkomplexes
verursacht werden [78].

L~Hypermutierte® und ,ultramutierte Karzinome*“ weisen ein anderes Gen-Alterationsprofil auf
als CIN-Karzinome und sind tberproportional haufig in den Genen ACVR2A, APC, TGFBR2,
BRAF, MSH3, MSH6, SLC9A9 und TCF7L2 mutiert [80].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der stufenweisen Karzinogenese Kolorektaler Karzinome gemaf der
Adenom-Karzinom-Sequenz unter Berlicksichtigung weiterer alternativer Karzinogenesewege (modifiziert nach

[62, 75, 78, 80, 83]).

Abzugrenzen von der Pathogenese klassischer KRK ist zudem auch der Karzinogeneseweg
im Zusammenhang mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen. Hier sind die klassischen
Treibermutationen der Initiationsphase sporadischer KRKs (APC, KRAS, BRAF) erst in
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fortgeschrittenen Neoplasien nachweisbar und es stehen schon initial TP53-Alterationen im
Vordergrund [88-90].

Ganz entscheidend ist zudem noch die Abgrenzung von den KRK, die im Rahmen hereditarer
Syndrome auftreten. Die beiden haufigsten Vertreter dieser Gruppe stellen dabei das Lynch-
Syndrom sowie die familidre adenomatdse Polyposis coli dar, die jedoch insgesamt mit ca.
4,5% bzw. 1% vergleichsweise nur einen geringen Anteil aller KRK ausmachen [91, 92].
Erstere ist eine autosomal-dominant vererbte, mono-allele Mutationserkrankung der DNA-
Mismatch-Reparatur-Gene, die mit einem erhéhten Risiko fir die Entwicklung eines KRKs
einhergeht [61, 93, 94]. In absteigender Reihenfolge der Inzidenz sind vor allem die MMR-
Gene MSH2 und seltener MLH1, MSH6, PMS2 sowie vereinzelte benachbarte Genabschnitte
(z.B. EPCAM, LRRFIP2) betroffen [94-97].

Die familidre adenomatdse Polyposis coli ist ebenfalls ein autosomal-dominantes Syndrom,
welchem eine Keimbahnmutation im Adenomatosis-Polyposis-coli-Tumorsuppressorgen
(APC) zugrunde liegt und charakteristischerweise mit bis zu tber 100 adenomatésen Polypen
im Kolorektum und anderen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts einhergeht. Diese
entwickeln sich im Laufe der Zeit im Sinne der Adenom-Karzinom-Sequenz analog
sporadischer KRK mit einer nahezu 100%igen Penetranz bis zur flinften Lebensdekade zu
invasiven KRK [94, 98].

2.2 Klinische Implikationen der histopathologischen Diagnostik des

Kolorektalen Karzinoms

Bei der Diagnostik und Behandlung von Patienten mit KRK stellt die pathologische
Begutachtung einen zentralen Akteur in der medizinischen Versorgungskette dar. Dabei spielt
sie nicht nur praoperativ bei der initialen differentialdiagnostischen Abklarung und
Diagnosesicherung Malignom-verdachtiger Lasionen eine Rolle, welche bei der KRK-
Diagnostik i.d.R. in Form einer Biopsie im koloskopischen Setting erfolgt, sondern ist auch
richtungsweisend fir die Wahl des weiteren Therapiekonzeptes. Dies sollte in einem
interdisziplindren Tumorboard erarbeitet werden. Wird schlie3lich das KRK im Rahmen eines
operativen Vorgehens reseziert, werden auf Grundlage des pathologischen Befundes die
Behandlungsoptionen postoperativ reevaluiert und ggf. angepasst [5]. Hierbei konzentrieren
sich die pathologischen Angaben im Wesentlichen auf zwei Gesichtspunkt:

Zum einen werden Aussagen Uber die Ausdehnung des Tumorgeschehens getroffen und
damit die préaoperativ (auch durch andere Modalitditen der Diagnostik) begonnene
Ausbreitungsdiagnostik durch die Stadieneinteilung der pTNM-Klassifikation komplementiert.

Klinische Implikationen der histopathologischen Diagnostik des Kolorektalen Karzinoms
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Zusatzlich wird dies durch Angaben UUber eine Lymph- (L), Gefa- (V) oder
Perineuralscheideninvasion (Pn) und zum Resektionsstaus (R) erganzt [6].

Zum anderen ist es nun Aufgabe der Pathologie den Tumor weiter anhand seiner
morphologischen Eigenschaften zu typisieren. Dabei stellt die WHO-Klassifikation das
Standardrichtlinienwerk zur histomorphologischen Charakterisierung dar und gibt zentrale
morphologische Kriterien vor. Diese umfassen die Bestimmung des histologischen KRK-
Subtyps, der Tumordifferenzierung durch das WHO-Grading-System (G) sowie die Kapazitét
zur zellularen Dissoziation, die durch den Parameter Tumour Budding (Bd) abgebildet wird [7].

2.2.1 Stadieneinteilung Kolorektaler Karzinome gemal der TNM -

Klassifikation

Hinsichtlich der pathologischen Ausbreitungsdiagnostik der KRK hat sich die Klassifikation
nach dem TNM-System gegeniber anderen Klassifikationssystemen, wie dem Staging-
System nach Dukes oder der Astler-Coller-Klassifikation, weltweit weitestgehend durchgesetzt
und stellt einen der effektstarksten prognostischen Faktoren dar [11, 99-101]. Hierbei
beschreibt das Akronym mit ,T“ die lokale Ausbreitung des Primartumors, welche sich
Uberwiegend an den anatomisch-histologischen Wandschichten des Kolorektums orientiert,
mit ,N“ das Ausmal’ des Befalls regiondrer Lymphknoten, wobei bei der pathologischen
Begutachtung mindestens 12 Lymphknoten erfasst werden sollten, sowie mit ,M*“ die
Auspragung von Fernmetastasen [6]. Hierbei sollte die pathologische Klassifikation
(gekennzeichnet durch das Prafix ,p“) nur Anwendung finden, wenn ein von klinischer Seite
beschriebener auffalliger Befund (gekennzeichnet durch das Préfix ,c“) auch durch
vorausgegangener Probenentnahme histologisch als Karzinom gesichert worden ist [7].
Entsprechend des diagnostischen Settings kann die TNM-Klassifikation mit weiteren Prafixen
prazisiert werden: a (Autopsie), r (Rezidiv-Situation), m (multiple Primartumoren) sowie y
(Zustand nach neoadjuvanter Therapie) [6]. Basierend auf der TNM-Klassifikation kann die
pathologische Stadieneinteilung nach UICC abgeleitet werden, die alle Aspekte der TNM-
Klassifikation in ein kombiniertes Tumorstadium translatiert. Aufgrund ihrer prognostischen
Relevanz dient diese als Hilfsmittel zur Stratifizierung von Patientengruppen und stellt das
Fundament der postoperativen Therapieentscheidung dar. So kann ab einem UICC-Stadium
Il optional eine adjuvante Chemotherapie unter Nutzen-Risiko-Abschatzung in Erwagung
gezogen werden, wahrend hingegen ab einem UICC IlI-Stadium bei Resektion in kurativer
Absicht i.d.R. eine adjuvante Chemotherapie angeschlossen wird [5, 6]. Tabelle 1 stellt die
Kriterien der TNM-Klassifikation und Tabelle 2 die hieraus korrelierende UICC-

Stadieneinteilung dar. Aufgrund der herausragenden prognostischen Relevanz der

Stadieneinteilung Kolorektaler Karzinome gemal} der TNM -Klassifikation
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Invasionstiefenbestimmung gab es lber die vergangenen Jahre immer wieder Bestrebungen
das T-Stadium (v.a. pT1 und pT3) bei der pathologischen Evaluation noch weiter kleinschrittig
Zzu unterteilen [101-109]. AuRerdem gibt es immer wieder Kritik daran, dass derzeit
Tumorknétchen — diskontinuierliche Absiedelungen von Tumorzellen im Lymphabflussgebiet
ohne Nachweis von regionaren Lymphknotenstrukturen, entsprechend N1c nach der aktuellen
TNM-Klassifikation - keine ausreichende Berlicksichtigung in der Stadieneinteilung finden
[110-112].

Tabelle 1: Klinische TNM-Klassifikation Kolorektaler Karzinome (modifiziert nach [6]).

T — Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria
T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

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

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

T4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b  Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

T3

T4

N — Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteil werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1 bis 3 regionéren Lymphknoten
Nla Metastasen in 1 regiondrem Lymphknoten
N1b Metastasen in 2 bis 3 regionaren Lymphknoten
N1C Tumorknétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im
nichtperitonealisierten perikolischen/perirektalen Fettgewebe ohne
regionare Lymphknotenmetastasen
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
N2a Metastasen in 4 bis 6 regionaren Lymphknoten
N2b Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

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

M1b Metastase in mehr als einem Organ
Mlc Metastase im Peritoneum mit/ohne Metastasen in anderen Organen

Stadieneinteilung Kolorektaler Karzinome gemal} der TNM -Klassifikation
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Tabelle 2: Stadieneinteilung Kolorektaler Karzinome nach Union For International Cancer Control (UICC)
(modifiziert nach [6])

UICC-Stadien - Kolon und Rektum

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium Il T3, T4 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium 1B T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium Il Jedes T N1, N2 MO
. T1, T2 Nla MO

Stadium IlIIA T N2a MO

T1, T2 N2b MO

Stadium I1IB T2, T3 N2a MO

T3, T4a N1 MO
T3, T4a N2b MO

Stadium IlIC T4a N2a MO

T4b N1, N2 MO

Stadium IV Jedes T JedesN M1l
Stadium IVA Jedes T JedesN Mila
Stadium IVB Jedes T JedesN Mib
Stadium IVC Jedes T JedesN Milc

2.2.2 Zentrale histomorphologische Parameter des Kolorektalen Karzinoms

2.2.2.1 WHO-Klassifikation der Tumoren des Verdauungstrakts als

diagnostisches Richtlinienwerk

Als diagnostisches Richtlinienwerk zur pathologischen Beurteilung von Tumoren gilt die
mehrere Bande umfassende, von der ,International Agency for Research on Cancer” (IARC)
herausgegebene WHO-Klassifikation der Tumore, welche in regelméRigen Abstanden
aktualisiert wird und neben einem kurzen Abspann zu Klinik, Epidemiologie, Atiologie und
Pathogenese alle essenziellen diagnostisch-pathologischen Kriterien zusammenfasst. In der
2019 erschienenen 5. Auflage der WHO-Klassifikation der Tumoren des Verdauungstrakts
richten die Autoren neben den histopathologischen Kriterien nun einen verstarkten Fokus auch
auf molekularpathologische Eigenschaften [12]. Im entsprechenden Kapitel zu den
Kolorektalen Karzinomen finden sich einschneidende Anderungen im Vergleich zur
Vorausgabe aus dem Jahr 2010, welche die drei zentralen histomorphologischen

Diagnosekriterien Tumorsubtypisierung, WHO-Grading und Tumour Budding betreffen.

Zentrale histomorphologische Parameter des Kolorektalen Karzinoms
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So ist hinsichtlich Subtypisierung das Kribriform-Komedo-ahnliche Adenokarzinom nun nicht
mehr vertreten und auch das Unterkapitel zu den sehr seltenen Varianten des KRK entfallt,
welches u.a. das Klarzellige Karzinom und das Panethzellreiche Papillare Adenokarzinom
beinhaltete [11, 113, 114]. Neu hingegen ist die explizite Erwédhnung des Adenom-ahnlichen
Adenokarzinoms und die Umbenennung des Spindelzell-Karzinoms in Karzinom mit
sarkomatoider Komponente [7, 114]. Das Adenosquamdse Karzinom und das Undifferenzierte
Karzinom werden nun nicht mehr als eigenstandige Entitat betrachtet, sondern als Subtypen
der Adenokarzinome eingeordnet [113, 114]. Eine genaue Auflistung der aktuell in der WHO-
Klassifikation beschriebenen histopathologischen Subtypen sowie deren Charakteristika
erfolgt im Kapitel ,Histologische Subtypen des Kolorektalen Karzinoms* dieser Arbeit.

Eine weitere wichtige Neuerung der aktuellen Ausgabe betrifft die Beschrankung des friher
dreigliedrigen Grading-System in Grad 1 bis Grad 3 auf eine Einteilung in ,Jow-grade® und
shigh-grade®, bei der nun unabh&ngig vom prozentualen Tumoranteil der geringste
Differenzierungsgrad abseits der Invasionsfront entscheidend ist [7, 113, 114]. Die Aufnahme
von Tumour Budding (Bdl bis Bd3) als eigenstandiges dreigliedriges diagnostisch-
prognostisches Kriterium und alternativem morphologischem Parameter ist ebenfalls neu und
wird nach dem von der ,International Tumour Budding Consensus Conference* (ITBCC)
definiertem Scoring-System evaluiert [7, 11]. Dabei kann Tumour Budding als ein
morphologisches Korrelat der Entdifferenzierung im Sinne der Epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) angesehen werden, stellt einen unabhdngigen prognostischen Marker
hinsichtlich des Uberlebens und Progressionsrisikos dar und sollte daher bei der
Therapieentscheidung beriicksichtigt werden [102, 115-118].

In einer vorausgegangenen Arbeit zur klinischen Relevanz dieser morphologischen Kriterien
der Uberarbeiteten WHO-KIassifikation konnten wir zeigen, dass diese drei zentralen
morphologischen Kriterien die Uberlebensparameter der Patienten umfassend beeinflussen.
Daruber hinaus konnten wir herausarbeiten, dass die Subtypisierung der KRK sowie
insbesondere die Evaluation des Bd-Grades von herausragendem Stadien-unabhéngigem
prognostischem Wert sind, wahrend hingegen das WHO-Grading nur eine untergeordnete
prognostische Rolle bei den verschiedenen Subtypen des KRK spielt [11].

WHO-Klassifikation der Tumoren des Verdauungstrakts als diagnostisches Richtlinienwerk
25| Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

2.2.2.2 Histologische Subtypen des Kolorektalen Karzinoms

Adenokarzinome machen deutlich mehr als 90% aller Malignome des Kolons und Rektums
aus. Neben dem Kklassischen Adenokarzinom vom kolorektalen Typ (nicht anderweitig
spezifiziert, Adenokarzinom NOS) werden die Subtypen Muzinéses Adenokarzinom,
Mikropapillares  Adenokarzinom,  Adenom-&hnliches  Adenokarzinom,  Serratiertes
Adenokarzinom, Medullares Adenokarzinom, Siegelringzelliges Karzinom, Adenosquamoses
Karzinom, undifferenziertes Karzinom und Karzinom mit sarkomatoider Komponente
unterschieden [7]. Die WHO-KIlassifikation listet in der aktuellen Ausgabe Neuroendokrine
Karzinome (NEC) und deren Unterform gemischte adenoneuroendokrine Karzinome
(MANEC) als schlecht differenzierte Formen der neuroendokrinen Neoplasien (NEN). Da
jedoch gezeigt werden konnte, dass diese den Adenokarzinomen genetisch sehr nahestehen
[119], werden sie in dieser Arbeit bei unseren Analysen unter den Subtypen der Karzinome
mit aufgenommen. Daneben machen andere Tumorarten einen vergleichsweise geringen
Anteil aus. Hierzu gehdéren neben dem seltenen priméren Plattenepithelkarzinom [120, 121]
und weiteren seltenen Karzinomen, die anderem Ursprungsgewebe ahneln, beispielsweise
auch nicht-epitheliale Tumoren und primare Melanome [9, 113]. Innerhalb der histologischen
Subtypen des Adenokarzinoms zeigen sich nicht nur eine erhebliche Varianz bezilglich der
Tumorbiologie und des klinischen Verlaufs, sondern auch deutliche Unterschiede in Bezug auf
die Verteilung weiterer prognostischer Marker, wie etwa dem Tumour Budding, dem Grading
oder dem TNM-/UICC-Stadium. Folglich stellt die histologische Subtypisierung einen wichtigen
prognostischen Faktor dar [11, 122, 123].

Das klassische Adenokarzinom NOS wird durch tubulér bis kribriforme und irregular
konfigurierte Driisenverbande aus atypischen Epithelzellen mit umgebender desmoplastischer
Stromareaktion und typischerweise intraluminal gelegenen nekrotischen Zellanteilen, den sog.
Schmutz- oder Komedonekrosen, gekennzeichnet [92]. Dieser Karzinomtyp weist in der Regel
noch eine verhdltnismaRig hohe epitheliale Differenzierung auf und zeigt sich
immunhistochemisch haufig positiv fur Zytokeratin 20 und intestinale Transkriptionsfaktoren
[14, 17, 124, 125]. Die zahlreichen hiervon abweichenden morphologischen Subtypen zeigen
jeweils fur sie spezifische Charakteristika, die in Tabelle 3 sowie Abbildung 4 veranschaulicht

werden.

Histologische Subtypen des Kolorektalen Karzinoms
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Tabelle 3: Ubersicht iber wesentliche Charakteristika der Subtypen des Kolorektalen Karzinoms (modifiziert nach
[7,9, 126-129])

Histologischer

30% der Tumorgesamtflache (MANEC)

Subtypen- Mittleres
Subtyp nach WHO- B . L N " . . S 5
Klassifikation Diagnostische Kriterien spezifisches Molekulares Profil | Prognostischer Verlauf Dominate Lokalisation Alter bei
(2019) Immunprofil Erstdiagnose
Muzindses reichlich extrazellulare Muzinablagerungen in dMMR, KRAS™! BRAFM™!, vergleichbar Rechtes Kolon 60
Adenokarzinom >50% der Tumorgesamtflache PDL1 + MSI Adenokarzinom NOS
siegelringzelliges Slegelrmgzellgn mlt |ntr§zytoplasmat|scher dMMR, KRAS™! BRAF™! ) ) ) )
3 Schleimbildung in >50% der aggressiv Keine Seitenpraferenz 65
Karzinom " PDL1 + MSI
Tumorgesamtflache
invertierte
Kleine, gering differenzierte Driisen und MUC1-Expression,
Mikropapillares | , 2elicluster mit invertierter Zellpolaritat SOX2 +, TP53™, KRAS™", _ Rechtes Kolon und
Adenokarzinom ("insight-out"-Struktur) und lakunenartigen NOTCHS3 +, BRAF™ CIN aggressiv Rektum 69
Zwischenraumen am Epithel-Stroma- Mucz2 -, ’
Ubergang alteriertes
E-Cadherin
solides, synyziales Wachstummuster mit dMMR,
Medullires "pushing border"-Charakter an der CDX2 -, mut -
) X tinsti Rechtes Kolon 70
Karzinom Invasionsfront, auffallende intra- und CK20 -, MSI, BRAF 9 9
peritumorale Lymphozyteninfiltration Calretinin +
Serratiertes lsagegahnamge Drusenkonﬁgu@tlon, KRAS™! BRAF™!, : Rechtes Kolon und
. eosinophiles Zytoplasma, Vesikulare Kerne aggressiv 67
Adenokarzinom X s (MS)) Rektum
bei erhaltener Polaritat
Adenom ahr.lllches \illése Driisen mit low-grade A“typlen in >50% KRAS™ glinstig Linkes Kolon 66
Adenokarzinom der Tumorgesamtflache
biphasisches Karzinom mit glandular-
Karzinom mit epithelialen Anteile neben mesenchymalen . ) .
. . . . Vimentin + , . Linkes Kolon und
sarkomatoider Komponenten mit myxoid erscheinendem aggressiv 70
X . A CK + Rektum
Komponente Stroma, Spindel- und Riesenzellen sowie
rhabdoiden Zellen
Adenosquamaéses |Plattenepithelial differenzierte neben glandulér P63+, .
N ) . CK5/6 +, aggressiv Rechtes Kolon 60
Karzinom differenzierter Komponente
CD44 +
CK +,
Undifferenziertes epitheliale, allenfalls minimale glandulare andere . . K "
. . . . . aggressiv Keine Seitenpraferenz 70
Karzinom Differenzierung Differenzierungs-
marker -
i i in. mut mut
schlecht dlfferen2|ene klein .(SCNEC).oder Synaptophysin + , TP53™, RB1™,
groRzellige (LCNEC), solide-organoid Chromogranin + APC™! KRAS™!,
konfigurierte Epithelverbande mit CDSg + BRAFM
trabekularem bis rosetten-, nest- oder ’ mut
. . X Neuronen- SMAD4™,
Neuroendokrines palisadenartigem Wachstumsmuster, ] mut )
) . . S spezifische FHIT (3p)™, aggressiv Rechtes Kolon 65
Karzinom/ MANEC | schwere Kernatypien, hohe Mitoseaktivitét,
Enolase +, DCC™!, MEN1™",
(SSTR2A +), FOxp2™
gof. gemlscht mit Antelllen einer the KI-G?- SMARCA4™!
Adenokarzinomkomponente in mindestens Proliferationsrate BCLg™

Histologische Subtypen des Kolorektalen Karzinoms
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(A) Adenokarzinom NOS mit hier gut differenzierten
Driisenanschnitten (low-grade), Stromadesmoplasie
und intraluminal gelegenen Komedonekrosen (Stern).

300 pr

n
™

T S
(C) Mikropapilléres Adenokarzinom mit
charakteristischerweise kleindriisigem

Erscheinungsbild und Zwischenrdumen (Sterne) am
Ubergang vom Driisenepithel zum Stroma.

(E) Adenom-&hnliches Adenokarzinom mit Vvillés
anmutenden gut differenzierten Driisenanteilen und
geringer Desmoplasie an der Invasionsfront.

(B) Muzinéses Adenokarzinom. Es zeigen sich
zwischen geschichtet gelagerten malignen
Epithelzellen extrazelluldre Schleimmassen und darin
eingestreut einzelne Tumorzellen.

800 um

¥ ¥bors IS T 0 el

(D) Serratiertes Adenokarzinom mit typischer
sdgezahnartiger  Driisenarchitektur  (Pfeile)  bei
erhaltener Polaritit der Kerne und reichlich
eosinophilem Zytoplasma.

(F)  Medulléres  Adenokarzinom mit  solidem
Tumorwachstum gering differenzierter Driisen. Bei
genauerer Betrachtung zeigen die malignen Zellen ein
synzytiales Wachstumsmuster mit vesikuldren Kernen,
prominenten Nukleoli und reichlich eosinophilem
Zytoplasma (Pfeile). AulBerdem kommen sowohl
intraepithelial ~(Pfeilspitzen) als auch intratumoral
(Kreis) zahlreiche Lymphozyten zur Darstellung.

Abbildung 4: Histomorphologische Ubersicht tiber die haufigsten Subtypen des Kolorektalen Karzinoms (jeweils in

HE-Farbung).

Histologische Subtypen des Kolorektalen Karzinoms
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2.2.2.3 WHO-Grading

Das WHO-Grading richtet sich beim KRK rein morphologisch nach dem Grad der
Drisenausbildung, wobei die am wenigsten differenzierteste Komponente abseits der
Invasionsfront entscheidungsgebend sein sollte [7]. Entgegen den vorausgegangenen WHO-
Empfehlungen wird derzeit nur noch eine dichotome Einteilung in ,low-grade® und ,high-
grade”™ Karzinome vorgenommen. Die ehemals dreigliedrige Einteilung, die unter
Berlicksichtigung des prozentualen Anteils an der Tumorgesamtflache in gut (G1; >95%),
moderat (G2; 50-95%) und schlecht (G3; <50%) differenzierte, wurde verlassen [7, 113, 130].
Jedoch ist die Anwendbarkeit des Grading-Systems formal auf Adenokarzinome vom NOS-
Typ limitiert und die rein drusenorientierte Betrachtungsweise wurde wiederholt kritisiert.
Einige Subtypen (v.a. das Medullare Karzinom) weisen eine geringe Drisenausbildung aus,
obwohl sie i.d.R. eine glnstige Prognose an den Tag legen, wéahrend hingegen andere
Subtypen mit ausgepragter Driisenarchitektur (z.B. das Mikropapillare Adenokarzinom)
vergleichsweise schlechte Prognoseparameter zeigen [11, 113, 129, 131]. Auch wird des
Ofteren argumentiert, dass mikrosatelliteninstabile Karzinome, die u.a. auch eine statistische
Haufung in bestimmten Subtypen mit geringer Driusendifferenzierung (vgl. Medullare
Karzinome, Siegelringzellige Karzinome oder Muzindse Adenokarzinome) aufweisen,
prognostisch signifikant besser verlaufen als ihr mikrosatellitenstabiles Pendant. Deshalb
sollte von diesem Standpunkt aus betrachtet auch der Mikrosatellitenstatus im Grading-
System Berticksichtigung finden, was in der aktuellen WHO-Klassifikation nicht der Fall ist [92,
114, 130, 132-135]. Das Grading der NECs folgt ebenfalls diesen Grading-Kriterien, womit sie

definitionsgeman immer als ,high-grade” zu klassifizieren sind [136].
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Abbildung 5: Low-grade Adenokarzinom NOS (jeweils HE-Farbung)

(A) Es zeigen sich gut differenzierte Driisenabschnitte eines low-grade Adenokarzinoms NOS des Kolon ascendens
mit deutlich erkennbarem Lumen und dort gelegenen Komedonekrosen (Sterne).

(B) Auch in der Ubersichtsaufnahme wird deutlich, dass der Tumor bis in die Tela subserosa reichend von diesen
gut differenzierten glandularen Strukturen aufgebaut wird. Das Fenster verdeutlicht noch einmal die subserosale
Infiltration entsprechend eines pT3-Stadiums.

Abbildung 6: High-grade Adenokarzinom NOS (jeweils HE-Farbung)

(A) Es zeigen sich zwischen nur noch spérlichen Stromaanteilen gering differenzierte Drlisenanschnitte eines high-
grade Adenokarzinoms NOS des Kolon sigmoideums.

(B) In der Ubersichtsaufnahme wird das zellreiche Wachstumsmuster dieses Adenokarzinoms mit kaum noch

glanduléarer Differenzierung in nahezu der gesamten Tumormasse deutlich. In diesem Fall infiltriert die Neoplasie
die Tela subserosa entsprechend eines pT3-Stadiums (Fenster).
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2.2.2.4 Tumour Budding

Als Tumour Budding (Bd) wird das
Vorhandensein von invasiven Einzelzellen
oder Tumorzellverbdnden < 5 Zellen
bezeichnet, die von einer desmoplastischen
Reaktion begleitet werden [7, 137]. Obwohl
Tumour Budding schon seit langerer Zeit als
prognostisch-morphologischer Marker
zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen
hat, findet es erst seit der Aktualisierung der
WHO-Klassifikation im Jahr 2019 unter den
KRK

Berlicksichtigung [7]. Tumour Budding wird

diagnostischen  Kriterien  des
im KRK nach einem dreigliedrigen Scoring-
System bewertet, welches auf einem
internationalen
(ITBCC)

Budding-Aktivitat erfolgt am HE-Schnitt

Konsensus-System

basiert. Die Evaluation der
mittels eines standardisierten Vorgehens in
der 20x-VergréRerung (2 0,785 mm?) im
Areal, welches in der
UbersichtsvergroRerung suspekt auf die
hochste Budding-Aktivitat

werden Karzinome, die zwischen 0 bis 4

ist. Demnach
Buds an ihrer Invasionsfront zeigen als
Bd1, jene mit 5 bis 9 Buds als Bd2 und jene
Uber 10 Buds als Bd3 klassifiziert [116]. Wir
konnten in vorausgegangenen Analysen
nachweisen, dass Tumour Budding ein
extrem starker Prognosefaktor ist, der die

Prognosekraft des klassischen WHO-

Maxime Philipp Schmitt
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Abbildung 7: Tumour Budding in verschiedenen Stadien
(jeweils in HE-Farbung)

(A) Bdl1-Tumor (geringgradig) mit allenfalls geringer
Budding-Aktivitat (Pfeil) im Stroma an der Invasionsfront.

(B) Dieser Tumor zeigt mehrere Buds (Pfeile) an seiner
Invasionsfront und sollte als Bd2 (méaRiggradig) klassifiziert
werden.

(C) Bd3-Tumor (hochgradig) mit weit Uber 10 Buds (Pfeile)
an der Invasionsfront eines Mikropapillaren
Adenokarzinoms.

Gradings deutlich Ubersteigt [11]. AuBerdem ist eine gesteigerte Budding-Aktivitat mit weiteren

prognostisch ungunstigen morphologischen Parametern korreliert [11, 102, 115, 117, 138,

139]. Auf molekularbiologischer Ebene wird Tumour Budding als Ausdruck der Epithelial-

Mesenchymalen Transition (EMT) angesehen und wird mit einer Matrix-Metalloproteinase-

Tumour Budding
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Uberaktivitat, einem Verlust von Adhésionsmolekiilen sowie Veranderungen im Zellzyklus und
in Zellsignalwegen in Verbindung gebracht [140-146]. Da aufgrund dieser Eigenschaften hohe
Budding-Grade eines Tumors mit fortgeschrittenen Tumorstadien und kirzeren
Uberlebensparametern einhergehen und von einer Anpassung des Therapieregimes
profitieren, sollte eine entsprechende Evaluation in der histologisch-pathologischen
Begutachtung eines KRK unter Berilicksichtigung Subtypen-spezifischer Besonderheiten
erfolgen [11, 102, 116, 117, 139, 147-154].

2.3 CDX2 und SATB?2 als Marker kolorektaler Differenzierung
2.3.1 Caudal-related Homeobox Transcription Factor CDX2
2.3.1.1 Physiologie und Pathophysiologie von CDX2

Der Caudal-related Homeobox Transcription Factor 2 (CDX2) ist auf Chromosom 13 q12.2
lokalisiert und gehort entsprechend seines Namens zur Gruppe der Homeobox-Gene, die fir
ein spezifisches Protein, die Homeodomaine, kodieren. Homeodomainen koénnen als
Transkriptionsfaktoren spezifisch an DNA-Sequenzen binden und spielen bei der
Differenzierung und Ausreifung von Organen und Zellen in der Morpho- und Histogenese im
Allgemeinen eine wichtige Rolle [155, 156]. Dem Transkriptionsfaktor CDX2 speziell wird eine
Funktion bei der intestinalen Differenzierung und Zellproliferation zugeschrieben und kann
bereits embryonal in den Zellen des Entoderms und frihzeitig im Epithel des sich daraus
entwickelnden unteren Gastrointestinaltrakts nachgewiesen werden [156-163]. Dartber
hinaus nimmt es eine Steuerfunktion bei der plazentaren Entwicklung und beim axialen
embryonalen Wachstum ein [157, 164-166]. In zahlreichen (experimentellen) Studien konnte
gezeigt werden, dass die Expression von CDX2 weitestgehend auf das Epithel des unteren
Gastrointestinaltrakts begrenzt ist und der Grad der Expression mit der epithelialen
Differenzierung in den Kolonkrypten korreliert [158, 167-170].

Aus biologischer Sicht ist jedoch nach wie vor unklar, wie die Rolle von CDX2 in der
Karzinogenese des KRK einzustufen ist. Wahrend einige Autoren CDX2 eine
tumorsuppressive Wirkung zuschreiben [171, 172], ordnen andere CDX2 der Gruppe der
Abstammungslinien-spezifischen Onkogene, sog. ,lineage-survival-oncogene®, zu [173] und
wieder andere reihen CDX2 in die Gruppe der Proto-Onkogene mit Tumorsuppressor-Funktion
ein, die kontextabhangig sowohl als Onkogene als auch als Tumorsuppressorgene agieren
und entweder zu einer Hoch- oder Herunterregulation assoziierter weiterer Proteine fihren
[174].

CDX2 und SATB2 als Marker kolorektaler Differenzierung
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Dementsprechend ist CDX2 an einer Vielzahl zentraler Genregulationsvorgéngen beteiligt
[175], die die Enhancer- oder Promotorbereiche zahlreicher Gene (u.a. APC, GSK-386, AXIN2,
MUCDHL) entscheidender Signalwege der Karzinogenese des KRK betreffen [176-179].
Daneben ist CDX2 in ein komplexes Netzwerk weiterer ,Hallmarks of cancer” [180] integriert,
das neben einer Beeinflussung der Zellapoptose, Zellproliferation und des Zellzyklus auch bei
der Epithelial-Mesenchymalen-Transition (EMT), Metastasierung und den Wechselwirkungen
mit dem Tumormilieu eine Rolle spielt [176, 179, 181-193] und durch nicht-transkriptionelle
Mechanismen sowie epigenetische Modifikationen in weitere Signalkaskaden eingreifen kann
[185, 188, 189, 194-196].

Morphologisch gibt es einige Hinweise dafiir, dass CDX2 bzw. dessen Verlust eine Assoziation
zu bestimmten Karzinomgruppen und einer distinkten Pathogenese aufweist. So wurde eine
defiziente CDX2-Expression von einigen Studien in Verbindung mit Karzinomen gebracht, die
eine Mikrosatelliteninstabilitat, BRAF-Mutationen, einen CIMP-Phanotyp sowie eine serratierte
oder gering differenzierte, gro3zellige Morphologie aufwiesen [197-206]. AuRerdem kdnnen
diese meist dem molekularen Subtypen CMS1 zugeordnet werden [207, 208].

Dalerba und Kollegen gelang es schlie3lich in einer im New England Journal of Medicine
publizierten Arbeit einen CDX2-Verlust mit einem unginstigen prognostischen Verlauf im
UICC II/lll-Stadium zu assoziieren [209] und einige andere Studien attribuierten CDX2-
defizienten Karzinomen weitere prognostisch ungunstige Eigenschaften (z.B. fortgeschrittene
Tumorstadien, Grading, Gefaliinvasion, Fernmetastasen), wenngleich diese Aussagen
zwischen den Studien teils variieren [14, 16, 197, 198, 200, 201, 209-216].

2.3.1.2 Stellenwert von CDX2 bei der histopathologischen Begutachtung

Da sich die Expression von CDX2 weitestgehend auf den unteren Intestinaltrakt beschrankt
und sich (bis auf Ausnahmen) spezifisch fur Karzinome des Kolorektums immunreaktiv zeigt,
wird CDX2 in der histopathologischen Diagnostik als Marker kolorektaler Differenzierung
eingesetzt [15, 169, 214, 217]. Im Rahmen der Routinediagnostik erfolgt die Bestimmung von
CDX2 in der Regel tber immunhistochemische Untersuchungen mit Antikdrpern gegen CDX2,
die eine nukledre Expression des Markers anzeigen [14, 16, 217]. Hierbei liegt ein bedeutender
Vorteil von CDX2 gegeniber anderen IHC-basierten Untersuchungen in seiner Natur als
Transkriptionsfaktor, da diese meist ein eindeutiges nukledres Signal liefern und weniger
falsch-positive Ereignisse generieren als es vergleichsweise bei zytoplasmatischen IHC-
Markern der Fall ist [13, 14, 218].

Stellenwert von CDX2 bei der histopathologischen Begutachtung
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Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von CDX2.
(A) zeigt eine starke nukle&re Expression von CDX2 in dysplasiefreiem Epithel der Kolonkrypten, wéhrend hingegen
(B) eine starke Expression in atypischen Kolonepithelzellen eines Mikropapillaren Adenokarzinoms darstellt.

Klinisch-diagnostisch von groRer Bedeutung ist CDX2 v.a. bei der histopathologischen
Tumordiagnostik zur Einordnung von Metastasen. Hier bietet CDX2 einen reliablen Marker,
der zuverlassig Metastasen aus dem kolorektalen System identifizieren kann, wenngleich die
Spezifitat durch Positivitat einiger weiterer distinkter Karzinomentitdten (z.B. aus dem
Pankreas, Magen, Dinndarm, Ovar) herabgesetzt wird. Diese zeigen jedoch haufig geringere
immunhistochemische Expressionsgrade und ein diffuseres Verteilungsmuster CDX2-
positiver Zellen, welche insgesamt Ubertragen auf das KRK als schwach eingestuft werden
wuirden [13-16]. Auch bei Karzinomen, die sich primar im Kolorektum manifestieren, kann
CDX2 zur Differenzierung zwischen Primaren KRK und Schleimhautmetastasen

herangezogen werden [219].

2.3.2 Special AT-rich Sequence-binding Protein 2 (SATB2)
2.3.2.1 Physiologie und Pathophysiologie von SATB2

Der Transkriptionsfaktor Special AT-rich Sequence-binding Protein 2 (SATB2) gehort der
Familie der ,Nuclear-Matrix-Attachment-Regions“ (MARs)-bindenden Proteinen an und wird
mit seinem entsprechenden Gen auf Chromosom 2 g33.1 lokalisiert [220, 221]. MARs sind
regulatorisch aktive DNA-Sequenzen, die besonders reich an den Basen Adenin und Thymin
sind. Durch ihre Beteiligung an der Chromatin-Organisation ermdglichen sie es Enhancern
Uber weite Distanzen auf die Genexpression Einfluss zu nehmen und somit das Repertoire
von Chromatin-Modifikationen (u.a. durch Rekrutierung von Histon-Deacetylasen) zu
erweitern [176, 222-227]. Erstmals auffallig wurde SATB2 v.a. im Zusammenhang mit einem
autosomal-dominat vererbten genetischen Syndrom, welches sich als Multisystemerkrankung
durch eine dysmorphe Entwicklung multipler Kérperregionen mit kraniofazialer und skelettaler
Betonung sowie einer neurologischen Entwicklungsbeeintrachtigung mit konsekutiven

Special AT-rich Sequence-binding Protein 2 (SATB2)
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psychosozialen Abnormalitaten manifestiert [228, 229]. Entsprechend seiner Natur als MARs-
bindender Transkriptionsfaktor ist STAB2 an einer Vielzahl von regulatorischen Prozessen in
der Ontogenese beteiligt und ist in seinen funktionellen Doménen artiibergreifend stark
konserviert [230, 231]. In Protein-Analysen zeigt SATB2 eine starke Expression in
Epithelzellen des unteren Gastrointestinaltrakts und betont in besonderem Ausmald die
kolorektale Differenzierung. Daneben wird es mit deutlich geringerer Intensitat in kortikalen
Neuronen, Nieren-, Hoden-, Hippocampus- und Globus caudatus-Gewebe exprimiert und ist
an der Differenzierung von Neuronen der oberen Kortexschicht und Ausrichtung der axonalen
Projektion kortiko-kortikaler Neuronen beteiligt [220, 226, 232, 233]. Da SATB2 bei der
Osteogenese und osteoblastaren Differenzierung ebenfalls eine Rolle zugeschrieben wird,
kann es als osteogener Differenzierungsmarker eingesetzt werden [220, 234, 235]. Vor dem
Hintergrund dieser scheinbar exklusiven SATB2-Expression auf spezifische Gewebearten -
mit besonders hoher Spezifitdt fir kolorektale Epithelzellen - ist analog zu CDX2 die Idee
entstanden, SATB2 als komplementaren IHC-Marker in der Tumordiagnostik einzusetzen [17].
Wenngleich SATB2 eine gewebespezifische Wirkungsweise zu haben scheint, sind die
genauen biologischen Interaktionen von SATB2 in der Karzinogenese des KRK noch
weitestgehend unbekannt [236]. Bis dato bekannt ist, dass SATB2 als Tumorsuppressor
Einfluss auf Tumorexpansion und Metastasierung hat und die Epithelial-Mesenchymale-
Transition durch Inhibition von SNAIL, einem Schlisselregulator der EMT, blockiert [237-239].
Weiter scheint SATB2 an zahlreichen regulatorischen Prozessen beteiligt zu sein, die durch
verschiedene Acetylierungs-, Demethylierungs- und Phosphorylierungszustande von
Promotorregionen die Aktivierung diverser Gene in entscheidenden Karzinogenese-
Signalwegen (u.a. von ERK5 im MAPK-Signalweg) beeinflussen, oder SATB2 direkt einige
Stammzellmarker-Gene (u.a. CD133, CD44, AXIN2, MEIS2, NANOG) reguliert sowie
immunmodulatorisch wirken kann [239-244].

Ubereinstimmend mit den experimentellen Beobachtungen, dass die Expression von SATB2
Einfluss auf die EMT hat, konnte im KRK ein SATB2-Expressionsverlust mit prognostisch
ungunstigen morphologischen Eigenschaften, wie etwa einem dissoziativen Wachstum, einer

Metastasierung oder einer fortgeschrittenen Tumorexpansion, assoziiert werden [245-248].

2.3.2.2 Stellenwert von SATB2 bei der histopathologischen Begutachtung

In der histopathologischen Diagnostik hat sich SATB2 zunehmend als komplementérer Marker
zu CDX2 etabliert und wird u.a. zur Identifikation des kolorektalen Ursprungs bei der Abklarung
von Metastasen und bei der Primarius-Suche eingesetzt [13, 17, 18]. Dort kann es auch
spezielle Subtypen (z.B. Siegelringzellige Karzinome, Medullare Adenokarzinome), die sich

Stellenwert von SATB2 bei der histopathologischen Begutachtung
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rein morphologisch oft schwierig einem Ursprungsgewebe zuordnen lassen und bei denen
gangige gastrointestinale IHC-Marker (z.B. CDX2, CK20) oft nicht wesentlich zur Diagnose
beitragen, mit hoher Spezifitat als dem unteren Gastrointestinaltrakt zugehérig identifizieren
[245, 249]. Da SATB2 als MARs-Protein eine Schlisselfunktion bei der Chromatinorganisation
und folglich auch der Enhancer-Wirkung einnimmt und dementsprechend seinen Wirkort im
Nukleoplasma entfaltet, zeigt es analog zu CDX2 in der IHC-Untersuchung eine starke
nukledre Positivitat. Somit eignet sich SATB2 ebenfalls als besonders zuverlassiger IHC-
Marker [218, 220, 223].
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von SATB2.

(A) zeigt eine starke nukledre Expression von SATB2 in dysplasiefreiem Epithel der Kolonkrypten, wéhrend
hingegen (B) eine starke Expression in atypischen Kolonepithelzellen eines Mikropapillaren Adenokarzinoms
darstellt. Man beachte die Ahnlichkeit der Expression zu CDX2 in Abbildung 8.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass SATB2 nur von einer sehr begrenzten
Anzahl weiterer Gewebe- bzw. Tumorentitaten exprimiert wird. Diese unterscheiden sich
jedoch auch schon vom histologischen Bild meist deutlich von der Morphologie des KRK. Es
fallt deutlich h&ufiger negativ fur Karzinome aus gastrotsophagealen, pankreatikobilidren,
gynékologischen und pulmonalen Lokalisationen sowie aus dem Dunndarm aus als CDX2 [13,
17-19, 220, 222, 249-253]. Neben der Abgrenzung von KRK zu anderen Karzinomen kann
SATB2 auch als Marker fir osteoblastare Differenzierung sowie bei der Unterscheidung

zwischen Osteosarkomen und Ewing Sarkomen eingesetzt werden [221, 254].

Stellenwert von SATB2 bei der histopathologischen Begutachtung
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3. Fragestellung, Hypothese und eigener Forschungsansatz dieser Arbeit

Die inter- und intratumorale Heterogenitat in KRK und die damit einhergehenden
unterschiedlichen biologischen Eigenschaften machen in der modernen Medizin eine préazise
pathologische Diagnostik unabdingbar, um zuverlassige prognostisch-pradiktive Aussagen
treffen und das Therapiekonzept entsprechend anpassen zu konnen [8, 10]. Dabei sind in der
klinisch-pathologischen Diagnostik immunhistochemische Marker ein geeignetes und
kosteneffizientes Mittel zur n&heren Charakterisierung maligner Tumoren. Dies gilt
insbesondere dann, wenn morphologische Parameter nicht spezifisch genug sind, um
differenzierte Aussagen zu treffen [13]. In der immunhistochemischen Gewebeanalyse hat sich
CDX2 in den vergangenen Jahren als sensitiver Marker intestinaler Differenzierung etabliert
[13-16]. Magnusson et al. konnten als erste Arbeitsgruppe zeigen, dass auch der
Transkriptionsfaktor SATB2 hochspezifisch die kolorektale Differenzierung nachweisen kann,
und somit einen wertvollen komplementaren Marker zu CDX2 bei differentialdiagnostischen
Untersuchungen darstellt [17]. Dies wurde von weiteren Arbeitsgruppen bestatigt, wenngleich
die Daten nicht ganz einheitlich bezlglich ihrer diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat sind
[13, 18, 19]. In zahlreichen Studien konnte dartber hinaus ein prognostischer Wert dieser
beiden immunhistochemischen Marker postuliert werden [197, 198, 209, 210, 212, 213, 216,
246-248], jedoch wurde nach wie vor keine vergleichende Aussage bezlglich der
prognostischen Effektstarke getroffen und ebenso die Rolle weiterer morphologischer
Faktoren nicht bertcksichtigt. Vor diesem Hintergrund setzt sich diese Dissertationsschrift
nicht nur mit der Frage auseinander, wie die Expression von CDX2 und SATB2 miteinander
assoziiert sind, sondern untersucht auch mégliche Korrelationen des Expressionsverhaltens
mit den zentralen histomorphologischen Parametern der WHO-Klassifikation des Kolorektalen
Karzinoms (Histologischer Subtyp, Tumour Budding, WHO-Grading), dem Tumorstadium

sowie dem Kklinischen Verlauf.

Ziele dieser Arbeit sind es, in einer gegentiberstellenden immunhistochemischen Analyse die
beiden Transkriptionsfaktoren CDX2 und SATB2 beziiglich ihrer Expressionshaufigkeiten im
Kolorektalen Karzinom zu vergleichen und spezifische histopathologische Charakteristika in
Karzinomen mit verminderter oder fehlender Expression von CDX2 bzw. SATB2
herauszuarbeiten. Dariber hinaus sollen die prognostische Relevanz eines
Expressionsverlust von CDX2 und von SATB2 dargestellt werden und hinsichtlich ihrer
Wertigkeiten im Vergleich mit den zentralen histologischen WHO-Kriterien des Kolorektalen
Karzinoms eingeordnet werden. In einer abschlieRenden Analyse soll evaluiert werden, ob

durch einen der beiden Marker distinkte Prognosegruppen herausgearbeitet werden konnen,

Fragestellung, Hypothese und eigener Forschungsansatz dieser Arbeit
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die durch konventionelle Prognosefaktoren (wie die WHO-Kriterien oder das Tumorstadium)

nicht identifiziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden teilweise bereits in folgenden Artikeln in Journalen mit

peer-Review-Verfahren publiziert:

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.
Jesinghaus M, Schmitt M, Lang C, Reiser M, Scheiter A, Konukiewitz B, Steiger K,
Silva M, Tschurtschenthaler M, Lange S, Foersch S, Becker KF, Saur D, Friess H,
Halfter K, Engel J, Boxberg M, Pfarr N, Wilhelm D, Weichert W.
Am J Surg Pathol 45, 969-978 (2021).

Impact Factor (2 Jahre): 6.298 [255]

Loss of CDX2 in colorectal cancer is associated with histopathologic subtypes and
microsatellite instability but is prognostically inferior to hematoxylin-eosin-based
morphologic parameters from the WHO classification.
Konukiewitz B, Schmitt M, Silva M, Pohl J, Lang C, Steiger K, Halfter K, Engel J,
Schlitter AM, Boxberg M, Pfarr N, Wilhelm D, Foersch S, Tschurtschenthaler M,
Weichert W, Jesinghaus M.
Br J Cancer 125, 1632-1646 (2021).

Impact Factor (2 Jahre): 9.082 [255]

Loss of SATB2 Occurs More Frequently Than CDX2 Loss in Colorectal Carcinoma
and Identifies Particularly Aggressive Cancers in High-Risk Subgroups.

Schmitt M, Silva M, Konukiewitz B, Lang C, Steiger K, Halfter K, Engel J, Jank P,
Pfarr N, Wilhelm D, Foersch S, Denkert C, Tschurtschenthaler M, Weichert W,
Jesinghaus M.

Cancers (Basel) 13 (2021).

Impact Factor (2 Jahre): 6.575 [255]
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4. Material und Methodik
51 Kohorten-Zusammensetzung und Probenakquisition

Fur die Kohorte wurde formalinfixiertes Paraffingewebe (FFPE) von 1039 primaren KRK aus
dem Archiv des Instituts fir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie der
Technischen Universitat Minchen (TUM) extrahiert. Samtliches Probenmaterial entstammt
aus chirurgischen Resektionen von KRK am Klinikum rechts der Isar (MRI) der TUM, welche
im Zeitraum von 1997 bis einschlief3lich 2019 dort an Patienten im Rahmen des pathologisch-
diagnostischen und des chirurgisch-therapeutischen Modus erfolgt sind und umfassen alle
Diagnosestadien der UICC. Dabei wurde darauf geachtet, dass kein Patient mehrmals z.B. in
Form einer vorausgegangenen Probeexzision (PE), eines Rezidivs oder eines Zweitkarzinoms
eingeschlossen wurde. Die entsprechenden klinisch-pathologischen Daten sowie die
Uberlebensdaten der Patienten wurden dem institutsinternen Informationssystem
(NEXUS/PATHOLOGIE), dem Tumorregister Munchen (TRM) sowie klinikumsinternen
Aufzeichnungen entnommen. Eingeschlossene Patienten erhielten therapeutische
Maflinahmen im Sinne der zum Zeitpunkt der Diagnose geltenden internen Richtlinien, die sich
im Wesentlichen nach den Stadien-adaptierten Therapieempfehlungen der Deutschen S3-
Leitlinie fur KRK der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen medizinischen
Fachgesellschaften (AWMF) richteten. Die Studie wurde im Rahmen eines Ethikvotums
(Referenznummer: 252/16 s) von der Ethikkommission an der Fakultét fur Medizin der TUM
genehmigt.

Eingeschlossen wurden alle Karzinome, die den Kriterien der KRK nach der WHO-
Klassifikation fir Tumoren des Verdauungstrakts [7] entsprechen sowie Neuroendokrine
Karzinome und MANECs, da diese genetisch den Adenokarzinomen nahestehen [119].
Ausschlusskriterien fir die Studie waren neben unzureichend zuganglichen Klinisch-
pathologischen (Uberlebens-)Daten und mangelnder Materialverfiigbarkeit/-Beschaffenheit,

Tumore der Appendix und gut differenzierte neuroendokrine Tumore (NET).
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5.2 Evaluation der zentralen pathologisch-histomorphologischen
Diagnosekriterien

Die Evaluation der zentralen pathologisch-histomorphologischen Diagnosekriterien geman der
aktuellen WHO-Klassifikation fir Tumoren des Verdauungstrakts erfolgte anhand von HE-
gefarbten Schnitten reprasentativer ganzer Tumorquerschnitte unter dem Lichtmikroskop, wie
sie ublicherweise in der klinisch-pathologischen Diagnostik Anwendung finden. Unter
Supervision zweier erfahrener Pathologen im Bereich der gastrointestinalen Pathologie (Prof.
Dr. med. Moritz Jesinghaus, Prof. Dr. med. Wilko Weichert), wurden alle 1039 KRK mit
besonderem Augenmerk auf die aktualisierten zentralen Kriterien (histologischer Subtyp,
Tumour Budding und WHO-Grading) reevaluiert und beziiglich Ubereinstimmung mit weiteren
Angaben (TNM, L, V, Pn, R) in den bestehenden pathologischen Gutachten Uberprift. Die
KRK-Subtypisierung und Grading-Klassifikation erfolgte anhand der einleitend beschriebenen
Definitionen der WHO [7] sowie die Beurteilung der Tumour Budding-Aktivitdét gemal der
Empfehlung der ,International Tumour Budding Consensus Conference® [116] (vergleiche
hierzu auch die Abbildungen 4-7 sowie Tabelle 3). AbschlieRend wurden stichprobenartig 100
KRK beziglich ihres Subtyps verblindet erneut von einem weiteren Pathologen (Prof. Dr. med.

Bjorn Konukiewitz) evaluiert und auf ihre Interrate-Reliabilitat Gberpruft.

4.1 Immunhistochemische Aufbereitung und Evaluation

Die immunhistochemische Evaluation der im folgenden gelisteten Marker erfolgte an eigens
dafirr erstellten Tissue Microarrays (TMA). Hierzu wurden nach initialem Screening der
zugehorigen archivierten FFPE-Gewebeproben der oben beschriebenen Kohorte, jene
tumortragenden Blocke ausgewahlt, die das jeweilige Karzinom am reprasentativsten
darstellten. Daraufhin wurden manuell Areale mit hohem Tumorzellanteil im zentralen
Karzinom sowie an dessen Invasionsfront eingezeichnet und mittels eines vollautomatischen
Tissue Microarrayers (TMA Grandmaster, sysmex, Ungarn) jeweils 1mm messende
Stanzzylinder auf dem jeweiligen TMA fir die nachfolgenden immunhistochemischen

Untersuchungen asserviert [256].

Fur die immunhistochemische Aufbereitung der angefertigten TMAs wurden die
entsprechenden  Antikbrper zum Nachweis der zu bestimmenden intestinalen
Transkriptionsfaktoren verwendet (siehe unten) und mittels eines vollautomatischem IHC-
Farbeautomaten (BOND RXm System, Leica Biosystems, Deutschland) an 2um dicken
Paraffin-Schnitten der TMAs immunhistochemisch gefarbt [257]. Hierzu wurden die TMAs

nach initialer Entparaffinierung tber die Dauer von 20 Minuten mittels BOND Epitope Retrieval

5.2 Evaluation der zentralen pathologisch-histomorphologischen Diagnosekriterien
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Solution 1 (Leica Biosystems, Deutschland), einer pH6-Citrat-Puffer-basierten Fertiglésung
zur Demaskierung der im Rahmen der Formalinfixierung potentiell modifizierten Epitope,
vorbehandelt, um eine anschlieBende Epitop-Bindung des verwendeten Antikérpers zu
verbessern [258]. AnschlieRend wurden die Antikdrper der gewlinschten Zielantigene auf das
TMA-Gewebe appliziert und die Bindung der primaren Antikdrper mittels BOND Polymer
Refine Detection (Leica Biosystems, Deutschland), einem biotinfreien, polymeren
Meerrettichperoxidase (HRP)-Linker-Antikbrper-Konjugatsystem (Bestandteile:
Wasserstoffperoxid, Post-Primary-IgG-Linker-Reagenz, Poly-HRP-lgG-Reagenz, 3,3-
Diaminobenzidintetrahydrochloridldsung Hydrat (DAB), Kontrastfarbung mit Hamatoxylin) fur
die Anwendung im BOND RXm-Féarbeautomaten, nachgewiesen [259]. Die Verwendung eines
zusatzlichen Post-Primary-Antikdrpers war somit nicht mehr nétig. Jeweilige Stanzproben fur
immunhistochemische Positiv- (dysplasiefrei Kolonschleimhaut) und Negativ-Kontrollen

(Nierenrindengewebe) waren auf den TMAs vorhanden.

Alle TMA-Schnitte wurden mittels eines Slide-Scanners (Aperio AT 2, Leica Biosystems,
Deutschland) digitalisiert [260] und unter Zuhilfenahme der entsprechenden digitalen
Mikroskopier-Software (Aperio ImageScope, Version 12.3.3, Leica Biosystems, Deutschland)

manuell ausgewertet [261].

4.1.1 Evaluation der CDX2-Expression

Fir den immunhistochemischen Nachweis CDX2-positiver Zellen wurde ein priméarer
monoklonaler Kaninchen-Antikorper der Firma Abcam (EPR2764Y, Referenznummer:
AB76541, Abcam, United Kingdom) in einer Verdinnung von 1:500 verwendet [262] und die
TMAs im IHC-Farbeautomaten entsprechend des oben beschriebenen Verfahrens gefarbt. Ein
immunhistochemisch positives Resultat wurde nur bei einer eindeutig nuklearen Expression
des Markers angenommen. Hierfir wurden von jedem der 1039 Karzinomen unter
Berlicksichtigung von mindestens 500 Karzinomzellen der prozentuale Anteil positiver
Tumorzellen auf einer Skala von 0 bis 100 Prozent flr jeweils der TMA-Stanzprobe aus dem
zentralen Tumoranteil und der aus der Invasionsfront manuell ermittelt und ein prozentualer
Summengesamtwert errechnet. Verblindet zu den klinisch-pathologischen Angaben wurden
neben dem positiven Tumorzellanteil, die Farbeintensitat und das Expressionsmuster CDX2-
positiver Karzinomzellen, wie in Tabelle 4 und 5 dargestellt, evaluiert. Fir die weiterfihrende
statistische Analyse wurde schlie3lich die kontinuierliche Variable der prozentualen CDX2-
Expression der Karzinomzellen in eine zweigliedrige CDX2-Gruppenklassifikation
transformiert. Hierfir wurde der sog. Cutoff-Finder [263] verwendet (naheres siehe Kapitel

.Statistische  Auswertung“) und mittels diesem ein Cutoff-Wert zur CDX2-
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Gruppenklassifikation in CDX25k und CDX2nesatvischwach g der 10. Perzentile (entspricht 60%

positiver Tumorzellen) definiert.

AbschlieRend wurden die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse im Sinne der
Interobserver-Reliabilitat stichprobenartig in 150 Fallen von einem erfahrenen Pathologen
(Prof. Dr. med. Moritz Jesinghaus) verblindet reevaluiert und auf Konkordanz gepruft sowie
die Ergebnisse aus den TMAs anhand von 20 willkirlich gewéhlten CDX2-gefarbten ganzen
Tumorquerschnitten verglichen.

In der weiterfihrenden statistischen Analyse wurde die Assoziation der CDX2-Expression mit
den zentralen klinisch-pathologischen und morphologischen Kriterien gemafRl der WHO-
Klassifikation fir Tumoren des Verdauungstrakts (siehe entsprechende Kapitel dieser Arbeit)

untersucht und mit der Expression von SATB2 korreliert.

Tabelle 4: Einteilung zur Beurteilung des CDX2-Expressionsmusters kolorektaler Karzinome im TMA (modifiziert
nach [1]).

CDX2-

: Beschreibung Bild
Expressionsmuster

CDX2 wird in allen Zellen homogen
exprimiert mit allenfalls sehr
begrenzten Ausféllen in
Einzelzellen.

diffus

CDX2 wird geclustert exprimiert mit

Anteilen von CDX2-exprimierenden-

Zellen und Anteilen mit komplettem
CDX2-Expressionsausfall

heterogen

Der immunhistochemische
Nachweis féllt negativ aus; eine
Farbeintensitat lasst sich géanzlich
nicht nachweisen.

fehlend
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Tabelle 5: Einteilung zur Beurteilung der CDX2-Farbeintensitat kolorektaler Karzinomzellen im TMA (modifiziert
nach [1]).

CDX2-Farbeintensitat Beschreibung Bild

Farbeintensitat entspricht
stark weitestgehend deren von normalen
Mukosa-Epithelzellen.

Farbeintensitat ist im Vergleich zur
normalen Mukosa etwas reduziert,
aber dennoch leicht zu
identifizieren.

mittel

Farbeintensitat ist deutlich reduziert
im Vergleich zur normalen
Kolonmukosa, aber noch dezent
vorhanden.

schwach

Der immunhistochemische
Nachweis féallt negativ aus; eine
Farbeintensitat lasst sich ganzlich
nicht nachweisen.

fehlend
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4.1.2 Evaluation der SATB2-Expression

Die immunhistochemische Evaluation von SATB2 erfolgte weitestgehend analog zu der von
CDX2. Fur den immunhistochemischen Nachweis von SATB2 wurde eine vorverdinnte
Fertiglésung primarer monoklonaler Kaninchen-Antikérper der Firma Cell Marque (EP281,
Referenznummer: 384R, Cell Marque, USA) verwendet [264]. Auch hier wurde nur ein
eindeutig nukleares Signal als positives Testresultat eingestuft und der prozentuale Anteil
positiver Karzinomzellen bei einer Mindestanzahl von 500 evaluierten Tumorzellen als
Summengesamtwert auf einer Skala von O bis 100 Prozent aus den Ergebnissen der TMA-
Probestanze des zentralen Tumoranteils und der Invasionsfront gebildet.

Ebenfalls wurde neben dem prozentualen Anteil SATB2-positiver Karzinomzellen deren
Farbeintensitat und Expressionsmuster evaluiert (vergleiche hierzu Tabelle 6 und 7) sowie 150
willkdirlich ausgewahlten Falle von einem erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. med. Moritz
Jesinghaus) reevaluiert und auf Konkordanz der Ergebnisse tberprift sowie die Ergebnisse
aus den TMAs mit denen von 20 willkirlich gewdahlten SATB2-gefarbten ganzen
Tumorquerschnitten verglichen. Auch hier wurde der Cutoff-Finder [263] zur dichotomen
Gruppenbildung eingesetzt und ein Cutoff-Wert an der 20. Perzentile (entspricht 70% positiver
Tumorzellen) zur Festlegung der Expressionsgruppen SATB2%®% und SATB2nesatv/schwach
definiert.

Ahnlich der statistischen Analyse von CDX2 wurde die Assoziation der SATB2-Expression mit
den zentralen klinisch-pathologischen und morphologischen WHO-Kriterien ermittelt und

vergleichende Untersuchungen zur CDX2-Expression unternommen.
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Tabelle 6: Einteilung zur Beurteilung der SATB2-Farbeintensitat kolorektaler Karzinomzellen im TMA (modifiziert
nach [2]).

SATB2-Farbeintensitat Beschreibung Bild

Farbeintensitat entspricht
stark weitestgehend deren von normalen
Mukosa-Epithelzellen.

Farbeintensitat ist im Vergleich zur
normalen Mukosa etwas reduziert,
aber dennoch leicht zu
identifizieren.

mittel

Farbeintensitat ist deutlich reduziert
im Vergleich zur normalen
Kolonmukosa, aber noch dezent
vorhanden.

schwach

Der immunhistochemische
Nachweis féallt negativ aus; eine
Farbeintensitat lasst sich ganzlich
nicht nachweisen.

fehlend
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Tabelle 7: Einteilung zur Beurteilung des SATB2-Expressionsmusters kolorektaler Karzinome im TMA (modifiziert
nach [2]).

SATB2-

. Beschreibung Bild
Expressionsmuster

SATB2 wird in allen Zellen
homogen exprimiert mit allenfalls
sehr begrenzten Ausfallen in
Einzelzellen.

diffus

SATB2 wird geclustert exprimiert
mit Anteilen von SATB2-
heterogen exprimierenden Zellen und Anteilen
mit komplettem SATB2-
Expressionsausfall

Der immunhistochemische
Nachweis fallt negativ aus; eine
Farbeintensitat lasst sich ganzlich
nicht nachweisen.

fehlend

4.1.3 Evaluation des dMMR-Status

Zum Zweck der weiteren Stratifizierung in Subgruppen wurde neben den rein morphologischen
Kriterien zusatzlich noch eine immunhistochemische Analyse der vier MMR-Proteine MLH1,
MSH2, MSH6 und PMS2 an den vorliegenden TMAs als basaler molekularer Parameter zur
Bestimmung der generellen Histogenese eines KRK durchgefiihrt. Diese wurden &hnlich der
intestinalen Transkriptionsfaktoren CDX2 und SATB2 an einem vollautomatisierten IHC-
Farbesystem (VENTANA Benchmark XT, Ventana Medical Systems/ Roche Diagnostics
GmbH, Deutschland) immunhistochemisch gefarbt [265]. Nach initialer Entparaffinierung
wurden die TMAs fur MLH1, MSH2 und PMS2 Uber die Dauer von 60 Minuten und fir MSH6
fur die Dauer von 30 Minuten mit einem pH6-Citrat-Puffer hitzevorbehandelt und anschlieRend
mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. Hierzu wurden jeweils primare monoklonale
Maus-Antikorper verwendet (PMS2: anti-PMS2 (A16-4), Referenznummer: 760-5094,
Ventana Medical Systems/ Roche Diagnostics GmbH, USA, fertig verdinnt; MLH1: anti-MLH1
(M1), Referenznummer: 760-5091, Ventana Medical Systems/ Roche Diagnostics GmbH,
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USA, fertig verdinnt; MSH2: G219-1129, Referenznummer: 286M, Cell Marque, USA,
Verdinnung 1:100; MSH6: 44/MSH6, Referenznummer: 610918, BD Biosciences, USA,
Verdinnung 1:400)[266-269] und die Bindung der primaren Antikdrper mittels UltraView
Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems/ Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland) (Bestandteile: DAB-Inhibitor, HRP-Multimer, DAB-Chromogen, DAB-
Wasserstoffperoxid, Kupfer) nachgewiesen [270]. Eine Gegenfarbung erfolgte mit
Hamatoxylin. Analog zur Auswertung der intestinalen Transkriptionsfaktoren wurden auch hier
die TMAs mittels Slide-Scanner (Aperio AT 2, Leica Biosystems, Deutschland) digitalisiert
[260] und unter Zuhilfenahme der entsprechenden Viewing-Software (Aperio ImageScope,
Version 12.3.3, Leica Biosystems, Deutschland) manuell ausgewertet [261].

Eine dMMR/ MSI wurde angenommen, wenn sich insgesamt weniger als 10% der
Karzinomzellen positiv in den TMA-Stanzproben des zentralen Tumoranteils und der
Invasionsfront fir die Kombinationen MLH1/PMS2 oder MSH2/MSH6 zeigten. Da gezeigt
werden konnte, dass ein immunhistochemisch isolierter Ausfall von PMS2 oder MSH6 indikativ
fur eine dAMMR/MSI ist [271], wurden auch in unserer Studie isolierte Ausfélle dieser beiden
Marker als MSI betrachtet. Zusatzlich wurden in 50 Fallen die Ergebnisse der IHC-dMMR-
Analyse mit den Resultaten einer molekularen MSI-Testung einer vorangegangenen Studie,
welche unter Zuhilfenahme des empfohlenen Marker-Panels BAT25, BAT26, D5S346,
D2S123 und D17S250 erfolgte [272], verglichen und eine Ubereinstimmung von 100%

zwischen immunhistochemischer und molekularer Analyse festgestellt [11].

4.2 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurden zum Vergleich zweier Gruppen bei qualitativen bzw.
kategorialen ZielgréRen der x>Test nach Pearson sowie bei kleiner StichprobengréRe der
Exakte Test nach Fisher zur Signifikanztestung verwendet. Quantitative ZielgréRen wurden
zunachst auf ihre Normalverteilung hin mit dem Kolmogrov-Smirnov-Test Uberprift und in
diesem Falle mit dem t-Test flr unverbundene Stichproben ausgewertet. Um einen optimalen
Cutoff-Wert fir die Expression von SATB2 und CDX2 bei der Gruppendefinition zu ermitteln,
wurde der Cutoff-Finder, ein 6ffentlich zug&ngliches Biostatistik-Programm, angewandt [263].
Als Korrektur fur multiples Testen fand in geeigneten Féllen die Methode nach Bonferroni
Anwendung [273]. Bei der Untersuchung der Uberlebensdaten wurde fiir univariate Analysen
die Kaplan-Meier-Methode angewandt, wobei folgende Ereigniszeitrdume definiert wurden:

Als krankheitsspezifisches Uberleben/Disease Specific Survival (DSS) wurde der Zeitraum

von der histopathologischen Diagnosestellung bis hin zum tumorabhangigen Versterben des

Statistische Auswertung 47 |Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

Patienten bezeichnet. Das krankheitsfreie Uberleben/Disease Free Survival (DFS) beschreibt
die Zeit bis zum Auftreten eines loko-regionaren Rezidivs oder einer Fernmetastase und beim
Gesamtiiberleben/Overall survival (OS) wird das gesamte Uberleben bis zum Tod betrachtet,
unabhangig davon, ob er kausal mit der Tumorerkrankung in Verbindung steht oder nicht. Als
Endpunkte wurden die jeweiligen Ereignisse oder ein Verlust der Patientennachverfolgung
definiert, wobei im Falle Letzteren die Patiententiberlebensdaten auf den Zeitpunkt der letzten
Dokumentation in den oben beschriebenen Informationssystemen zensiert wurden. Generell
wurde die Uberlebensanalyse auf einen Nachsorgezeitraum von maximal 120 Monaten
begrenzt. Zur Signifikanztestung zwischen verschiedenen Vergleichsgruppen wurde in der
Uberlebensanalyse der Log-rank-Test eingesetzt. Bei multivariaten Uberlebenstests kam das
Cox-Proportional-Hazard-Model zum Einsatz und die Hazard-Ratio wurde mit dem

zugehorigen 95%-Konfidenzintervall geschatzt.

Um die beiden Expressionsverhalten von CDX2 und SATB2 auf eine evtl. Korrelation zu
Uberpriufen, wurde der Spearman-Korrelationstest angewandt, sowie die Interrate-Reliabilitat
und Konkordanz zwischen der Expressionsbestimmung am TMA und ganzen

Tumorquerschnitt mit dem k-Koeffizienten nach Cohen bestimmt.

Alle statistischen Tests wurden im Sinne des zweizeitigen Testverfahrens auf einem
Signifikanzniveau von < 5% (p < 0.05) unter Zuhilfenahme des Statistikprogramms SPSS,
Version 26 (SPSS Institute, Chicago, Illinois, USA) [274] durchgefiihrt.
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5. Ergebnisse
6.1 Allgemeine Charakteristika der untersuchten Kohorte

Wie in Tabelle 8 im Detail aufgelistet, waren von den insgesamt 1039 in der Kohorte
untersuchten Patienten 440 (42.3%) weiblich und 599 (57.7%) mannlich. Das mediane Alter
bei Erstdiagnose lag bei 69 Jahren, wobei Manner durchschnittlich frilher erkrankten als
Frauen (Median: 67. Lebensjahr vs. 69. Lebensjahr). Die Altersstruktur weist eine Spannweite
von 87 Jahren auf, wobei der jiingste Patient 9 Jahre und der alteste Patient 96 Jahre waren.
Der Grol3teil der Erkrankten fiel in die Altersgruppe der 61- bis 77-Jahrigen (siehe Abbildung
11). Hinsichtlich der Lokalisation verteilten sich die Karzinome annahernd anteilsgleich auf das
rechtsseitige (n=503, 48.4%) (Z6kum bis Kolon transversum) und das linksseitige Kolon
(n=536, 51.6%) (linke Kolonflexur bis Rektum). Der grofte Anteil der Patienten wurde
postoperativ hach der 8. Ausgabe der TNM-Klassifikation maligner Tumoren [6] dem UICC-
Stadium 1l (n=350, 33.7%) und Il (n=318, 30.6%) zugeordnet. Erwartungsgeman wurden die
meisten Karzinome mit knapp zwei Dritteln den klassischen Adenokarzinomen vom
kolorektalen Typ (Adenokarzinome NOS) (n=650, 62.6%) zugeordnet. Von den Subtypen
waren das Mikropapillare Karzinom mit tGber zehn Prozent der Pravalenteste (n=129, 12.4%).
Daneben waren in absteigender Reihenfolge der Haufigkeiten das Serratierte Adenokarzinom
(n=91, 8.7%), das Muzindse Adenokarzinom (n=88, 8.5%), das Adenom-ahnliche
Adenokarzinom (n=33, 3.2%), das Medullare Adenokarzinom (n=32, 3.1%), das
Siegelringzellige Karzinom (n=9, 0.8%) und die Gruppe der Neuroendokrinen Karzinome bzw.
gemischten adenoneuroendokrinen Karzinome (NEC/MANEC) (n=7, 0.7%) vertreten.
Beziglich der weiteren zentralen morphologischen Parameter wurden Uber zwei Drittel der
Karzinome als low-grade Karzinome (n=708, 68.1%) und Uber die Halfte als Bd1-Karzinome
(n=560, n=53.9%) klassifiziert. Uber 90% der Praparate wiesen zum Zeitpunkt der Operation
einen karzinomfreien Resektionsrand auf (n=960, 92.4%). Im Observationszeitraum erlitten
330 (31.8%) Patienten einen Progress bzw. ein Rezidiv und 411 Patienten (39.6%) verstarben.
Hierbei konnte in 301 Fallen (29.0%) eine Tumor-abhéngige Todesursache ausfindig gemacht
werden. Signifikante prognostische Aussagekraft in allen Uberlebensparametern konnte
neben den zentralen morphologischen Parametern (KRK-Subtyp, WHO-Grading, Tumour
Budding) auch fur die Parameter der Ausbreitungsdiagnostik (pTNM-Stadien, UICC-Stadien,
Resektionsstatus, Lymph-, Gefal3-, Perineuralscheideninvasion), dem Mikrosatellitenstatus
und den untersuchten intestinalen Transkriptionsfaktoren zugeschrieben werden, wahrend
hingegen das Alter nur beim Gesamtiiberleben sowie krankheitsspezfischen Uberleben

signifikante Prognosekraft besahs. Bei der Gruppenstratifizierung in Kolon und Rektum
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konnten in allen drei Uberlebensparametern keine signifikanten prognostischen Unterschiede
festgestellt werden (Kolon vs. Rektum: OS: 79.6 [1.7] vs. 76.2 [4.7] Monate, p=0.37; DSS: 88.2
[1.6] vs. 84.5 [4.7] Monate, p=0.32; DSF: 83.4 [1.8] vs. 74.6 [5.2] Monate, p=0.09).

Tabelle 8: Verteilung und Prognosewert der wesentlichen klinisch-pathologischen Parameter einschlieBlich der
Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 in der Gesamtkohorte (modifiziert nach [2]).

Mittleres Mittlere§ i Mittlgres i
Gesamtzahl n g — p-Wert krankh“eltsspezmsches p-Wert kraﬁkhellsfreles p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)
Alter <0.001 0.02 0.98
unter dem medianen Alter| 504 (48.5%) 86.4[2.2] 91.2[2.1] 82.4[2.3]
iiber dem medianen Alter| 535 (51.5%) 72.1[2.2] 84.2 [2.3] 82.7 [2.4]
Geschlecht 0.33 0.93 0.54
mannlich| 599 (57.7%) 78.1[2.1] 88.0 [2.0] 83.6 [2.2]
weiblich| 440 (42.3%) 80.7 [2.4] 87.4 (2.4) 81.0 [2.6]
Tumorlokalisation 0.26 0.83 0.93
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 503 (48.4%) 77.212.3] 87.1[2.3] 82.7 [2.4]
linksseitig (Desc/Sigm/Rekt)| 536 (51.6%) 81.1[2.1] 88.4 [2.1] 82.3[2.3]
pT <0.001 <0.001 <0.001
1| 79 (7.6%) 97.7[4.8] 115.5 [3.0] 109.8 [3.6]
2| 187 (18.0%) 92.8[3.2] 103.9[2.8] 100.0[3.1]
3| 578 (55.6%) 79.7[2.1] 88.3[2.1] 82.2[2.2]
4| 195 (18.8%) 57.2[3.7] 60.4 [3.8] 55.0 [4.0]
pN <0.001 <0.001 <0.001
0| 580 (55.8%) 89.0[1.9] 101.2 [1.7] 99.1[1.8]
1| 292 (28.1%) 75.7 [3.0] 81.0 [3.0] 73.2(3.2]
2| 167 (16.1%) 51.4[4.0] 54.6 [4.2] 42.6 [4.0]
pM <0.001 <0.001 <0.001
0| 887 (85.4%) 86.5[1.6] 96.3 [1.5] 91.1[1.7)
1| 152 (14.6%) 40.1[3.5] 42.7[3.7) 34.4 [3.6]
UICC-Stadium <0.001 <0.001 <0.001
1| 213 (20.5%) 96.6 [2.9] 111.1[2.1] 107.8 [2.4]
2| 350 (33.7%) 86.0 [2.6] 97.0 [2.4] 95.7 [2.6]
3| 318 (30.6%) 81.2[2.8] 87.2[2.8] 76.6 [3.1]
4| 158 (15.2%) 39.3[3.4] 41.83.6] 33.3[3.5]
Tumortyp (WHO) <0.001 <0.001 <0.001
Adenokarzinom NOS| 650 (62.6%) 83.7 [1.9] 92.5[1.9] 87.4[2.0]
Mikropapillares Adenokarzinom| 129 (12.4%) 53.6 [4.4] 56.2 [4.6] 47.3[4.5]
Serratiertes Adenokarzinom| 91 (8.7%) 78.4 [5.6] 87.7 [5.4] 84.4[5.6]
Muzinéses Adenokarzinom| 88 (8.5%) 76.5[5.5] 87.0 [5.6] 78.1[6.0]
Adenom-ahnliches Adenokarzinom| 33 (3.2%) 98.0 [6.4] 115.2 [3.5] 116.4 [3.5]
Medulléres Adenokarzinom| 32 (3.1%) 98.6 [7.2] 116.3 [3.6] 112.8 [4.9]
Siegelringzelliges Karzinom 9 (0.8%) 54.0 [22.5] 54.0 [22.5] 34.4[18.9]
MANEC/NEC 7 (0.7%) 18.0[8.2] 18.0[8.1] 15.8 [8.4]
WHO-Grade <0.001 <0.001 <0.001
low-grade| 708 (68.1%) 86.0[1.8] 95.2[1.7) 89.6 [1.9]
high-grade| 331 (31.9%) 65.4 [2.8] 72.6 [2.9] 67.8 [3.1]
Tumour Budding <0.001 <0.001 <0.001
Bd1l| 560 (53.9%) 97.8[1.7] 109.3 [1.3] 107.0 [1.5]
Bd2| 270 (26.0%) 70.5[3.1] 77.6 [3.1] 66.8 [3.3]
Bd3| 209 (20.1%) 41.0[3.1] 44.0 [3.4] 36.6 [3.4]
Resektionsstatus <0.001 <0.001 <0.001
RO| 960 (92.4%) 83.0[1.6] 92.4[1.5] 87.4[1.7]
R1| 49 (4.7%) 40.8(7.2] 42.3(7.4] 29.2[6.1]
R2| 30 (2.9%) 25.0 [4.5] 25.0 [4.5] 215[3.7)
LymphgefaRinvasion <0.001 <0.001 <0.001
LO| 508 (48.9%) 89.7 [2.0] 101.8[1.8] 100.6 [1.9]
L1| 531 (51.1%) 69.0 [1.6] 74.2[2.3] 65.2 [2.5]
VenengefaBinvasion <0.001 <0.001 <0.001
VO| 904 (87.0%) 83.7 [1.6] 93.4[1.6] 89.2 [1.7]
V1| 135 (13.0%) 48.7[4.3] 50.9 [4.4] 38.6 [4.1]
Perineuralscheideninvasion <0.001 <0.001 <0.001
Pn0| 956 (92.0%) 81.7 [1.6] 91.0 [1.6] 86.5[1.7]
Pnl| 83 (8.0%) 46.1[5.5] 47.2[5.6] 33.2 [5.0]
Mikrosatellitenstatus 0.01 0.001 <0.001
MSS| 877 (84.4%) 77.6 [1.7] 85.5[1.7] 80.0[1.8]
MSI| 162 (15.6%) 88.7 [3.8] 101.4 [3.3] 97.8[3.7]
SATB2-Subgruppe <0.001 <0.001 <0.001
SATB2-negativ/schwach| 231 (22.2%) 68.4 [3.6] 74.2[3.6] 68.0 [3.9]
SATB2-stark| 808 (77.8%) 82.2[1.7] 91.5[1.7] 86.3[1.8]
CDX2-Subgruppe 0.012 0.006 0.012
CDX2-negativ/schwach| 106 (10.2%) 67.9[5.6] 75.8[5.7) 70.4 [5.9]
CDX2-stark| 933 (89.8%) 80.4 [1.6] 89.1[1.6] 83.7[L.7]

Allgemeine Charakteristika der untersuchten Kohorte
50|Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

100 | 100
o Manner ' u ”
%0 4 — Frauen a0
85 ! ; 85
80 1 t - 80
75 I ‘ ' ] 75
70 ! ' | 70
65 8 65
60 5 60
55 2 55
50 7] 50
B
45 w 45
40 a 40
35 ) 35
| =
30 < 30
25 ‘ 25
20 (20
15 15
10 10
5 ’ 5
0! - » ‘o
70 60 50 40 30 20 10 0 0 10 20 30 40 50 60 70

Kohortenpopulation

Abbildung 10: Altersverteilung in der Kohortenpopulation bei Erstdiagnose eines Kolorektalen Karzinoms nach
Geschlecht stratifiziert (n=1039).

6.2 Statistische Auswertung von CDX2 als kolorektaler
Differenzierungsmarker

6.2.1 Deskriptive Statistik der Expression von CDX2

6.2.1.1 Expressionsverteilung von CDX2 in der Gesamtkohorte und CDX2-

Gruppenformation

Entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens wurde die Evaluation der CDX2-
Expression zunachst als kontinuierliche Variable vorgenommen und anschlie3end dichotom
in die Gruppen CDX2s@k ynd CDX2nesawvischwach Liassifiziert (siehe Abbildung 11). Hierbei
konnte der Grof3teil der Karzinome (bei angenommenem Cutoff-Wert an der 10. Perzentile)
der Gruppe der CDX2%®*-Karzinome (n=933, 89.8%) zugeordnet werden. Der Mittelwert
CDX2-positiver Karzinomzellen lag bei 91%, der Median bei 100%. Weit Uber Dreiviertel der
Karzinome (n=882, 84.9%) wiesen eine Expression in = 90% der Tumorzellen auf. In der
weiterfiihrenden Expressionsmuster-Analyse schienen sich sowohl die auf Grundlage der
CDX2-positiven Tumorzellen gebildeten CDX2-Gruppen als auch die Expressionsintensitat
invers zum Expressionsmuster zu verhalten. So fielen die allermeisten Karzinome in die
Gruppe der CDX2-stark und gleichzeitig diffus exprimierenden Tumoren (n=869, 83.6%),
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wahrend hingegen in keinem der Félle eine schwache, aber diffuse Expression festgestellt
werden konnte. Ebenfalls auffallig war, dass keines der CDX2nesatvischwach.Karzinome eine
starke Expressionsintensitat in den anteilig verbliebenen CDX2-positiven Tumorzellen zeigte.
In den schwécher exprimierenden Gruppen nahm dahingegen die Heterogenitat der
Expressionscluster mit Abnahme der
Expression: n=73, 60.3% vs. mittlere CDX2-Expression: n=44, 36.4% vs. starke CDX2-
Expression: n=4, 3.3%). Folglich war auch die Rate der heterogen CDX2 exprimierenden
Tumoren in der Gruppe der CDX2"egatvischwach_Gryppe hoher (n=93, 87.7%) als in der Gruppe

der CDX2s%k-Karzinome (n=28, 3.0%). Insgesamt erwiesen sich die meisten Tumoren als

Farbeintensitat deutlich zu (schwache CDX2-

diffus CDX2-exprimierend (n=905, 87.1%) und nur bei einem sehr geringen Anteil (n=13,
1.3%) fehlte die CDX2-Expression vollstandig. Tabelle 9 bis 11 verdeutlichen den
Zusammenhang zwischen CDX2-Gruppen, Expressionsmuster und Expressionsintensitat. Im
Sinne der Qualitatskontrolle wurde, wie im Kapitel ,Material und Methodik® beschrieben, die
Interrate-Reliabilitdt sowie Konkordanz zwischen der Expressionsbestimmung am TMA und
ganzen Tumorguerschnitt Uberprift, welche Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten (98%,
p<0.001, k-Wert nach Cohen: 0.84 bzw. 100%, p<0.001, k-Wert nach Cohen: 0.98).

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen CDX2-Expressionsgruppe und Expressionsmuster (modifiziert nach [1]).

Expressionsmuster
CDX2-Gruppe fehlend i heterogen diffus Gesamt p-Wert
CDinegativ/schwach 13 93 0 106
CDX2%'?'% 0 28 905 933| p<0.001
Gesamt 13 121 905 1039

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen CDX2-Expressionsgruppe und Expressionsintensitat (modifiziert nach [1]).

Expressionsintensitat
CDX2-Gruppe Gesamt -Wert
PP fehlend schwach mittel stark P
Csznegativ/SChwaCh 13 68 25 0 106
CDX25'% 0 5 55 873 033| p<0.001
Gesamt 13 73 80 873 1039
Tabelle 11: Zusammenhang zwischen CDX2-Expressionsmuster und Expressionsintensitat.
. Expressionsintensitat
Expressionsmuster Gesamt -Wert
P fehlend schwach mittel stark P
fehlend 13 0 0 0 13
heterogen 0 73 44 4 121
<0.001
diffus 0 0 36 869 905| P
Gesamt 13 73 80 873 1039
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Abbildung 11: Transformation des Anteils CDX2-exprimierender Karzinomzellen (hier links als Boxplot dargestellt)
in eine dichotome Klassifikation in eine CDX2s®k- und CDX2"egatvischwach_Gryppen an der 10. Perzentile (£ 60%
CDX2-positiver Karzinomzellen) mithilfe des Cutoff-Finders [263] (rechte Seite).

Die einzelnen Diagramme (rechts) verdeutlichen die Frequenz des prozentualen Anteils positiver Karzinomzellen
im Histogramm (oben), das Hazard Ratio in Abhéangigkeit vom Cutoff-Wert fir DSS (Mitte) sowie den
Uberlebensunterschied zwischen den gebildeten CDX2-Expressionsgruppen fiir DSS in Abhangigkeit vom Cutoff-
Wert (unten). Die rote Linie reprasentiert dabei jeweils den ermittelten optimalen Cutoff-Wert.

Expressionsverteilung von CDX2 in der Gesamtkohorte und CDX2-Gruppenformation
53 |Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

6.2.1.2 Expressionsverteilung von CDX2 nach Gruppenstratifizierung in zentrale

Diagnosekriterien der WHO
6.2.1.2.1 Kaorrelation der CDX2-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern

Hinsichtlich der CDX2-Expression scheint der Anteil der Karzinome, die der CDX2-defizienten
Gruppe zugeordnet werden kdnnen, mit Zunahme der lokalen Ausbreitung und der Invasivitat
des Tumors anzusteigen. Im pT4-Stadium lagen beispielsweise prozentual ca. 3-Mal so viele
CDX2negatvischwach_K arzinome (n= 28, 14.4%) vor als im pT2-Stadium (n=9, 4.8%). Bei der
Betrachtung des Nodalstatus und der Fernmetastasierung setzt sich dieser Trend in geringem
Umfang fort, wenngleich die Analyse in Bezug auf den pM-Status kein signifikantes Ergebnis
(p=0.193) lieferte. Dennoch waren Uber allen pTNM-Stadien die CDX2%®*-Karzinome der
weitaus haufiger vertretene Expressionstyp und CDX2nesaivischwach.Karzinome machten
insgesamt einen geringeren Anteil in den einzelnen Gruppen aus. Bei der Betrachtung der
UICC-Stadien wird dieses Verhalten in besonderem Ausmal3 noch einmal deutlich. So wurde
eine Zunahme von CDX2nresaivischwach_Karzinomen v.a. im Vergleich des UICC |-Stadiums zu
den Ubrigen weiter fortgeschrittenen UICC-Stadien deutlich, wéhrend hingegen eine Haufung
CDX2-defizienter Karzinome zwischen den UICC II- bis UICC IV-Stadien vergleichsweise
gering ausfiel (vergleiche Abbildung 12 (D)). Interessanterweise zeigte sich hinsichtlich der
lokalen GefaR3invasion nur bei Einbruch in Lymphgefa3en (p<0.001) und vendsen Gefal3en
(p=0.026) ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen CDX2-Gruppen, wahrend
hingegen eine perineurale Invasion das Signifikanzniveau nicht tGberschritt (p=0.351). Tabelle
12 und Abbildung 12 veranschaulichen weitere Details der CDX2-Gruppenverteilung. In
weiterfihrenden Analysen war dartiber hinaus die CDX2nesativiscwach.Gryppe gering signifikant
haufiger (p=0.027) mit einem Befall des Resektionsrandes (CDX2nesatvischwach jn R1/R2-
Karzinomen: n=11, 13.9% vs. in RO: n=95, 9.9%) assoziiert und zeigte eine starke signifikante
(p<0.001) Assoziation fiir das rechtsseitige Kolon (n=74, 14.7%) (vergleiche Abbildung 12 (E)).
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Abbildung 12: Verteilung der CDX2-Expressionsgruppen in der Gesamtkohorte (n=1039) bezogen auf die
Parameter der Ausbreitungsdiagnostik pT-Stadium (A), pN-Stadium (B), pM-Stadium (C), UICC-Stadien (D) sowie
die Lokalisation der Karzinome (E) (modifiziert nach [1]).
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Tabelle 12: Verteilung der CDX2-Expressionsgruppen in der Gesamtkohorte stratifiziert nach verschiedenen
klinisch-pathologischen und morphologischen Parametern (in Spaltenprozent) (modifiziert nach [1]).

Gesamtzahl CDX2 CDX2 p-Wert
n (%) negativ/schwach stark
1039 (100.0%) 106 (10.2%) 933 (89.8%)
Alter 0.002
unter dem medianen Alter| 504 (48.5%) 36 (34.0%) 468 (50.2%)
Uber dem medianen Alter| 535 (51.5%) 70 (66.0%) 465 (49.8%)
Geschlecht 0.002
mannlich| 599 (57.7%) 46 (43.4%) 553 (59.3%)
weiblich| 440 (42.3%) 60 (56.6%) 380 (40.7%)
pT 0.001
1| 79 (7.6%) 2 (1.8%) 77 (8.3%)
2| 187 (18.0%) 9 (8.5%) 178 (19.1%)
3| 578 (55.6%) 67 (63.2%) 511 (54.8%)
4| 195 (18.8%) 28 (26.4%) 167 (17.9%)
pN 0.006
0| 580 (55.8%) 46 (43.4%) 534 (57.2%)
1| 292 (28.1%) 33 (31.1%) 259 (27.8%)
2| 167 (16.1%) 27 (25.5%) 140 (15.0%)
pM 0.193
0| 887 (85.4%) 86 (81.1%) 801 (85.9%)
1| 152 (14.6%) 20 (18.9%) 132 (14.1%)
UICC-Stadium <0.001
1| 213 (20.5%) 5 (4.7%) 208 (22.3%)
2| 350 (33.7%) 40 (37.7%) 310 (33.2%)
3| 318 (30.6%) 40 (37.7%) 278 (29.8%)
4| 158 (15.2%) 21 (19.8%) 137 (14.7%)
Tumortyp (WHO) <0.001
Adenokarzinom NOS| 650 (62.6%) 39 (36.8%) 611 (65.5%)
Muzinéses Adenokarzinom| 88 (8.5%) 12 (11.3%) 76 (8.1%)
Siegelringzelliges Karzinom| 9 (0.9%) 0 (0.0%) 9 (1.0%)
Medulléares Adenokarzinom| 32 (3.1%) 17 (16.0 %) 15 (1.6%)
Mikropapillares Adenokarzinom| 129 (12.4%) 18 (17.0%) 111 (11.9%)
Serratiertes Adenokarzinom| 91 (8.7%) 13 (12.3%) 78 (8.4%)
Adenom-ahnliches Adenokarzinom| 33 (3.2%) 1 (0.9%) 32 (3.4%)
MANEC/NEC| 7 (0.7%) 6 (5.7%) 1 (0.1%)
WHO-Grade <0.001
low-grade| 708 (68.1%) 45 (42.5%) 663 (71.1%)
high-grade| 331 (31.9%) 61 (57.5%) 270 (28.9%)
Tumour Budding <0.001
Bd1| 560 (53.9%) 35 (33.0%) 525 (56.3%)
Bd2| 270 (26.0%) 31 (29.2%) 239 (25.6%)
Bd3| 209 (20.1%) 40 (37.7%) 169 (18.1%)
Resektionsstatus 0.027
RO| 960 (92.4%) 95 (89.6%) 865 (92.7%)
R1| 49 (4.7%) 10 (9.4%) 39 (4.2%)
R2| 30 (2.9%) 1 (0.9%) 29 (3.1%)
LymphgefaRinvasion <0.001
LO| 508 (48.9%) 34 (32.1%) 474 (50.8%)
L1| 531 (51.1%) 72 (67.9%) 459 (49.2%)
Veneninvasion 0.028
VO| 904 (87.0%) 85 (80.2%) 819 (87.8%)
V1| 135 (13.0%) 21 (19.8%) 114 (12.2%)
Perineurale Invasion 0.351
Pn0O| 956 (92.0%) 100 (94.3%) 856 (91.7%)
Pnl| 83 (8.0%) 6 (5.7%) 77 (8.3%)
Mikrosatellitenstatus <0.001
MSS| 877 (84.4%) 65 (61.3%) 812 (87.0%)
MSI| 162 (15.6%) 41 (38.7%) 121 (13.0%)
Tumorlokalisation <0.001
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 503 (48.4%) 74 (69.8%) 429 (46.0%)
linksseitig (Desc/Sigm/Rekt)| 536 (51.6%) 32 (30.2%) 504 (54.0%)
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6.2.1.2.2 CDX2-Expression unter Betrachtung der zentralen morphologischen
Parameter

CDX2-Expression in histomorphologischen Subtypen

Unter Betrachtung der morphologischen Varianten des KRK erwiesen sich, mit Ausnahme
weniger Subtypen, die meisten Karzinomtypen deutlich haufiger als Vertreter der CDX2s%-
Gruppe, wenngleich der Anteil CDX2"esatvischwach_K arzinome zwischen den einzelnen Subtypen
variierte. Besonders aufféllig ist hierbei, dass alle untersuchten Siegelringzelligen Karzinome
(n=9, 100.0%) und fast alle Adenom-ahnlichen Adenokarzinome (n=32, 97.0%) eine den
festgelegten Grenzwert Uberschreitende CDX2-Expression zeigten und der Gruppe der stark
CDX2-exprimierenden Karzinome zugeordnet werden konnten. Im Gegensatz dazu machten
sowohl in der Gruppe der Medullaren Adenokarzinome als auch in der Gruppe der
MANEC/NEC die als CDX2nesatvischwach_k|assifizierten Tumoren den GroRteil inrer Gruppe aus
(n=17, 53.1% bzw. n=6, 85.7%). Somit ist ein CDX2-Verlust sowohl mit prognhostisch benigne
verlaufenden Karzinomsubtypen als auch mit biologisch besonders aggressiven Subtypen
assoziiert. In Tabelle 12 und Abbildung 13 sind noch einmal die genauen Details der Verteilung

in den einzelnen KRK-Subtypen veranschaulicht.

p<0.001
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Abbildung 13: Verteilung der CDX2-Expressionsgruppen auf die Subtypen des Kolorektalen Karzinoms in der
Gesamtkohorte (n=1039) (modifiziert nach [1]).
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CDX2-Expression in den WHO-Grading-Gruppen p<0.001
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nahm der Anteil der CDX2nesatvischwach_ K RK  signifikant (p<0.001)
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und fortgeschrittenem WHO-Grad zu, obwohl sich auch hier der
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groRte Anteil der high-grade Karzinome als stark CDX2-
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exprimierend (n=270, 81.6%) darstellte. Vergleiche hierzu auch
Abbildung 14.

CDX2-negativ/schwach

Abbildung 14: Verteilung der
CDX2-Expressionsgruppen in
Bezug auf die WHO-Grading-
Gruppen (modifiziert nach [1]).

CDX2-Expression stratifiziert nach Tumour Budding-Aktivitét

500 p<0.001  Gleiches gilt fir das Tumour Budding, welches in Karzinomen

sy mit ausgepragter Budding-Aktivitat ebenfalls signifikant

(p<0.001) mit einer Haufung CDX2nresatvischwach.Karzinome

assoziiert war, jedoch auch hier selbst im Bd3-Stadium in der
89% CDX2negativischwach_\/ariante nur knapp ein Funftel der Tumoren
20 g darstellte (n=40, 19.1%) (siehe Abbildung 15 und Tabelle 12).
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Abbildung 15: Verteilung der CDX2-
Expressionsgruppen in Bezug auf
die Tumour Budding-Aktivitat der
Karzinome (modifiziert nach [1]).
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6.2.1.2.3 CDX2-Expression unter Betrachtung des Mikrosatellitenstatus

Um neben der Assoziation der rein morphologischen | —
prognostischen Parameter noch eine weitere basale s ik
molekularbiologische prognostische Variable zu untersuchen,
haben wir die Kohorte nach Mikrosatellitenstatus stratifiziert und
die Verteilung in den CDX2-Gruppen betrachtet. Hier zeigten

mikrosatelliteninstabile Karzinome eine deutlich signifikante

(p<0.001) und besonders stark ausfallende Assoziation zu 75%

CDX2-defizienten Karzinomen, sodass diese ein Viertel der ( = m =
MSI-Karzinome ausmachten (vergleiche Abbildung 16 und MSS MSI
Tabelle 12). VIIKROSATELLITENSTATUS
@ CDX2-stark
Abbilduﬁg\lle‘s‘: Vertellungder
CDX2-Expressionsgruppen

bezuglich Mikrosatellitenstatus
(modifiziert nach [1]).

6.2.2 Uberlebenszeitanalyse der Expression von CDX2 in univariaten

Analysen
6.2.2.1 Prognostische Relevanz der CDX2-Gruppen in der Gesamtkohorte

In der Gesamtkohorte unter Einschluss aller Karzinome zeigte sich - nach Bildung der CDX2-
Expressionsgruppen entsprechend des zuvor ermittelten Cutoff-Werts in univariaten
Uberlebensanalysen uber allen Uberlebensparametern (OS, DSS, DFS) - ein deutlich
signifikanter Unterschied zwischen den Expressionsgruppen (OS und DSF: p=0.012; DSS:
p=0.006). Bezogen auf das Gesamtiiberleben verliefen Karzinome der CDX2"egatvischwach mjt
einem durchschnittlichen Uberleben von 67.9 [5.6] Monaten prognostisch deutlich schlechter
als CDX2%-Karzinome mit einem mittleren Uberleben von 80.4 [1.6] Monaten. Hinsichtlich
des mittleren krankheitsspezifischen (CDX2%%%: 89.1 [1.6] Monate vs. CDX2nesatvischwach. 75 g
[5.7] Monate) und krankheitsfreien Uberlebens (CDX2s®k: 83.7 [1.7] Monate vs.
CDX2negativischwach: 70 4 [5.9] Monate) fielen der prognostische Vorteil einer starken CDX2-
Expression jeweils in etwa vergleichbar aus mit gering hoher signifikanten Ergebnissen fiir das
DSS. Abbildung 17 verdeutlicht noch einmal die prognostische Bedeutung der CDX2-
Expressionsgruppen jeweils fiir die einzelnen Uberlebensparameter in der Kaplan-Meier-

Analyse.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Uberlebensparameter OS (A), DSS (B) und DFS (C) in Kaplan-Meier-
Kurven bezogen auf die CDX2-Expressionsgruppen in der Gesamtkohorte (modifiziert nach [1]).

6.2.2.2 Prognostische Relevanz von CDX2 stratifiziert nach Parametern der

Ausbreitungsdiagnostik und UICC-Stadien

Nach Stratifizierung in UICC-Stadien konnte in keinem der Gruppen ein signifikanter
prognostischer Uberlebensvorteil fir CDX2%%-Karzinome festgestellt werden (vergleiche
Tabelle 13).

Tabelle 13: Univariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expression stratifiziert nach UICC-Stadien jeweils fiir die
Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [1]).

Mittleres Mittleres Mittleres

CDX2-Expressionsgruppen CresnlEE Gesamtiberleben  p-Wert krankh_t_eltsspenflsches p-Wert krapkheltsfreles p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben

[SD] (Monate) [SD] (Monate)

ulicc-Stadium | CDX2-negativ/schwach| 5 (2.3 %) 120.0 [0.0] 0.289 120.0 [0.0] 0.518 120.0 [0.0] 0.465
CDX2-stark| 208 (97.7 %) 96.2 [2.9] 110.9 [2.1] 107.6 [2.4]

uicC-Stadium Il CDX2-negativ/schwach| 40 (11.4 %) 79.9[8.9] 0.492 94.7[8.4] 0.644 93.0 [8.3] 0.767
CDX2-stark| 310 (88.6 %) 86.7 [2.8] 97.2[2.6] 96.0[2.7]

uicc-Stadium Iil CDX2-negativ/ischwach| 40 (12.6 %) 69.7 [8.8] 0.117 75.5[9.1] 0.108 63.6[9.3] 0.07
CDX2-stark| 278 (87.4 %) 82.6 [3.0] 88.8[2.9] 78.4[3.2]

uIcC-Stadium IV CDX2-negativ/schwach| 21 (13.3 %) 28.7[9.4] 0.105 33.1[10.8] 0.131 30.9 [10.5] 0.342
CDX2-stark| 137 (86.7 %) 40.8[3.6] 43.2[3.9] 33.9[3.7]

6.2.2.3 Prognostische Relevanz von CDX2 in Gruppen der zentralen morphologischen

Parameter

Prognostische Relevanz von CDX2 in histomorphologischen Subtypen

Unter Betrachtung der zentralen morphologischen Parameter konnte nur in der Gruppe der
Adenokarzinome NOS (exemplarisch DSS: p=0.001), nicht jedoch in den speziellen
morphologischen Subtypen, ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CDX2-
Expressionsgruppen festgestellt werden (siehe Tabelle 14). Einzige Ausnahme hiervon bildet
jedoch die Gruppe der MANEC/NEC (exemplarisch DSS: p=0.014). Die Adenokarzinome NOS

Prognostische Relevanz von CDX2 stratifiziert nach Parametern der Ausbreitungsdiagnostik und UICC-
Stadien 60| Seite
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machten den groften Anteil der Gesamtkohorte aus und sollten somit auch fir den
prognostischen Effekt der CDX2-Expression in der Gesamtkohorte von entscheidender
Bedeutung sein (vergleiche Tabelle 8 und 14). In der Gruppe der MANEC/NEC konnte zwar
ein statistisch signifikanter Unterschied konstatiert werden, jedoch sollte das Ergebnis
aufgrund der geringen Fallzahl kritisch vor dem Hintergrund eines Bias aufgrund der
Probenmenge betrachtet werden [275], zumal die Gruppe der MANEC/NEC generell mit einer

infausten Prognose assoziiert ist (siehe Tabelle 8 und Tabelle 14).

Tabelle 14: Univariate Analyse der CDX2-Expression in den einzelnen histologischen Subtypen des Kolorektalen
Karzinoms jeweils fur die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [1]).

Mittleres Mittleres Mittleres

CDX2-Expressionsgruppen Cesamzall Gesamtuberleben p-Wert krankh__eltsspenflsches p-Wert krapkheltsfreles p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben

[SD] (Monate) [SD] (Monate)

Adenokarzinom NOS CDX2-negativ/schwach| 39 (6.0 %) 62.81[9.2] 0.005 70.0 [9.6] 0.001 70.7 [10.0] 0.038
CDX2-stark| 611 (94.0 %) 84.9 [2.0] 93.8[1.9] 88.3[2.1]

Muzinéses Adenokarzinom CDX2-negativ/schwach| 12 (13.6 %) 67.8[18.3] 0.383 73.9[19.1] 0.211 48.1[16.2] 0.069
CDX2-stark| 76 (86.4%) 77.7[5.7] 88.7 [5.8] 82.2[6.3]
Siegelringzelliges Karzinom CDX2-negativ/schwach 0 (0 %) keine Falle keine Falle keine Falle
CDX2-stark| 9 (100 %) 54.0 [22.5] 54.0 [22.5] 34.4[18.9]

Medullares Karzinom CDX2-negativ/schwach| 17 (53.1 %) 95.1[10.9] 0.673 120.0[0.0] 0.337 112.7 [7.0] 0.977
CDX2-stark| 15 (46.9 %) 101.5 [9.4] 112.9 [6.8] 112.9 [6.8]

Mikropapillares Adenokarzinom CDX2-negativ/schwach| 18 (14.0 %) 39.5[12.3] 0.155 39.5[12.3] 0.096 33.0[11.9] 0.046
CDX2-stark| 111 (86.0 %) 55.5 [4.7] 58.5 [4.9] 49.5[4.8]

Serratiertes Karzinom CDX2-negativ/schwach| 13 (14.3 %) 83.6 [14.3] 0.751 91.8 [14.0] 0.603 90.6 [14.5] 0.477
CDX2-stark| 78 (85.7 %) 77.4[6.1] 86.5 [5.9] 82.8[6.1]

Adenom-ghnliches Karzinom CDX2-negativ/schwach| 1 (3.0 %) 120.0 [0.0] 0.472 120.0[0.0] 0.725 120.0 [0.0] 0.853
CDX2-stark| 32 (97.0 %) 97.1[6.6] 114.9 [3.6] 116.4 [5.0]

MANEC/NEC CDX2-negativ/schwach| 6 (85.7 %) 20.9[9.0] 0.014 20.9[9.0] 0.014 18.3[9.4] 0.014
CDX2-stark| 1 (14.3 %) 1.0 [0.0] 1.0 0.0] 1.0 [0.0]

Prognostische Relevanz von CDX2 in den WHO-Grading-Gruppen und stratifiziert
nach Tumour Budding-Aktivitat

Weiter konnte sowohl in den WHO- (siehe Tabelle 15) als auch in den Tumour Budding-
Gruppen (siehe Tabelle 16) kein signifikanter prognostischer Gruppenunterschied beziiglich

der CDX2-Expression in univariaten Analysen festgestellt werden.

Tabelle 15: Univariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expressionsgruppen firr die Parameter OS, DSS und
DFS in WHO-Grading-Gruppen (modifiziert nach [1]).

Mittleres Mittleres Mittleres

CDX2-Expressionsgruppen Gesamtzahl n Gesamtuberleben  p-wert krankh§|tssp52|f|sches p-Wert kragkhensfraes p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben

[SD] (Monate) [SD] (Monate)

WHO low-grade Karzinome CDX2-negativ/schwach| 45 (6.4 %) 79.5[8.7] 0.165 86.7 [8.8] 0.107 76.51[9.2] 0.074
CDX2-stark| 663 (93.6 %) 86.5 [1.9] 95.8 [1.8] 90.4 [2.0]

WHO high-grade Karzinome CDX2-negativ/schwach| 61 (18.4 %) 60.9 [7.0] 0.513 68.7 [7.3] 0.546 66.2 [7.6] 0.76
CDX2-stark| 270 (81.6 %) 66.4[3.1] 73.5[3.2] 67.9[3.4]

Prognostische Relevanz von CDX2 in Gruppen der zentralen morphologischen Parameter
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Tabelle 16: Univariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expression stratifiziert nach Tumour Budding-Aktivitat
jeweils fur die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [1]).

Mittleres Mittleres Mittleres

CDX2-Expressionsgruppen Sesanzail Gesamtuberleben p-Wert krankh?ltsspezmsches p-Wert krawkheltsfreles p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben

[SD] (Monate) [SD] (Monate)

Bd1-Karzinome (0-4 buds) CDX2-negativ/ischwach| 35 (6.3 %) 95.4[8.2] 0.915 108.8[6.1] 0.993 103.6 [7.4] 0.724
CDX2-stark| 525 (93.7 %) 98.0 [1.8] 109.4 [1.4] 107.1[1.6]

Bd2-Karzinome (5-9 buds) CDX2-negativ/schwach| 31 (11.5 %) 71.1[9.8] 0.865 81.9 [10.0] 0.676 78.7[10.3] 0.277
CDX2-stark| 239 (88.5 %) 70.5[3.3] 77.1[3.3] 65.4 [3.5]

Bd3-Karzinome (210 buds) CDX2-negativ/schwach| 40 (19.1 %) 41.2[8.1] 0.611 44.3[8.8] 0.555 37.6[8.4] 0.699
CDX2-stark| 169 (80.9 %) 41.2 [3.4] 44.3[3.6] 36.3 [3.6]

6.2.2.4 Prognostische Relevanz von CDX2 stratifiziert nach Mikrosatellitenstatus

Unter Berucksichtigung des Mikrosatellitenstatus spiegelte sich der bereits in der
Gesamtkohorte ermittelte Uberlebensvorteil fiur CDX2 stark exprimierende Karzinome in
besonders signifikantem MaR fur die Gruppe der MSS-Karzinome in allen univariaten
Uberlebensanalysen wider (OS: CDX2s@k: 78.7 [1.8] Monate vs. CDX2negatvischwach: 53 3 [7 1]
Monate, p=0.009; DSS: CDX2%@: 87.0 [1.7] Monate vs. CDX2nesatvischwach: 66 5 [7.2] Monate,
p<0.001; DFS: CDX2%:81.4 [1.9] Monate vs. CDX2nesatvischwach: () g [7.3] Monate, p=0.001).
Fur MSI-Karzinome konnte hingegen zwar ein langeres Uberleben der CDX2%%-Karzinome
nachgewiesen werden, jedoch konnte fiir keines der Uberlebensparameter ein statistisch
signifikanter Unterschied bezuiglich des Uberlebens zwischen den CDX2-Expressionsgruppen
festgestellt werden (OS: CDX2s: 92.7 [4.1] Monate vs. CDX2nesatvischwach: 75 6 [8.8] Monate,
p=0.069; DSS: CDX2%%: 104.1 [3.5] Monate vs. CDX2negatvischwach: 93 1 [8.3] Monate, p=0.214;
DFS: CDX2%@; 100.5 [3.9] Monate vs. CDX2negatvischwach: 88 2 18 9] Monate, p=0.189) (siehe
Abbildung 18).

Prognostische Relevanz von CDX2 stratifiziert nach Mikrosatellitenstatus
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der univariaten Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier der CDX2-
Expressionsgruppen stratifiziert nach MSI- (A, C, E) und MSS- (B, D, F) Karzinomen jeweils fur die Parameter OS,
DSS und DFS (modifiziert nach [1]).
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6.2.2.5 Prognostische Relevanz von CDX2 nach Tumorlokalisation

Nach Unterteilung der Kohorte in rechtsseitige und linksseitige KRK konnte ein signifikanter
Uberlebensvorteil der CDX2%%k-Karzinome gegeniiber der CDX2"egatvischwach_Gryppe (iber allen
Uberlebensparametern (OS: CDX2s®k: 83.1 [2.2] Monate vs. CDX2negatvischwach: 44 1 [9 9]
Monate, p<0.001; DSS: CDX25%@%; 90.7 [2.1] Monate vs. CDX2negatvischwach: 46 2 [10.2] Monate,
p<0.001; DFS: CDX2%%@: 84.5 [2.3] Monate vs. CDX2negatvischwach: 47 5110.9] Monate, p<0.001)
im linksseitigen KRK festgestellt werden, wahrend hingegen im rechtsseitigen KRK fur keinen
der Uberlebensparametern (OS: CDX2s%@: 77.2 [2.5] Monate vs. CDX2nesatvischwach: 76 6 [6.4]
Monate, p=0.77; DSS: CDX2stk; 81.2 [2.5] Monate vs. CDX2nesatvischwach: 86 9 [6.3] Monate,
p=0.802; DFS: CDX2%@; 83.1 [2.6] Monate vs. CDX2negativischwach. 80 1 [6.6] Monate, p=0.759)
ein signifikantes Niveau erreicht werden konnte. Vergleiche hierzu auch die univariate

Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier in Abbildung 19.

Nach weiterfihrender Stratifizierung der Mikrosatelliten-Gruppen nach ihrer Lokalisation
zeigte sich sowohl in der Gruppe der MSS-, als auch der Gruppe der MSI-Karzinome ein
signifikant prognostisch ginstiger Krankheitsverlauf der CDX2s%%k-Karzinome gegeniiber der
CDX2negativischwach_Gryppe fiir linksseitige Karzinome in allen Uberlebensparametern (MSS: OS/
DSS/ DFS: jeweils p<0.001 vs. MSI: OS und DSS: p=0.011, DFS: p=0.004), wahrend hingegen
fur rechtsseitige Karzinome in beiden Mikrosatelliten-Gruppen kein signifikanter

Uberlebensvorteil nachgewiesen werden konnte (vergleiche Tabelle 17).

Tabelle 17: Univariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expressionsgruppen fiir jeweils MSS- und MSI-Karzinome
des rechtsseitigen und linksseitigen Kolorektalen Karzinoms (modifiziert nach [1]).

Mittleres Mittleres Mittleres
DR E ST Gesamtzahl n Gesamtiiberleben  p-Wert krankhgllsspezlflsches p-Wert krankheitsfreies p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)
Gesamtkohorte CDX2-negativischwach| 65 (7.4 %) 63.3[7.1] 0.009 66.5[7.2] <0.001 60.9(7.3] 0.001
CDX2-stark| 812 (92.6 %) 78.7[1.8] 87.0[17] 81.4[1.9]
MSS-Karzinome Rec"(‘zssf/'/:f;ff;:s‘?ome CDX2-negativischwach| 38 (10.4 %) 74.5[9.0] 0.926 77.8[9.1] 0.461 69.6[9.2] 0.429
CDX2-stark| 328 (89.6 %) 72.6[2.9] 81.6[2.9] 775[3.1]
L‘"f;:f'c‘}gf E?éﬂ?ﬁme CDX2-negativ/schwach| 27 (5.3 %) 26.1[10.4] <0.001 48.4[10.8] <0.001 49.8[11.4] <0.001
9 CDX2-stark| 484 (94.7 %) 82.9[2.2] 90.6[2.2] 84.0[2.4]
Gesamtkohorte CDX2-negativischwach| 41 (25.3 %) 75.6 [8.8] 0.069 93.1(8.3] 0.214 88.2 8.9] 0.189
CDX2-stark| 121 (74.7 %) 92.7[4.1] 104.1[3.5] 100.5 [3.9]
MSl-Karzinome Recy‘(lzfz';f:/f::gome CDX2-negativischwach| 36 (26.3 %) 79.3[8.9] 0.135 98.4[7.9] 03 93.5[8.7] 0.388
CDX2-stark| 101 (73.7 %) 93.8[4.6] 107.0[3.7] 102.2[4.2]
L‘"f;:ﬁ'c‘,'gf r':‘&l‘;':t‘;me CDX2-negativ/schwach| 5 (20.0 %) 10.7 [4.1] 0.011 10.7 [4.1] 0.011 10.7 (4.1] 0.004
J CDX2-stark| 20 (80.0 %) 88.1[10.3] 93.0[0.8] 92.5[10.6]

Prognostische Relevanz von CDX2 nach Tumorlokalisation
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der univariaten Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier der CDX2-
Expressionsgruppen stratifiziert nach Tumorlokalisation jeweils fur die Parameter OS (A, B), DSS (C, D) und DFS

(E, F) (modifiziert nach [1]).
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6.2.3  Multivariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expression

In multivariaten Analysen unter Berlcksichtigung von Alter, Geschlecht, Resektionsstatus,
UICC-Stadium, WHO-Grade, KRK-Subtypen und CDX2-

Expressionsgruppen konnte der CDX2-Expression in der Gesamtkohorte keinen

Mikrosatellitenstatus,

prognostischen Wert als wunabhangige Variable im Gegensatz zur univariaten
Uberlebenszeitanalyse zugeschrieben werden (OS: p=0.913; DSS: p=0.719; DFS: p=0.899)
(siehe exemplarisch Abbildung 20).

Gesa;:/:)za"‘ z HR (DSS) 95%Konfidenzintervall p-Wert
1039 (100%)
CDX2-Subgruppe ‘ 0.719
CDXa-stark| 933 (89.8%) 1.00 Referenz
cox: 106 (10.2%) T 107 [0.73-157]
Tumortyp (WHO) 0.058
Adenokarzinom NOS| 650 (62.6%) L 4 1.00 Referenz
Muzinsses Adenokarzinom| 88 (8.5%) L S 1.06 [0.68-1.65]
Siegelringzeliges Karzinom| 9 (0.8%) 101 0.36-2.85]
Medullares Adenokarzinom| 32 (3.1%) 0.14 [0.02-1.07]
Mikropapilldres Adenokarzinom| 129 (12.4%) —— 0.90 0.66-1.21]
Serratiertes Adenokarzinom| 91 (8.7%) L R ol 113 [0.73-1.75]
Adenom-ahnliches Adenokarzinom| 33 (3.29) 0.70 0.17-2.90]
MANEC/NEC| 7 (0.7%) — 231 [0.87-6.12)
Tumour-Budding <0.001
Bd1| 560 (53.9%) > 1.00 Referenz
Bd2| 270 (26.0%) 317 [2.25-4.47)
Bd3| 209 (20.1%) 6.72 [4.62-9.77]
WHO-Grade 0,019
low-grade| 708 (68.1%) L 4 1.00 Referenz
high-grade| 331 (31.9%) —— 1.35 [1.05-1.73]
ulIcC-Stadium <0.001
1| 213 (20.5%) 4 1.00 Referenz
2| 350 (33.7%) e 1.65 [0.99-2.76]
3| 318 (30.6%) - 174 1.04-2.90]
4| 158 (15.2%) 4.04 [2.35-6.94]
Geschlecht 0.327
weiblich| 599 (57.7%) L 3 1.00 Referenz
ménniich| 440 (42.3%) o 113 0.89-1.44]
Resektionsstatus 0.001
Ro| 960 (92.4%) ¢ 1.00 Referenz
R1/2| 79 (7.6%) et 1.43 [117-1.77)
Tumorlokalisation 0,501
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 503 (48.4%) L 1.00 Referenz
linksseitig (D )| 536 (51.6%) > 1.00 0.85-1.39]
Alter 0.011
unter dem medianen Alter| 504 (48.5%) ¢ 1.00 Referenz
iber dem medianen Alter| 535 (51.5%) — 137 [1.07-1.74]
Mikrosatellitenstatus 0.991
MSI| 162 (15.6%) < 1.00 Referenz
MSS| 877 (84.4%) + 1.00 [0.63-1.59]
100 201

Abbildung 20: Multivariate krankheitsspezifische Uberlebenszeitanalyse (DSS) in der Gesamtkohorte unter
Einschluss der Parameter CDX2-Expression, KRK-Subtypen, Tumour Budding, WHO-Grade, UICC-Stadium, Alter,
Geschlecht, Resektionsstatus und Mikrosatellitenstatus (modifiziert nach [1]).
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Dies anderte sich auch nicht nach weiterfihrender Betrachtung in den Subgruppen stratifiziert

nach MSS-Status, Tumorlokalisation oder in Tumoren des UICC IllI-Stadiums (siehe

exemplarisch Abbildung 21 fir UICC IlI-Karzinome).

Sla‘::fﬁ ‘r“"(%) HR (DSS) 95%-Konfidenzintervall p-Wert
318 (100%)
CDX2-Subgruppe 0.764
CDX2-stark| 278 (87.4%) L 1.00 Referenz
cDX: 40 (12.6%) — 111 [0.56-2.18]
Tumortyp (WHO) 0.004
Adenokarzinom NOS| 180 (56.6%) L 2 1.00 Referenz
Muzingses Adenokarzinom| 27 (8.5%) 1 055 [0.16-1.87]
Siegelringzeliges Karzinom| 6 (1.9%) f— 232 [0.65-8.27]
Medulldres Adenokarzinom| 16 (5.0%) 023 [0.03-1.90]
Mikropapillares Adenokarzinom| 52 (16.4%) S 073 [0.42-1.27]
Serratiertes Adenokarzinom| 32 (10.1%) — 0.97 [0.48-1.96]
Adenom-ahniiches Adenokarzinom| 2 (0.6%) 0.00 [0.00- >30]
MANEC/NEC| 3 (0.9%) 5.24 [1.08-25.44]
Tumour-Budding <0.001
Bd1| 135 (42.5%) L 2 1.00 Referenz
Bd2| 108 (34.0%) — 3.42 [1.80-6.48]
Bd3| 75 (23.6%) [ — a— 6.10 [3.10-12.11]
WHO-Grade 0.031
low-grade| 198 (62.3%) L 4 1.00 Referenz
high-grade| 120 (37.7%) — 1.63 [1.05-2.54]
Geschlecht 0.574
weiblich| 179 (56.3%) L J 1.00 Referenz
ménnlich| 139 (43.7%) — 1 114 [0.73-1.77]
Resektionsstatus 0.002
RO| 309 (97.2%) ¢ 1.00 Referenz
R12| 9 (2.8%) 262 [1.42-4.83]
Tumorlokalisation 0.452
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 158 (49.7%) < 1.00 Referenz
linksseitig (D )| 160 (50.3%) — 0.84 [0.52-1.34)
Alter 0128
unter dem medianen Alter| 154 (48.4%) ¢ 1.00 Referenz
ber dem medianen Alter| 164 (51.6%) [ — 1.42 [0.90-2.24]
Mikrosatellitenstatus. 0.987
MSI| 46 (14.5%) 1.00 Referenz
MSS| 272 (85.5%) — 0.99 [0.47-2.12]
003 030 100 300

Abbildung 21: Multivariate krankheitsspezifische Uberlebenszeitanalyse (DSS) in UICC lll-Karzinomen unter
Einschluss der Parameter CDX2-Expression, KRK-Subtypen, Tumour Budding, WHO-Grade, Alter, Geschlecht,
Resektionsstatus und Mikrosatellitenstatus (modifiziert nach [1]).
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6.3 Statistische Auswertung von SATB2 als kolorektaler
Differenzierungsmarker

6.3.1 Deskriptive Statistik der Expression von SATB2

6.3.1.1 Expressionsverteilung von SATB2 in der Gesamtkohorte und SATB2-

Gruppenformation

Analog zur Evaluation der CDX2-Expression wurde auch bei der SATB2-Expressionsanalyse
zunachst eine kontinuierliche Expressionsvariable bestimmt und anschlieBend in eine
dichotome Expressionsklassifikation transformiert (siehe Abbildung 22). Hierbei konnte der
Grol3teil der Karzinome (bei angenommenem Cutoff-Wert an der 20. Perzentile) der Gruppe
der Karzinome mit starker Expression von SATB2 in Bezug auf die Anzahl der SATB2-
positiven Tumorzellen (n=808, 77.8%) zugeordnet werden, wobei nahezu zwei Drittel der
Karzinome (n=679, 65.4%) eine Expression in 2 90% der Tumorzellen zeigten. Im Mittel waren
81% der Tumorzellen SATB2-positiv, der Median lag bei 95%. In der weiterfihrenden
Expressionsmuster-Analyse erwiesen sich die meisten Tumoren als diffus und gleichzeitig
stark SATB2-exprimierend (n=623, 60.0%) und nur ein geringer Anteil der diffus-
exprimierenden Tumoren (n=16, 1.5%) konnte der Gruppe der SATB2esatvischwach_K arzinome
zugeordnet werden. Anteilig war die Rate der heterogen SATB2-exprimierenden Tumoren in
der Gruppe der SATB2resawviscwach.Gryppe hoher (n=155, 67.1%) als in der Gruppe der
SATB2s%k-Karzinome (n=185, 22.9%), jedoch zeigten dennoch ca. ein Drittel aller
untersuchten KRK (n=340, 32,7%) ein heterogenes Expressionsmuster. Obwohl fur die
Gruppenbildung in stark- und schwach/fehlend- SATB2-exprimierende KRK ausschlie3lich der
prozentuale Anteil SATB2 exprimierender Tumorzellen herangezogen wurde, fielen v.a.
SATB2"esatvischwach_Karzinome hinsichtlich der Expressionsintensitat auffallend haufig in die
Gruppe der Karzinome mit schwacher (n=118, 51.1%) oder mittelgradiger (n=48, 20.8%)
Intensitat. SATB2@-Karzinome waren im Vergleich hierzu deutlich seltener schwach (n=27,
3.3%) oder mittelgradig (n=164, 15.8%) geféarbt. Insgesamt prasentierte sich somit die Gruppe
der SATB2nesatvischwach_Karzinome haufiger mit einem heterogenen Expressionsmuster und
einer schwachen bis fehlenden Expressionsintensitéat als ihre SATB2-stark exprimierende
Vergleichsgruppe. Zum genaueren Vergleich siehe hierzu auch Tabellen 18 bis 20. Auch hier
wurde im Sinne der Qualitatskontrolle die Interrate-Reliabilitat sowie Konkordanz zwischen der
Expressionsbestimmung am TMA und ganzen Tumorqguerschnitten tberprift, welche sich auf
98%, p<0.001, k-Koeffizient nach Cohen: 0.95 bzw. 95%, p<0.001, k-Koeffizient nach Cohen:
0.88 beliefen.

Statistische Auswertung von SATB2 als kolorektaler Differenzierungsmarker
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Cutoff = 70% SATB2-positiver Karzinomzellen
77.8% = 70% SATB2-positiver Karzinomzellen
18.2% < 70% SATB2-positiver Karzinomzellen
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Abbildung 22: Transformation des Anteils SATB2-exprimierender Karzinomzellen (hier links als Boxplot dargestellt)
in eine dichotome Klassifikation in eine SATB2s®k- und SATB2nesativischwach_Gryppen an der 20. Perzentile (2 70%
SATB2-positiver Karzinomzellen) mithilfe des Cutoff-Finders [263] (rechte Seite).

Die einzelnen Diagramme (rechts) verdeutlichen die Frequenz des prozentualen Anteils positiver Karzinomzellen
im Histogramm (oben), das Hazard Ratio in Abh&ngigkeit vom Cutoff-Wert fir DSS (Mitte) sowie den
Uberlebensunterschied zwischen den gebildeten CDX2-Expressionsgruppen fir DSS in Abhangigkeit vom Cutoff-
Wert (unten). Die rote Linie reprasentiert dabei jeweils den ermittelten optimalen Cutoff-Wert.
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Tabelle 18: Zusammenhang zwischen SATB2-Expressionsgruppe und Expressionsmuster (modifiziert nach [2]).

Expressionsmuster
SATB2-Gruppe fehlend ] heterogen diffus Gesamt p-Wert
SATB 2negativ/schwach 60 155 16 231
SATB2°'"* 0 185 623 808| p<0.001
Gesamt 60 340 639 1039

Tabelle 19: Zusammenhang zwischen SATB2-Expressionsgruppe und Expressionsintensitét (modifiziert nach

[2]).
SATB2-Gruppe Expressionsintensitét Gesamt Wert
i fehlend schwach mittel stark P
SATanegativlschwach 60 118 48 5 231
SATB2°'** 0 27 164 617 808| p<0.001
Gesamt 60 145 212 622 1039
Tabelle 20: Zusammenhang zwischen SATB2-Expressionsmuster und Expressionsintensitét.
Expressionsmuster SRl Gesamt -Wert
P fehlend schwach mittel stark P
fehlend 60 0 0 0 60
heterogen 0 122 113 105 340
<0.001
diffus 0 23 99 517 639] P
Gesamt 60 145 212 622 1039

Expressionsverteilung von SATB2 in der Gesamtkohorte und SATB2-Gruppenformation
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6.3.1.2 Expressionsverteilung von SATB2 nach Gruppenstratifizierung in zentrale

Diagnosekriterien der WHO
6.3.1.2.1 Kaorrelation der SATB2-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern

Betrachtet man die gangigen Parameter der Ausbreitungsdiagnostik in der
histopathologischen Begutachtung von Tumoren, konnten wir feststellen, dass
SATB2nesatvischwach KRK nicht nur haufiger mit einem fortgeschrittenen lokalem Tumorstadium
einhergehen, sondern auch eine hohere Tendenz =zur Invasion und systemischen
Metastasierung zeigten. So konnten in dieser Gruppe fast ein Drittel der Karzinome dem pT4-
Stadium (n=67, 29.0%) zugeordnet werden, wahrend in der SATB2s-Vergleichsgruppe nicht
einmal ein Funftel der KRK diesem Stadium zugeteilt werden konnte (n=128, 15.8%). Darlber
hinaus fielen weit Uber die Halfte der SATB2nevatvischwach_K arzinome nodal-positiv aus (n=134,
58.0%) und ein Viertel (n=57, 24.7%) manifestierte sich mit Fernmetastasen. Dieses Verhalten
spiegelte sich folglich auch bei der Pravalenz SATB2nesatvischwach. KRK in fortgeschrittenen
UICC-Stadien wider (UICC IV-Stadium: SATB2nesatvischwach: n=59 25 504 vs. SATB25%: n=99,
12.3%). Auch die lokale Invasion in Lymphgefal3en (n=157, 68.0%), ventsen GefalRen (n=52,
22.5%) und perineural (n=31, 13.4%) wurde in SATB2"esavschwach.Tymoren haufiger
beobachtet als in SATB2s®k-Karzinomen. In allen Parametern der histopathologischen
Ausbreitungsdiagnostik konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden SATB2-
Gruppen konstatiert werden. Weiterfihrend konnte auch eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fur
einen Tumorbefall des Resektionsrandes (n=32, 13.9%) sowie eine geringe Pradominanz im
rechtsseitigen Kolon fir Karzinome mit signifikantem SATB2-Ausfall (n=138, 59.7%)
festgestellt werden. Fir weitere Details siehe hierzu auch Tabelle 21 und Abbildung 23.

Expressionsverteilung von SATB2 nach Gruppenstratifizierung in zentrale Diagnosekriterien der WHO
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Abbildung 23: Verteilung der SATB2-Expressionsgruppen in der Gesamtkohorte (n=1039) bezogen auf die
Parameter der Ausbreitungsdiagnostik pT-Stadium (A), pN-Stadium (B), pM-Stadium (C), UICC-Stadien (D) sowie
die Lokalisation der Karzinome (E) (modifiziert nach [2]).

Korrelation der SATB2-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern
72 |Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

Tabelle 21: Verteilung der SATB2-Expressionsgruppen in der Gesamtkohorte stratifiziert nach verschiedenen
klinisch-pathologischen und morphologischen Parametern (in Spaltenprozent) (modifiziert nach [2]).

Gesamtzahl SATB2 SATB2 p-Wert
n (%) negativ/schwach stark
1039 (100.0%) 231 (22.2%) 808 (77.8%)
Alter 0.297
unter dem medianen Alter| 504 (48.5%) 105 (45.5%) 399 (49.4%)
Uber dem medianen Alter| 535 (51.5%) 126 (54.5%) 409 (50.6%)
Geschlecht 0.227
mannlich| 599 (57.7%) 125 (54.1%) 474 (58.7%)
weiblich| 440 (42.3%) 106 (45.9%) 334 (41.3%)
pT <0.001
1| 79 (7.6%) 6 (2.6%) 73 (9.0%)
2| 187 (18.0%) 31 (13.4%) 156 (19.3%)
3| 578 (55.6%) 127 (55.0%) 451 (55.8%)
4| 195 (18.8%) 67 (29.0%) 128 (15.8%)
pN <0.001
0| 580 (55.8%) 97 (42.0%) 483 (59.8%)
1| 292 (28.1%) 69 (29.9%) 223 (27.6%)
2| 167 (16.1%) 65 (28.1%) 102 (12.6%)
pM <0.001
0| 887 (85.4%) 174 (75.3%) 713 (88.2%)
1| 152 (14.6%) 57 (24.7%) 95 (11.8%)
UICC-Stadium <0.001
1| 213 (20.5%) 27 (11.7%) 186 (23.0%)
2| 350 (33.7%) 67 (29.0%) 283 (35.0%)
3| 318 (30.6%) 78 (33.8%) 240 (29.7%)
4| 158 (15.2%) 59 (25.5%) 99 (12.3%)
Tumortyp (WHO) <0.001
Adenokarzinom NOS| 650 (62.6%) 106 (45.9%) 544 (67.3%)
Muzinéses Adenokarzinom| 88 (8.5%) 36 (15.6%) 52 (6.4%)
Siegelringzelliges Karzinom| 9 (0.9%) 6 (2.6%) 3 (0.4%)
Medulléares Adenokarzinom| 32 (3.1%) 13 (5.6%) 19 (2.4%)
Mikropapillares Adenokarzinom| 129 (12.4%) 41 (17.7%) 88 (10.9%)
Serratiertes Adenokarzinom| 91 (8.7%) 19 (8.2%) 72 (8.9%)
Adenom-ahnliches Adenokarzinom| 33 (3.2%) 5 (2.2%) 28 (3.5%)
MANEC/NEC| 7 (0.7%) 5 (2.2%) 2 (0.2%)
WHO-Grade <0.001
low-grade| 708 (68.1%) 125 (54.1%) 583 (72.2%)
high-grade| 331 (31.9%) 106 (45.9%) 225 (27.8%)
Tumour Budding <0.001
Bd1| 560 (53.9%) 96 (41.6%) 464 (57.4%)
Bd2| 270 (26.0%) 60 (26.0%) 210 (26.0%)
Bd3| 209 (20.1%) 75 (32.5%) 134 (16.6%)
Resektionsstatus <0.001
RO| 960 (92.4%) 199 (86.1%) 761 (94.2 %)
R1| 49 (4.7%) 22 (9.5%) 27 (3.3%)
R2| 30 (2.9%) 10 (4.3%) 20 (2.5%)
LymphgefaRinvasion 0.001
LO| 508 (48.9%) 74 (32.0%) 434 (53.7%)
L1| 531 (51.1%) 157 (68.0%) 374 (46.3%)
Veneninvasion <0.001
VO| 904 (87.0%) 179 (77.5%) 725 (89.7%)
V1| 135 (13.0%) 52 (22.5%) 83 (10.3%)
Perineurale Invasion 0.001
Pn0O| 956 (92.0%) 200 (86.6%) 756 (93.6%)
Pnl| 83 (8.0%) 31 (13.4%) 52 (6.4%)
Mikrosatellitenstatus 0.01
MSS| 877 (84.4%) 182 (78.8%) 695 (86.0%)
MSI| 162 (15.6%) 49 (21.2%) 113 (14.0%)
Tumorlokalisation <0.001
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 503 (48.4%) 138 (59.7%) 365 (45.2%)
linksseitig (Desc/Sigm/Rekt)| 536 (51.6%) 93 (40.3%) 443 (54.8%)
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6.3.1.2.2 SATB2-Expression unter Betrachtung der zentralen morphologischen

Parameter

SATB2-Expression in histomorphologischen Subtypen

Wir beobachteten einen starken Zusammenhang zwischen der Expression bzw. einem
Expressionsverlust von SATB2 und den morphologischen Varianten des KRK (p<0.001). So
konnten wir eine Dominanz eines SATB2-Verlusts v.a. in den KRK-Subtypen feststellen, die
der Gruppe der Siegelringzelligen Karzinome (n=6, 66.7%) oder der MANEC/NEC (n=5,
71.4%) angehdrten. Auch Muzinése (n=36, 40.9%) oder Medullare Adenokarzinome (n=13,
40.6%) prasentierten sich Uberdurchschnittlich h&ufig mit einer defizienten SATB2-Expression.
Abbildung 24 stellt die Verteilung der Karzinome mit starker bzw. schwacher bis fehlender
Expression von SATB2 in den einzelnen morphologischen Subtypen dar. Darlber hinaus
veranschaulicht Abbildung 25 reprasentativ die Darstellung jeweils SATB2-positiver und
SATB2-negativer Varianten der einzelnen histologischen KRK-Subtypen der untersuchten
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Abbildung 24: Verteilung der SATB2-Expressionsgruppen auf die Subtypen des Kolorektalen Karzinoms in der
Gesamtkohorte (n=1039) (modifiziert nach [2]).

SATB2-Expression unter Betrachtung der zentralen morphologischen Parameter
74| Seite



Vergleichende Analyse der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der

intestinalen Transkriptionsfaktoren SATB2 und CDX2 im Kolorektalen Karzinom
Maxime Philipp Schmitt

(A) B/Id eines Adenokarzmoms NOS mit typ/scher Stromadesmoplasie und intraluminal gelegenen
Komedonekrosen (Stern) in der HE-Férbung (I) sowie Ausschnitte jeweils eines Vertreters dieses Subtyps aus
der SATB2sta-Expressionsgruppe mit Expression von SATB2 in nahezu allen Tumorzellen (ll) sowie aus der
SATB2regativischwach.Expressionsgruppe mit nur spérlichen und allenfalls schwach SATB2 exprimierenden

Tumorzellen (Ill).

)

>

300 pm

(B) Muzmoses Adenokarzinom m/t gesch/chtet gelagerten malignen Epithelzellen und reichlich extrazelluldr
gelegenen Schleimmassen (Stern). Darstellung in der HE-Farbung (I) sowie als SATB2s@%- (ll) und
SATB2negativischwach_\/ariante mit hier vollstdndigem Verlust der SATB2-Expression (Ill).

3 > (m
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(C) M/kropap/llares Adenokalzmom mit charakteristischerweise kleinen Driisenformationen und an‘/fIZIeII
entstandenen Zwischenrdumen am Ubergang vom Driisenepithel zum Stroma (Sterne) in HE-Férbung (1) sowie
als SATB2 positive (1) und negative Variante (ll1).

,(“) ‘ 23 % () i ~ A
’ A

(D) S/egelrlngze///ges Adenokarzmom Es zelgt sich d/e charakter/st/sche Morphologie der maligne
transformierten Epithelzellen mit intrazytoplasmatisch gelegener Muzinbildung und randstédndigen Kernen
(Pfeile). Darstellung in HE-Farbung (I) sowie exemplarisch ein SATB2 stark exprimierendes Karzinom () und
ein Beispiel eines SATB2 schwach exprimierenden Karzinoms mit maximal 10% SATB2-positiver Tumorzellen

().
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(E) Serratiertes Adenokarzinom mit typischer sdgezahnartiger Driisenarchitektur (Pfeile) in der HE-Férbung (1)
und jeweils Abbildung eines Vertreters der SATB2s%@*-Gruppe (Il) mit kréftiger nukledrer SATB2-Expression in
nahezu allen Zellen sowie der SATB2nesativ/schwach_Gryppe (1ll) mit vollstédndigem Expressionsverlust.
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(F) Medulldres Adenokarzinom mit solidem, synzytialem Tumorwachstum zahlreichen intratumoralen
Lymphozyten (Kreise) in der HE-Férbung (I). In Abbildung (Il) erkennt man eine ausgeprégte nukleére
Expression von STAB2 in diesen Zellverbénden, wdhrend hingegen in Abbildung (Ill) ein vollsténdiger SATB2-
Verlust dargestellt ist.

i 3
1 - 8 o >

(G) Bild eines Adenom-dhnlichen Adenokarzinom mit villbs anmutenden, gut differenzierten Driisenanteilen
und geringer desmoplastischer Umgebungsreaktion in der HE-Férbung (1). In (Il) zeigen die Epithelzellen eine
100%ige und starke Expression von SATB2. Das Karzinom, das in Abbildung (lll) zur Darstellung kommt,
représentiert hingegen einen eher seltenen Fall eines SATB2negativ/schwach_Adenom-éhnlichen Adenokarzinoms.
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(H) Anteile eines neuroendokrin differenzierten Karzinoms mit solide-organoid konfigurierten
Epithelzellverbanden (Sterne) und dazwischenliegenden Einzelzelinekrosen (Pfeile) in der HE-Farbung.
Abbildung (I1) stellt einen SATB2s-Vertreter dieses Subtyps dar. In Abbildung (Ill) kommen Epithelzellen mit
teils schweren Kernatypien und einer schwachen SATB2-Expression in maximal 40% der Karzinomzellen zur
Darstellung (Sterne).

Abbildung 25: In der Kohorte vertretene Subtypen (A-H) in der HE-Farbung (I) sowie jeweils exemplarisch ein
Vertreter der SATB2s@- (I1) und der SATB2negatv/schwach. Expressionsgruppe (111).
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SATB2-Expression in den WHO-Grading-Gruppen p<0.001

Betrachtet man als weiteren zentralen morphologischen 600 —B3%

Parameter die Verteilung der SATB2-Expression in den

einzelnen WHO-Grading-Gruppen, so zeigte sich auch hier eine & 400
signifikante Haufung (p<0.001) von Karzinomen mit geringer bis \ 68%

fehlender SATB2-Expression in hochgradig dedifferenzierten = 17% -

Karzinomen im Vergleich zum stark-exprimierenden Pendant
(siehe hierzu auch Tabelle 21 und Abbildung 26). low-grade high-grade

WHO-GRADING

Abbildung 26: Verteilung der
SATB2-Expressionsgruppen in
Bezug auf die WHO-Grading-
Gruppen (modifiziert nach [2]).

SATB2-Expression stratifiziert nach Tumour Budding-Aktivitat

00 p<0.001
Auch beim Tumour Budding, welches ebenfalls als ein
prognostisch-diagnostischer Marker angesehen werden kann
und mit zunehmendem Grad ein aggressiveres biologisches
& Verhalten widerspiegelt, traten SATB2nesatvischwach.Karzinome
17% .,  deutlich haufiger in Bd3-Tumoren auf (n= 75, 35.9%) als in den
= H Vergleichsgruppen mit niedriger Budding-Aktivitat (vergleiche

Bdl Bd2 Bd3 Tabelle 21 und Abbildung 27).

Abbildung 27: Verteilung der
SATB2-Expressionsgruppen in
Bezug auf die Tumour Budding-
Aktivitat der Karzinome
(modifiziert nach [2]).
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6.3.1.2.3 SATB2-Expression unter Betrachtung des Mikrosatellitenstatus

0 p=0.01
00 79%
:’ 00
Nach Stratifizierung der Kohorte nach Mikrosatellitenstatus 2
zeigte sich in MSI-Karzinomen eine fehlende oder geringere
. N _ A _ 21%

SATB2-Expression signifikant (p=0.01) haufiger (n=49, 30.2%) —
vertreten als in MSS-Karzinomen (n=113, 20.8%) (siehe Tabelle [_] L
21 und Abbildung 28). s M|

MIKROSATELLITENSTATUS

B SATB2-stark

STAB2-negativ/schwach

Abbildung 28: Verteilung der
SATB2-Expressionsgruppen
bezuglich Mikrosatellitenstatus
(modifiziert nach [2]).

6.3.2 Uberlebenszeitanalyse der Expression von SATB2 in univariaten
Analysen

6.3.2.1 Prognostische Relevanz der SATB2-Gruppen in der Gesamtkohorte

Nach Bildung der SATB2-Gruppen anhand des zuvor ermittelten Cutoff-Wertes zeigte sich in
der Gruppe der SATB2esatvischwach.Karzinome eine signifikant (p<0.001) niedrigere
Uberlebensrate iiber allen Uberlebensparametern (OS, DSS, DFS) im Vergleich zur SATB2-
stark-expriemierenden Gruppe bezogen auf die Gesamtkohorte. So liberlebten Patienten im
Gesamtiiberleben (OS) in der SATB2%®k-Gruppe durchschnittlich 82.2 [1.7] Monate, wahrend
SATB2"esatvischwach_patienten mit 68.4 [3.6] Monaten deutlich schlechter abschnitten.
Hinsichtlich des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiel der Unterschied noch groRer
aus (SATB2s@k: 91.5 [1.7] Monate vs. SATB2nesatvischwach: 74 2 [3.6] Monate] und auch das
mittlere krankheitsfreie Uberleben folgte diesem Trend (SATB2s*: 86.3 [1.8] Monate vs.
SATB2nesatvischwach: 68 ( [3.9] Monate) (vergleiche Tabelle 8). Die in Abbildung 29 dargestellten
Kaplan-Meier-Kurven  verdeutlichen den  Unterschied zwischen den  SATB2-

Expressionsgruppen bezogen auf die einzelnen Uberlebensparameter.

SATB2-Expression unter Betrachtung des Mikrosatellitenstatus
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Uberlebensparameter OS (A), DSS (B) und DFS (C) in Kaplan-Meier-
Kurven bezogen auf die Gesamtkohorte (n=1039) (modifiziert nach [2]).

6.3.2.2 Prognostische Relevanz von SATB?2 stratifiziert nach Parametern der

Ausbreitungsdiagnostik und UICC-Stadien

Ubertragen auf die UICC-Stadien zeigte sich in den Uberlebensanalysen nur im Stadium 111
ein signifikanter Uberlebensunterschied zwischen den SATB2-Gruppen (OS: p=0.025, DSS:
p= 0.012, DFS: p=0.004) (Siehe Abbildung 30). Interessanterweise lieR sich sowohl in den
lokal begrenzten UICC-Stadien als auch im weit fortgeschrittenen UICC IV-Stadium in keinem
der Uberlebensanalysen ein signifikanter Unterschied zwischen SATB2s®- und
SATB2nesatvischwach_Karzinomen feststellen (vergleiche hierzu Tabelle 22). Dies lieR sich vor
allem nach einer weiteren Aufgliederung in TNM-Stadien erklaren. So stellte eine starke
SATB2-Expression in beginnend lokal metastasierenden Karzinomen (N1) einen signifikanten
prognostischen Vorteil tiber alle Uberlebensparameter hinweg dar (exemplarisch N1(DSS):
SATB2s@%: 85.9 [3.3] Monate vs. SATB2nesaivischwach: 63 7 [6.4] Monate, p=0.002), wahrend
dieser Effekt im lokal weiter fortgeschrittenen metastasierten (N2) (exemplarisch N2(DSS):
SATB2stk: 559 [5.3] Monate vs. SATB2nesatvischwach: 59 4 [6.6] Monate, p=0.53) oder
fernmetastasierten Zustand (M1) (exemplarisch M1(DSS): SATB2%%@: 44.4 [4.7] Monate vs.
SATB2nesatvischwach: 44 0 [6.0] Monate, p=0.514) keine Rolle mehr spielte.
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Abbildung 30: Prognostische Relevanz der SATB2-Expression in univariaten Uberlebensanalysen in UICC llI-
Karzinomen fir die Parameter OS (A), DSS (B) und DFS (C) (modifiziert nach [2]).
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Tabelle 22: Univariate Uberlebenszeitanalyse der SATB2-Expression stratifiziert nach UICC-Stadien jeweils fiir
die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

Mittleres Mittleres Mittleres
SATB2- Gesamtzahl n . krankheitsspezifisches krankheitsfreies

. Gesamtuberleben  p-Wert = p-Wert s p-Wert

Expressionsgruppen (%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)

ulcc-Stadium | SATB2-negativ/schwach| 27 (12.7%) 93.1[8.2] 0.397 111.1[5.3] 0.593 114.6 [4.6] 0.608
SATB2-stark| 186 (87.3%) 97.1[3.1] 111.0 [2.3] 107.0 [2.6]

ulcc-Stadium Il SATB2-negativ/schwach| 67 (19.1%) 86.2 [6.4] 0.977 95.5[6.2] 0.664 89.5[6.7] 0.342
SATB2-stark| 283 (80.9%) 86.0 [2.6] 97.3[2.7] 96.9 [2.8]

uicc-Stadium Il SATB2-negativ/schwach| 78 (24.5%) 70.3[6.1] 0.025 74.51[6.2] 0.012 62.1[6.5] 0.004
SATB2-stark| 240 (75.5%) 84.4 [3.1] 91.0 [3.0] 81.2[3.4]

ulcc-Stadium IV SATB2-negativ/schwach| 59 (37.3%) 37.4[5.6] 0.593 38.3[5.7] 0.397 33.4[6.2] 0.564
SATB2-stark| 99 (62.7%) 40.3[4.2] 43.9 [4.6] 33.2[3.5]

6.3.2.3 Prognostische Relevanz von SATB2 in Gruppen der zentralen

morphologischen Parameter

Prognostische Relevanz von SATB2 in histomorphologischen Subtypen

Hinsichtlich einer Betrachtung der SATB2-Expression in den histomorphologischen Subtypen
lassen sich in univariaten Uberlebensanalysen nur bedingt prognostische Aussagen treffen.
Zwar liel3en sich in einigen Subtypen (klassisches Adenokarzinom NOS und Mikropapillares
Adenokarzinom fir alle Uberlebensparameter sowie Adenom-ahnliches Karzinom fur DSS)
statistisch signifikante prognostische Wertigkeiten konstatieren, jedoch nur in solchen
Subtypen, die anteilig besonders stark in der Gesamtkohorte vertreten waren und eine
ausgepragte glandulare Morphologie aufweisen (siehe Tabelle 23). Insbesondere in Subtypen,
die von der klassischen Morphologie abweichen, schien die prognostische Relevanz nicht tber
den allgemeinen prognostischen Effekt der morphologischen Variante hinauszugehen (siehe
weitere Details hierzu in den Kapiteln ,Multivariate Uberlebenszeitanalyse der SATB2-

Expression® und ,Diskussion®).

Prognostische Relevanz von SATB2 in Gruppen der zentralen morphologischen Parameter
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Tabelle 23: Univariate Analyse der SATB2-Expression in den einzelnen histologischen Subtypen des Kolorektalen
Karzinoms jeweils fur die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

Mt Mittleres Mittleres
SATB2- Gesamtzahl n . krankheitsspezifisches krankheitsfreies

. Gesamtuberleben  p-Wert - p-Wert - p-Wert

Expressionsgruppen (%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)

Adenokarzinom NOS SATB2-negativ/schwach| 106 (16.3%) 73.1[5.1] 0.016 80.3[5.2] 0.002 74.5 [5.6] 0.003
SATB2-stark| 544 (83.7%) 85.6 [2.1] 94.7 [2.0] 89.7 [2.1]

Muzindses Adenokarzinom SATB2-negativ/schwach| 36 (40.9%) 78.0[9.1] 0.937 82.4[9.3] 0.4 65.9[9.5] 0.123
SATB2-stark| 52 (59.1%) 75.5 [7.0] 90.1[7.0] 86.2 [7.4]

Siegelringzelliges Karzinom SATB2-negativ/schwach| 6 (66.7%) 33.0[21.5] 0.151 33.0[21.5] 0.151 32.1[21.7] 0.424
SATB2-stark| 3 (33.3%) 36.5[0.0] 36.5[0.0] 27.8[0.0]

Medullares Karzinom SATB2-negativ/schwach| 13 (40.6%) 92.4[11.7] 0.44 120.0[0.0] 0.375 120.0 [0.0] 0.202
SATB2-stark| 19 (59.4%) 102.1[9.2] 113.4 [6.3] 107.2 [8.4]

Mikropapillares Adenokarzinom SATB2-negativ/schwach| 41 (31.8%) 40.3 [7.5] 0.028 41.2 [7.8] 0.017 34.1[8.0] 0.009
SATB2-stark| 88 (68.2%) 59.0 [5.3] 62.5 [5.5] 52.6 (5.3)

Serratiertes Karzinom SATB2-negativ/schwach| 19 (26.4%) 77.6 [12.1] 0.931 78.7 [12.0] 0.423 69.5[13.2] 0.198
SATB2-stark| 72 (79.1%) 78.6 [6.3] 90.1 [6.0] 88.3[6.1]

Adenom-ghnliches Karzinom SATB2-negativ/schwach| 5 (15.2%) 62.8[16.3] 0.051 62.8 [11.5] 0.006 76.9[0.0] 0.655
SATB2-stark| 28 (84.8%) 101.3 [6.6] 118.4 [1.5] 115.7 [4.2]

MANEC/NEC SATB2-negativ/schwach| 5 (71.4%) 14.9[9.4] 0.424 14.9[9.4] 0.424 14.9[9.4] 0.709
SATB2-stark| 2 (28.6%) 21.710.0] 21.7[0.0] 10.010.0]

Prognostische Relevanz von SATB2 in den WHO-Grading-Gruppen

Betrachtete man die prognostische Relevanz der SATB2-Expression in den einzelnen WHO-
Grading-Gruppen, so zeigte sich in der Gruppe der high-grade Karzinome uber allen
Uberlebensparametern ein signifikanter Uberlebensvorteil fir Patienten mit stark SATB2-
exprimierenden Karzinomen gegeniiber der SATB2nesatvischwach.\/argleichsgruppe (OS:
p=0.013; DSS: p=0.002; DFS: p=0.016). Bei den low-grade Karzinomen liel3 sich dieser
Sachverhalt nur fir die krankheitsspezifischen Uberlebensparameter signifikant nachweisen
(DSS: p=0.027; DFS: p=0.001), nicht jedoch fir das Gesamtiberleben (OS: p=0.110). Fir
weitere Details hierzu siehe Tabelle 24 und Abbildung 31.

Tabelle 24: Univariate Uberlebenszeitanalyse der SATB2-Expressionsgruppen firr die Parameter OS, DSS und
DFS in WHO-Grading-Gruppen (modifiziert nach [2]).

Mittleres Mittleres Mittleres
SATB2- Gesamtzahl n . krankheitsspezifisches krankheitsfreies
. Gesamtuberleben p-Wert o p-Wert s p-Wert
Expressionsgruppen (%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)
WHO low-grade Karzinome SATB2-negativ/schwach| 125 (17.6%) 81.1[4.7] 0.110 88.1[4.7] 0.027 77.1[5.1] 0.001
SATB2-stark| 583 (82.4%) 87.1[2.0] 96.7 [1.9] 92.1[2.0]
WHO high-grade Karzinome SATB2-negativ/ischwach| 106 (32%) 54.8 [5.0] 0.013 59.5 [5.3] 0.002 57.4 [5.6] 0.016
SATB2-stark| 225 (68%) 70.3[3.4] 78.8 [3.5] 72.0[3.6]

Prognostische Relevanz von SATB2 in Gruppen der zentralen morphologischen Parameter
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WHO high-grade Karzinome (n=331)
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier der SATB2-

Expressionsgruppen stratifiziert nach low-grade (A, C, E) und high-grade Karzinomen (B, D, F) jeweils fur die
Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).
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Prognostische Relevanz von SATB2 stratifiziert nach Tumour Budding-Aktivitat

Auch hinsichtlich des Tumour Buddings konnte nach Stratifizierung in die einzelnen Budding-
Stadien in besonderem Ausmafl} ein signifikant gunstigerer prognostischer Verlauf fir
SATB2s%k-Karzinome in der Hochrisiko-Gruppe der Bd3-Karzinome fiur alle
Uberlebensparameter festgestellt werden (exemplarisch DSS: p=0.002) (siehe Abbildung 32),
wobei auch hier insbesondere die krankheitsspezifischen Uberlebensintervalle eine gréRere
Spanne zwischen den Uberlebenszeiten der beiden SATB2-Gruppen aufwiesen (DSS:
SATB2%: 51.1 [4.4] Monate vs. SATB2nesatvischwach: 99 ( [4.3] Monate; DFS: SATB2s%@k: 44.3
[4.4] Monate vs. SATB2nesaivischwach: 19 4 [3.6] Monate). In Tumoren mit einer niedrigeren
Budding-Aktivitat hingegen war der prognostische Unterschied zwischen den SATB2-Gruppen
einerseits geringer bzw. nicht signifikant (exemplarisch Bd1: DSS: p=0.055) und zum anderen
fiel der durchschnittliche zeitliche Uberlebensvorteil auch geringer aus (z.B. Bdl: DSS:
SATB2%%@: 110.2 [1.4] Monate vs. SATB2nesatvischwach: 104 4 [3.9] Monate) (vergleiche Tabelle
25).
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Abbildung 32: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) der SATB2-Expressionsgruppen dargestellt in den Tumour
Budding-Subgruppen Bd1 (A), Bd2 (B), Bd3 (C) (modifiziert nach [2]).

Tabelle 25: Univariate Uberlebensanalyse der SATB2-Expressionsgruppen in Tumour Budding-Subgruppen jeweils
fur die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

Mittleres Mittleres Mittleres
SATB2- Gesamtzahl n s krankheitsspezifisches krankheitsfreies
. Gesamtiiberleben  p-Wert = p-Wert s p-Wert
Expressionsgruppen (%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[SD] (Monate) [SD] (Monate)
Bd1-Karzinome (0-4 buds) SATB2-negativ/schwach| 96 (17.1%) 90.3 [4.8] 0.034 104.4 [3.9] 0.055 99.7 [4.6] 0.026
SATB2-stark| 464 (82.9%) 99.3 [1.9] 110.2 [1.4] 108.3 [1.6]
Bd2-Karzinome (5-9 buds) SATB2-negativ/schwach| 60 (22.2%) 78.3[6.7] 0.147 80.7 [6.7] 0.564 74.7[7.2] 0.258
SATB2-stark| 210 (77.8%) 68.4 [3.5] 76.7 [3.6] 64.6 [3.8]
Bd3-Karzinome (210 buds) SATB2-negativ/schwach| 75 (35.9%) 29.4 [4.4] 0.005 29.0[4.3] 0.002 19.4 [3.6] <0.001
SATB2-stark| 134 (64.1%) 46.7 [4.0] 51.1[4.4] 44.3 [4.4]
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Prognostische Relevanz von SATB?2 stratifiziert nach Mikrosatellitenstatus

Ein signifikanter prognostischer Vorteil konnte ebenfalls fir SATB2%%-Karzinome in MSS-
Tumoren (p<0.001 fur OS, DSS und DFS) nachgewiesen werden, jedoch nicht fir MSI-

Karzinome. In dieser Gruppe zeigte sich nur in Bezug auf die DSS (p=0.023) ein signifikanter

Unterschied zwischen den SATB2-Gruppen, wahrend hingegen fur OS und DFS das

Signifikanzniveau nicht erreicht werden konnte (OS: p=0.072; DFS: p=0.163) (vergleiche
hierzu Tabelle 26 und Abbildung 33).

Tabelle 26: Univariate Uberlebensanalyse der SATB2-Expressionsgruppen stratifiziert nach Mikrosatellitenstatus
fur die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

Mittl Mittleres Mittleres
SATB2- Gesamtzahl n ' "eres krankheitsspezifisches krankheitsfreies
. Gesamtuberleben  p-Wert = p-Wert o p-Wert
Expressionsgruppen (%) SD] (Monate) Uberleben Uberleben
[ [SD] (Monate) [SD] (Monate)
MSS-Karzinome SATB2-negativ/schwach| 182 (20.7%) 65.4 [4.0] <0.001 70.0 [4.1] <0.001 62.8[4.3] <0.001
SATB2-stark| 695 (79.3%) 80.7 [1.9] 89.4[1.8] 84.1[2.0]
MSI-Karzinome SATB2-negativ/schwach| 49 (30.2%) 78.8[7.3] 0.072 90.6 [7.1] 0.023 89.0[7.9] 0.163
SATB2-stark| 113 (69.8%) 92.3 [4.4] 105.8 [3.6] 101.0[4.1]
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Abbildung 33: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) in den SATB2-Expressionsgruppen geschichtet nach
Mikrosatelliten-stabilen (A) und Mikrosatelliten-instabilen Karzinomen (B) (modifiziert nach [2]).
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6.3.2.5 Prognostische Relevanz von SATB2 stratifiziert nach Tumorlokalisation

Unter Einbeziehung der Lokalisation des KRK zeigte sich sowohl in rechtsseitigen
(exemplarisch DSS: SATB2%: 90.8 [2.6] Monate vs. SATB2nesatvischwach: 77 4 [4.7] Monate,
p=0.002), als auch in linksseitigen KRK (exemplarisch DSS: SATB2%; 92,1 [2.2] Monate vs.
SATB2nesatvischwach: 68 9 [5,9] Monate, p<0.001) ein signifikanter Uberlebensvorteil fir
STAB2sk-Patienten (siehe hierzu auch Abbildung 34).
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Abbildung 34: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) der SATB2-Expressionsgruppen geschichtet nach
Lokalisation der Karzinome im rechtsseitigen (A) oder linksseitigen Kolon (B) (modifiziert nach [2]).

6.3.3 Multivariate Uberlebenszeitanalyse der SATB2-Expression

In multivariaten Analysen unter Berlicksichtigung von Alter, Geschlecht, Resektionsstatus,
UICC-Stadium, Mikrosatellitenstatus, WHO-Grade, KRK-Subtypen, Tumour Budding und
SATB2-Expressionsgruppen konnte der SATB2-Expression in der Gesamtkohorte keinen
prognostischen Wert als unabhangige Variable im Gegensatz zur univariaten
Uberlebensanalyse zugeschrieben werden (OS: p=0.316; DSS: p=0.102; DFS: p=0.098)
(siehe Abbildung 35).
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Gesa;:/:)za"‘ u HR (DSS) 95% Konfidenzintervall p-Wert
1039 (100%)
SATB2-Subgruppe > 0102
SATB2-stark| 808 (77.8%) ‘ 1.00 Referenz
SATB 231 (22.2%) i 1.25 [0.95-1.63]
Tumortyp (WHO) 0.052
Adenokarzinom NOS| 650 (62.6%) L d 1.00 Referenz
Muzindses Adenokarzinom| 88 (8.5%) L 0.99 [0.63-1.56]
Siegelringzeliges Karzinom| 9 (0.8%) 0.88 [0.31-2.53]
Medulléres Adenokarzinom| 32 (3.1%) 0.14 [0.02-1.01]
Mikropapillares Adenokarzinom| 129 (12.4%) — 0.8 [0.65-1.19]
Serratiertes Adenokarzinom| 91 (8.7%) —f— 111 [0.72-1.71]
Adenom-ahniiches Adenokarzinom| 33 (3.2%) 0.69 [0.17-2.88]
MANEC/NEC| 7 (0.7%) ] 2.16 [0.84-5.53]
Tumour Budding <0.001
Bd1| 560 (53.9%) <> 1.00 Referenz
Bd2| 270 (26.0%) 3.14 [2.23-4.42]
Bd3| 209 (20.1%) 6.73 [4.65-9.74]
WHO-Grade 0.016
low-grade| 708 (68.1%) L 4 1.00 Referenz
high-grade| 331 (31.9%) —— 1.36 [1.06-1.74]
UICC-Stadium <0.001
1| 213 (20.5%) 4 1.00 Referenz
2| 350 (33.7%) o 1.65 [0.99-2.76]
3| 318 (30.6%) > 173 [1.04-2.89]
4| 158 (15.2%) 3.89 [2.26-6.70]
Geschlecht 0293
weiblich| 599 (57.7%) L J 1.00 Referenz
ménnlich| 440 (42.3%) 1 114 [0.89-1.45]
Resektionsstatus 0.001
RO| 960 (92.4%) 1.00 Referenz
RY2| 79 (7.6%) —— 1.43 [1.17-1.77]
Tumorlokalisation 0.426
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 503 (48.4%) L 1.00 Referenz
linksseitig (Desc/Sigm/Rekt)| 536 (51.6%) —— 110 [0.86-1.41]
Alter 0.007
unter dem medianen Alter| 504 (48.5%) < 1.00 Referenz
iber dem medianen Alter| 535 (51.5%) —p— 1.39 [1.10-1.78]
Mikrosatellitenstatus 0.999
MSI| 162 (15.6%) * 1.00 Referenz
MSS| 877 (84.4%) + 1.00 [0.63-1.59]
100 200

Abbildung 35: Multivariate krankheitsspezifische Uberlebenszeitanalyse (DSS) in der Gesamtkohorte unter
Einschluss der Parameter SATB2-Expression, KRK-Subtypen, Tumour Budding, WHO-Grade, UICC-Stadium,
Alter, Geschlecht, Resektionsstatus und Mikrosatellitenstatus (modifiziert nach [2]).

Auf Grundlage der Ergebnisse in den univariaten Uberlebensanalysen fiihrten wir eine
Stratifizierung in die prognostisch bedeutsamen Hochrisiko-Gruppen durch. Hier zeigte sich
insbesondere in den UICC IlI- sowie den Bd3-Karzinomen, als Vertreter der Hochrisiko-
Subgruppen, in multivariaten Cox-Regressionsanalysen jeweils unter Berucksichtigung aller
oben genannten Variablen, dass der Expressionsstatus von SATB2 einen signifikanten
unabhangigen prognostisch Stellenwert besitzt und ein SATB2-Verlust in diesen Gruppen
einen besonders aggressiven Krankheitsverlauf demaskieren kann (siehe hierzu Abbildungen
36 und 37).
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Sl;::sﬁ ‘r“"(%) HR (DSS) 95%-Konfidenzintervall p-Wert
318 (100%)
SATB2-Subgruppe 0.007
SATB2-stark| 240 (75.5%) 1.00 Referenz
SATB; 78 (24.5%) 1.95 [1.20-3.16]
Tumortyp (WHO) 0.026
Adenokarzinom NOS| 180 (56.6%) 1.00 Referenz
Muzindses Adenokarzinom| 27 (8.5%) 0.41 [0.12-1.34]
Siegelringzelliges Karzinom| 6 (1.9%) 1.89 [0.53-6.70]
Medullires Adenokarzinom| 16 (5.0%) 0.17 [0.02-1.40]
Mikropapilldres Adenokarzinom| 52 (16.4%) [ 075 [0.43-1.29]
Serratiertes Adenokarzinom| 32 (10.19%) — 0.82 [0.40-1.68]
Adenom-&hniiches Adenokarzinom| 2 (0.6%) 0.00 [0.00- >30]
MANEC/NEC| 3 (0.9%) 5.67 [1.23-26.04]
Tumour Budding <0.001
Bd1| 135 (42.5%) < 1.00 Referenz
Bd2| 108 (34.0%) —— 3.35 [1.76-6.36]
Bd3| 75 (23.6%) [— a— 5.78 [2.95-11.34]
WHO-Grade 0.027
low-grade| 198 (62.3%) L 4 1.00 Referenz
high-grade| 120 (37.7%) — 163 [1.06-2.51]
Geschlecht 0.723
weiblich| 179 (56.3%) L 2 1.00 Referenz
ménnlich| 139 (43.7%) — 1.08 [0.69-1.69]
Resektionsstatus. 0.001
RO| 309 (97.2%) L 3 1.00 Referenz
RU2| 9 (2.8%) 2.72 [1.47-5.04]
Tumorlokalisation 0812
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans)| 158 (49.7%) b 4 1.00 Referenz
linksseitig (Desc/Sigm/Rekt)| 160 (50.3%) — 0.94 [0.59-1.52]
Alter 0.112
unter dem medianen Alter| 154 (48.4%) 4 1.00 Referenz
(iber dem medianen Alter| 164 (51.6%) o 1.43 [0.92-2.34]
Mikrosatellitenstatus 0817
MSI| 46 (14.5%) 1.00 Referenz
MSS| 272 (85.5%) + 1.09 [0.51-2.32]

Abbildung 36: Multivariate krankheitsspezifische Uberlebenszeitanalyse (DSS) in UICC lll-Karzinomen unter
Einschluss der Parameter SATB2-Expression, KRK-Subtypen, Tumour Budding, WHO-Grade, Alter, Geschlecht,
Resektionsstatus und Mikrosatellitenstatus (modifiziert nach [2]).

Bd3-Karzinome

o o) HR (DSS) 95%-Konfidenzintervall p-Wert
209 (100%)

SATB2-Subgruppe 0.01
SATB2-stark| 134 (64.1%) < 1.00 Referenz
SATE! 75 (35.9%) — — 167 [1.13-2.46]

Tumortyp (WHO) 0.1

Adenokarzinom NOS| 88 (42.1%) L 2 1.00 Referenz
Muzindses Adenokarzinom| 10 (4.8%) 1.49 [0.70-3.16]
Siegelringzelliges Karzinom| 7 (3.3%) 130 [0.44-3.80]
Mikropapillares Adenokarzinom| 83 (39.7%) e 0.80 [0.54-1.19]
Serratiertes Adenokarzinom 16 (7.7%) 0.90 [0.43-1.90]
MANEC/NEC 5 (2.4%) 231 [0.85-6.25

UICC-Stadium 0.006
1 10 (4.8%) 1.00 Referenz
2| 47(22.5%) * 0.67 [0.24-1.85)
3| 75 (35.9%) * 0.64 [0.24-1.70]
4 77 (36.8%) < 1.41 [0.53-3.75]

WHO-Grade 0.067
low-grade| 110 (52.6%) L 3 1.00 Referenz
high-grade| 99 (47.4%) [l — — 143 [0.97-2.09]

Geschlecht 0.716
weiblich| 94 (45.0%) 3 1.00 Referenz
mannlich] 115 (55.0%) — — 107 [0.74-1.55]

Resektionsstatus 0013
RO| 169 (80.9%) L2 1.00 Referenz
R12| 40 (19.1%) —— 144 [1.08-1.91]

Tumorlokalisation 0.108
rechtsseitig (Zok/Asc/Trans) 111 (53.1%) '3 1.00 Referenz
linksseitig (D ) 98 (46.9%) +—e— 134 [0.94-1.93]

Alter 0.767
unter dem medianen Alter| 92 (44.0%) * 1.00 Referenz
iber dem medianen Alter| 117 (56.0%) v ] 1.06 [0.72-1.57)

Mikrosatellitenstatus 0.159
v 15 (7.29%) 1.00 Referenz
MSS| 194 (92.8%) ’ 176 [0.80-3.88]

10 200

Abbildung 37: Multivariate krankheitsspezifische Uberlebenszeitanalyse (DSS) in Bd3-Karzinomen unter
Einschluss der Parameter SATB2-Expression, KRK-Subtypen, UICC-Stadien, WHO-Grade, Alter, Geschlecht,
Resektionsstatus und Mikrosatellitenstatus (modifiziert nach [2]).
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6.4 Vergleichende Analyse der kolorektalen Differenzierungsmarker
CDX2 und SATB2

6.4.1 Vergleichende Analyse der Expressionshaufigkeiten von SATB2 und
CDX2

Stellte man die Expression von SATB2 und CDX2 in einer vergleichenden Analyse gegeniber,
S0 zeigte sich, dass SATB2 fast doppelt so haufig (n= 231, 22.2%) ein Expressionsresultat
unterhalb des festgelegten Expressionsgrenzwertes lieferte als CDX2 (n=106, 10.2%). Hierbei
fiel auch die Intensitat, mit der sich CDX2-positive Tumorzellen in der IHC darstellten, haufig
starker aus als es in der SATB2-IHC der Fall war. Ebenso prasentierte sich das
Expressionsmuster von SATB2 deutlich heterogener (n= 340, 32.7%) als jenes von CDX2
(n=121, 11.6%), welches eher diffus verteilt war (n=905, 87.1%). Ein kompletter Ausfall der
IHC-Marker konnte dariiber hinaus in 60 Fallen fir SATB2 (5.8%) und nur in 13 Fallen fur
CDX2 (1.3%) festgehalten werden. SATB2-negative Karzinomen zeigten sich meist dennoch
stark (n=37, 61.7%) und diffus (n=39, 65.0%) CDX2-exprimierend. Im Vergleich hierzu
prasentierten sich CDX2-negative Karzinome meist mit einer schwachen (n=6, 46.2%) und
heterogenen (n=7, 53.8%) SATB2-Expression. Nur zwei der untersuchten Karzinome (0.2%)

wiesen sowohl einen kompletten Ausfall von SATB2 als auch von CDX2 auf.

Nach Gruppeneinteilung in stark- und negativ/schwach-Expressionsgruppen anhand des
ermittelten Grenzwerts fur den jeweiligen Marker zeigten insgesamt die allermeisten
Karzinome eine starke simultane Expression beider Marker (n=766, 73.7%) und somit die
Grol3zahl der Karzinome ein Kkorrelierendes Expressionsprofil (n=830, 79.9%).
Nichtsdestotrotz gab es immer wieder auch Félle, in denen sich eine gegenlaufige
Expressionsgruppenzuordnung abzeichnete und nur einer der beiden Marker stark exprimiert
wurde. So konnte insbesondere fiir die Gruppe der SATB2-defizienten Karzinome beobachtet
werden, dass diese in einem nicht unerheblichen Teil dennoch stark CDX2 exprimierten
(n=167, 16.1%). Tabellen 27 bis 29 stellen eine Ubersicht Uber die verschiedenen
Expressionskombinationen von SATB2 und CDX2 dar. Somit wird deutlich, dass (obwonhl die
Expression von CDX2 und SATB2 eine statistisch signifikante Assoziation (p<0.001)

zueinander darlegten) beide Marker unabhangig voneinander exprimiert werden kénnen.

Vergleichende Analyse der kolorektalen Differenzierungsmarker CDX2 und SATB2
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Tabelle 27: Korrelation der Expressionsmuster von SATB2 und CDX2 (modifiziert nach [2]).

Maxime Philipp Schmitt

Expressionsmuster Expressionsmuster CDX2 Gesamt Wert
SATB2 fehlend |heterogen diffus P
fehlend 2 19 39 60
het 7 7 2 4
g erogen 0 63 340 p<0.001
diffus 4 32 603 639
Gesamt 13 121 905 1039
Tabelle 28: Korrelation der Expressionsintensitaten von SATB2 und CDX2.
Expressionsintensitat Expressionsintensitat CDX2 i
SATB2 fehlend schwach mittel stark Gesamt p-Wert
fehlend 2 15 6 37 60
schwach 6 30 21 88 145
mittel 4 20 36 152 212| p<0.001
stark 1 8 17 596 622
Gesamt 13 73 80 873 1039
Tabelle 29: Korrelation der SATB2- und CDX2-Gruppen (modifiziert nach [2]).
CDX2-Gruppe
SATBZ'GrUppe Csznegativ/schwach CDXZstark Gesamt p'Wert
SATBZnegativ/schwach 64 167 231
SATB2%@" 42 766 808| p<0.001
Gesamt 106 933 1039
6.4.2 Vergleichende Analyse der prognostischen Relevanz von SATB2 und

CDX2 in ihren komplementaren Expressionsgruppen

Nach Stratifizierung der Gesamtkohorte in die gebildeten CDX2-Expressionsgruppen konnte

in der univariaten Uberlebensanalyse fiir die Gruppe der SATB2-stark exprimierenden

Karzinome (mit Ausnahme der DFS in der Gruppe der CDX2nesatvischwach_Karzinome) in allen

Uberlebensparametern ein statistisch signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber den
SATB2"esatvischwach_Karzinomen ermittelt werden (vergleiche Tabelle 30 und Abbildung 38).

Tabelle 30: Univariate Uberlebenszeitanalyse der SATB2-Expressionsgruppen stratifiziert nach CDX2-
Expressionsgruppen fir die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

CDX2-Expressionsgruppen

SATB2-
Expressionsgruppen

Gesamtzahl n

(%)

Mittleres
Gesamtiberleben
[SD] (Monate)

p-Wert

krankheitsspezifisches

Mittleres

Uberleben p-Wert

[SD] (Monate)

Mittleres
krankheitsfreies
Uberleben
[SD] (Monate)

p-Wert

CDX2-negativ/schwach

SATB2-negativ/schwach
SATB2-stark

64 (60.4 %)
42 (39.6 %)

58.4[7.2]
82.1[8.2)

0.026

65.4 [7.6] 0.021

91.2[7.8]

60.1[7.6] 0.069

84.6 [8.5]

CDX2-stark

SATB2-negativ/schwach
SATB2-stark

167 (17.9 %)
766 (82.1 %)

71.8[4.1]
82.2[1.8]

0.013

77.3[4.1] <0.001

91.6[1.7]

70.7 [4.5] <0.001

86.5 [1.9]
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier der SATB2-

Expressionsgruppen geschichtet nach CDX2-Expressionsgruppen jeweils fir OS (A, B), DSS (C, D) und DFS (E,
F) (modifiziert nach [2]).
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In umgekehrtem Fall zeigte sich jedoch in den SATB2-Expressionsgruppen in keinem der
Uberlebensparameter ein signifikanter Unterschied bezliglich der CDX2-Expression in der

univariaten Analyse. Vergleiche hierzu die p-Werte in Tabelle 31.

Tabelle 31: Univariate Uberlebenszeitanalyse der CDX2-Expressionsgruppen stratifiziert nach SATB2-
Expressionsgruppen fiir die Parameter OS, DSS und DFS (modifiziert nach [2]).

Mittleres Mittleres Mittleres

SATB2-Expressionsgruppen CDX2-Expressionsgruppen Cresmilzli) Gesamtiiberleben p-Wert krankhletsspeZIflsches p-Wert kra‘r}khensfreles p-Wert
(%) [SD] (Monate) Uberleben Uberleben

[SD] (Monate) [SD] (Monate)

SATB2-negativ/schwach CDX2-negativ/schwach| 64 (27.7 %) 58.4[7.2] 0.055 65.4 [7.6] 0.089 60.1[7.6] 0.298
CDX2-stark| 167 (72.3 %) 71.8[4.1] 77.3[4.1] 70.7 [4.5]

SATB2-stark CDX2-negativ/schwach| 42 (5.2 %) 82.1[8.2] 0.989 91.2[7.8] 0.941 84.6 [8.5] 0.686
CDX2-stark| 766 (94.8 %) 82.2[1.8] 91.6[1.7] 86.5[1.9]
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6. Diskussion

Diese Dissertationsarbeit untersuchte die Expressionsfrequenz der intestinalen
Transkriptionsfaktoren CDX2 (Caudal-related Homeobox Transcription Factor 2) und SATB2
(Special AT-rich sequence-binding protein 2) in einer sehr grof3en, morphologisch, molekular
und Klinisch umfangreich charakterisierten Kohorte von mehr als 1000 Kolorektalen
Karzinomen (KRK). Da beide Transkriptionsfaktoren in der klinisch-pathologischen
Routinediagnostik regelhaft zum Einsatz kommen und hochstrangig publizierte friihere Studien
- unter anderem im New England Journal of Medicine - eine verminderte Expression im KRK
mit Prognose und Therapieansprechen assoziierten [201, 209, 216, 276], war es Ziel dieser
Dissertation die prognostische und diagnostische Wertigkeit der Expression von CDX2 und
SATB2 vergleichend zu untersuchen, woraus die Publikation von zwei Artikeln zur Thematik

resultierte [1, 2].

Unsere Analyse fokussierten sich darauf funf Aspekte beziliglich der Expression von SATB2
und CDX2 im KRK besonders zu beleuchten, welche in den folgenden Abschnitten

weitergehend diskutiert werden:

1) Welcher der beiden Transkriptionsfaktoren zeigt im KRK seltener einen

Expressionsverlust und ist somit als diagnostisch sensitiver anzusehen?

2) Gibt es bestimmte histopathologische Merkmale, die mit einem Verlust von SATB2
oder CDX2 einhergehen?

3) Gibt es eine Assoziation einer verminderten SATB2- oder CDX2-Expression mit

dem Tumorstadium, der Tumorlokalisation oder den molekularen Phanotypen?

4) Zeigt ein Verlust von CDX2 oder SATB2 einen Einfluss auf die Patientenprognose
und falls ja, welcher der beiden Transkriptionsfaktoren ist der Uberlegene

Prognosemarker?

5) Wie ist die prognostische Relevanz der beiden Transkriptionsfaktoren verglichen
zu bereits etablierten histopathologischen Parametern [7] anzusiedeln und kénnen
durch Sie distinkte Prognosegruppen herausgearbeitet werden, die sich den

etablierten Faktoren entziehen?
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CDX2 ist ein hochkonservierter intestinaler Transkriptionsfaktor, der die Entwicklung und
Ausdifferenzierung der Epithelien sowohl des oberen Gastrointestinaltrakts, also auch
insbesondere des unteren Gastrointestinaltrakts maRgeblich beeinflusst und konstitutiv in der
regelhaften Dickdarmschleimhaut nuklear exprimiert wird [159, 169, 170]. Da CDX2 auch von
den meisten Kolorektalen Karzinomen exprimiert wird, gilt CDX2 als diagnostisch gern
genutzter Marker um eine kolorektale Herkunft eines Karzinoms zu untermauern, was
beispielsweise im diagnostischen Rahmen der &tiologischen Abklarung von Metastasen
Anwendung findet [13-16, 214, 217]. Da CDX2 zu einem substantiellen Anteil auch von
Karzinomen anderer Lokalisation (z.B. Pankreas, Magen, Dinndarm, Ovar) exprimiert wird
[14-16, 217], hat sich in den letzten Jahren auch SATB2 zunehmend in der KRK-Diagnostik
etablieren kénnen [13, 253, 277]. Der Transkriptionsfaktor SATB2 gehort zu den ,Nuclear-
Matrix-Attachment-Regions® (MARs)-bindenden Proteinen, reguliert die Chromatin-
Organisation sowie Modifikation intestinaler Epithelien und wird ebenso konstitutiv von den
Epithelien des Dickdarms und auch von Kolorektalen Karzinomen exprimiert [17, 18, 220-223,
225-227]. Vorherige Studien attestierten SATB2 eine hohere Spezifitat fur Karzinome des
unteren Gl-Trakts als CDX2 und suggerierten ihn als geeigneteren Marker, um eine kolorektale
Differenzierung sichern zu kénnen [13, 17-19, 221, 245, 249, 251, 278].

Prinzipiell Gbereinstimmend mit diesen vorhergehenden Beobachtungen konnte wir in unserer
grolien KRK-Kohorte eine zumeist hohe Expression beider Transkriptionsfaktoren bestatigen,
was ihre generelle Eignung als kolorektale Differenzierungsmarker prinzipiell untermauert.
Allerdings war unsere Studie die Erste, die zeigen konnte, dass (im Gegensatz zu
vorhergehenden Annahmen) ein Verlust oder eine Erniedrigung der SATB2-Expression
wesentlich haufiger im KRK auftritt als eine verminderte oder fehlende Expression von CDX2
(22.2% vs. 10.2%). Hieraus lasst sich ableiten, dass CDX2 insgesamt den sensitiveren Marker
kolorektaler Differenzierung darstellt, da dessen Expression im KRK deutlich seltener verloren
geht. Ein Ausfall beider Marker in Kolorektalen Karzinomen war in unserer Kohorte nur
ausgesprochen selten detektierbar (0.2%, n=2) und die Uberwéltigende Mehrheit aller
Karzinome mit einem Verlust von SATB2 zeigte komplementar eine starke und diffuse
Expression von CDX2 (und umgekehrt). Dies legt nahe, dass in der histopathologischen
Routinediagnostik eine komplementare Anwendung eines Panels aus SATB2 und CDX2 der
vielversprechendste Ansatz zur Sicherung einer kolorektalen Differenzierung ist, da die
allermeisten KRK zumindest einen der beiden Transkriptionsfaktoren stark exprimieren sollten.
Bezugnehmend auf die zugrundeliegenden Ursachen der deutlich niedrigeren Frequenz eines
Expressionsverlusts von CDX2 verglichen mit der von SATB2 gibt es bis dato nur theoretische

Uberlegungen. Ein Erklarungsansatz kénnte in der Eigenschaft von CDX2 als offenbar starker
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konservierter Transkriptionsfaktor zu suchen sein, der bereits in der noch frihen Entwicklung

und intestinalen Differenzierung eine Rolle spielt [13, 159, 169, 170].

Aufbauend darauf fokussierten wir uns im nachsten Abschnitt unserer Analysen darauf, ob wir
einen Verlust der Expression von CDX2 oder SATB2 bestimmten histomorphologischen
Subgruppen, insbesondere der zentralen konventionellen histopathologischen Parameter
(Histologische Subtypen, WHO-Grading, Tumour Budding), wie sie in der WHO-Klassifikation
der Tumoren des Verdauungstrakts definiert werden [7], zuordnen kénnen.

Wir konnten sowohl fir CDX2 als auch fir SATB2 eine deutliche Haufung eines
Expressionsverlusts in spezifischen histologischen Subtypen nachweisen. Interessanterweise
konnten wir fiir CDX2 geh&uft eine verminderte Expression in eher solide wachsenden KRK-
Subtypen zeigen, insbesondere im eher benigne verlaufenden Medullaren Karzinom als auch
in hochaggressiven Neuroendokrinen Karzinomen (MANEC/NEC), was verdeutlicht, dass ein
Expressionsverlust von CDX2 im morphologischen Kontext gewertet werden muss und an
beiden Enden des biologischen Spektrums der KRK auftreten kann. SATB2 zeigte sich im
Gegensatz hierzu gehauft in schleimbildenden/muzinésen, siegelringzelligen, mikropapillaren
KRK oder Karzinomen der MANEC/NEC-Gruppe vermindert exprimiert, welche allesamt eher
als aggressive histologische Subtypen einzuordnen sind [11]. Wir beobachteten weiterhin fur
beide Transkriptionsfaktoren eine signifikante Haufung des Expressionsverlusts in G3/High-
Grade Karzinomen gemaR des klassischen WHO-Gradings, was als Ausdruck der Wichtigkeit
von CDX2 und SATB2 beziiglich der glandularen Differenzierung interpretiert werden kann.
Jedoch muss darauf hingewiesen werden, dass sowohl Studien von uns als auch von anderen
Gruppen bereits zeigen konnten, dass das klassische WHO-Grading, welches sich nur auf die
Drisenarchitektur bezieht, der prognostisch schwachste konventionelle histopathologische
Parameter des KRK ist [11, 279, 280]. Dieser klassifiziert namlich auch eher benigne Tumore,
wie das oben bereits angesprochene Medullare Karzinom, als G3/high-grade, obwohl diese

einen ausgesprochen gunstigen klinischen Verlauf zeigen [7, 9, 11, 131, 281].

Weitaus interessanter ist aus unserer Sicht hier vor allem die starke Assoziation einer
verminderten oder fehlenden Expression von SATB2 mit einer verstarkten Tumour Budding-
Aktivitat, welche als morphologisches Korrelat des Konzepts der Epithelial-Mesenchymalen-
Transition (EMT) angesehen wird [140, 144]. Tumour Budding, ein quantitativer Parameter der
Fahigkeit zur zellularen Dissoziation, hat sich in den letzten Jahren als robustester, Stadien-
unabhéagiger histopathologischer Prognosefaktor herauskristallisiert, der gemald der WHO/
ITBCC in drei Stadien eingeteilt wird, die sich prognostisch deutlich demarkieren [7, 11, 116,
117, 137, 144, 146, 154, 279, 280, 282, 283]. Die signifikante Haufung einer gesteigerten
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Tumour Budding-Aktivitdt in SATB2-defizienten Karzinomen, die wir in unseren
Untersuchungen nachweisen konnten, passt zum einen sehr gut zu der vorbeschriebenen
Assoziation eines SATB2-Verlust zu aggressiven histopathologischen Subtypen, die zumeist
eine hohe Budding-Aktivitat zeigen [245-248], zum anderen ebenso zu den bereits
vorbestehenden experimentellen Untersuchungen, die SATB2 als negativen EMT-Regulator
identifiziert haben, der die Transkription des EMT-Schlusselproteins SNAIL inhibiert [237, 238].

Im nachsten Schritt unserer Analysen untersuchten wir, inwiefern sich ein Zusammenhang
zwischen der Expression von CDX2 / SATB2 und den Klinisch-prognostisch wichtigsten
klinisch-pathologischen Parametern, in erster Linie der TNM-Klassifikation und den sich
daraus ableitenden Tumorstadien gemaR UICC, darstellt. Zwar konnten wir auch fur CDX2
eine gewisse Assoziation mit einem generell hdheren Tumorstadium nachweisen, dies bezog
sich aber vor allem auf den Vergleich dieser Gruppen mit sehr frihen Tumoren im Stadium I,
wahrend zwischen Stadium II-1V eine weitgehend gleichartige Verteilung zur Darstellung kam.
Anders gelagert zeigte sich dies bezogen auf SATB2. Hier konnten wir fir alle Aspekte der
TNM-Klassifikation sowie fur die UICC-Stadien eine sehr starke Assoziation von SATB2-
defizienten KRK zu lokal fortgeschrittenen, nodal-positiven oder gar fernmetastasierten
Tumoren nachweisen, was angesichts der vorbeschriebenen Haufung in aggressiven
Subtypen und allgemein in KRK mit hoher zellularer Dissoziationsfahigkeit sowie der von
einigen Autoren in experimentellen Studien beschriebenen tumorsuppressiv wirkenden
Eigenschaften von SATB2 ausgezeichnet in das Gesamtbild passt [245-248] [237, 239, 284,
285].

Weitergehend analysierten wir den Zusammenhang zwischen CDX2- und SATB2-Expression
und dem Mikrosatellitenstatus, welcher wohl der basalste molekulare Parameter zur
Bestimmung der generellen Histogenese eines KRK darstellt. Passend zu unseren vorherigen
Ergebnissen und insbesondere zur beschriebenen starken Assoziation von CDX2 zum Subtyp
der Medullaren KRK, die so gut wie immer mikrosatelliteninstabil sind [7, 9, 11, 281], konnten
wir eine massive Haufung CDX2-defizienter KRK in der Gruppe der mikrosatelliteninstabilen
Tumore ausmachen. Eine schwéachere Assoziation war hierzu auch fir SATB2 nachweisbar,
die allerdings bei weitem nicht die Signifikanzstarke von CDX2 erreichen konnte. Da
mikrosatelliteninstabile KRK in der Regel einen indolenteren klinischen Verlauf haben [7, 11,
286-288], konnte dies als ein Erklarungsansatz fir die prognostischen Schwéachen von CDX2

als Biomarker herangezogen werden, auf die wir nachfolgend noch naher eingehen méchten.

Im Jahr 2016 publizierten Dalerba und Kollegen [209] eine international stark wahrgenommene

Studie im New England Journal of Medicine und postulierten einen Verlust der CDX2-
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Expression als Stadien-unabhangigen Biomarker, der ebenso den Uberlebensvorteil einer
adjuvanten Therapie in den Tumorstadien UICC II/lll pradiktiv vorhersagen konne. Auf
Grundlage dieser prominent publizierten Arbeit - und weiterer Arbeiten, die eine starke
prognostische Relevanz von CDX2 fir KRK-Patienten postulierten [201, 216, 276, 289] - war
es nun das Hauptziel unserer Studie zum einen die prognostische Potenz von CDX2 und auch
von SATB2 im generellen in unserem Kollektiv einzuordnen, aber ebenso zu untersuchen, wie
sich die Fahigkeit zur prognostischen Demarkation im Vergleich zu den bereits etablierten
konventionellen histopathologischen Prognosefaktoren verhdlt. Generell konnten wir in
explorativen  univariaten  Uberlebenszeitanalysen fur CDX2 einen  signifikanten
Uberlebensunterschied zwischen KRK-Patienten mit starker und erniedrigter bzw. ganzlich
fehlender Expression von CDX2 nachweisen. Allerdings erwies sich diese statistische
Signifikanz in diversen Subgruppenanalysen als auferst storanfallig. So konnten
beispielsweise in wichtigen Subgruppen, wie in mikrosatelliteninstabilen Karzinomen oder
Karzinomen im UICC-Stadium Il/lll, keine prognostische Relevanz der CDX2-Expression
nachgewiesen werden. Darlber hinaus zeigte sich Uberraschenderweise jedoch auch eine
starke Assoziation zur Tumorlokalisation, da CDX2 in KRK des linksseitigen Kolons und des
Rektums prognostisch &auRRerst relevant war, allerdings in rechtsseitigen KRK keinerlei
prognostische Bedeutung zeigte. Noch entscheidender war jedoch der Vergleich der
prognostischen Relevanz der CDX2-Expression mit den etablierten morphologischen
Parametern aus der WHO-Klassifikation, welche sich allesamt als deutlich Uberlegene
Prognosefaktoren zeigten, die in nahezu allen klinischen Subgruppenanalysen und auch
sowohl in CDX2-exprimierenden als auch in CDX2-defizienten KRK distinkte
Prognosegruppen identifizieren konnten. Passend zu diesen Beobachtungen verschwand
jegliche prognostische Relevanz von CDX2 in multivariaten Analysen, welche die WHO-
Parameter Tumour Budding, die histologischen Subtypen und das WHO-Grading mit
einbeziehen. Hiermit ergibt sich die klare Aussage unsere Arbeit, dass unsere Analysen in
unserem sehr grof3en Kollektiv eindeutig zeigen, dass CDX2 zwar eine gewisse prognostische
Demarkationsfahigkeit aufweist, hier aber deutlich hinter den konventionellen histologischen

Parametern zurlicksteht und diese zur Prognoseabschatzung priorisiert werden sollten.

SATB2 zeigte in unseren Analysen dagegen eine deutlich starkere Fahigkeit zur
prognostischen Demarkation und wies in nahezu allen univariaten Analysen und auch in
Subgruppenanalysen einen sehr starken Effekt auf das Patiententberleben auf. Insbesondere
war ein SATB2-Verlust auch in jenen Subgruppen relevant (mikrosatelliteninstabile
Karzinome, rechtsseitige KRK), bei denen CDX2 keine prognostische Relevanz zeigte.

Bezogen auf die klassischen konventionellen Parameter erwies sich jedoch auch ein SATB2-
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Verlust als etwas unterlegener Prognoseparameter, was sich dadurch auf3erte, dass in der
multivariaten Analyse in der Gesamtkohorte unter Berticksichtigung dieser Parameter SATB2
knapp ein statistisches Signifikanzniveau verfehlte. Allerdings konnten wir - im Gegensatz zu
CDX2 - nun in Subgruppen der WHO-Parameter, z.B. in Tumoren mit hoher Tumour Budding-
Aktivitat, eine prognostische Relevanz des SATB2-Verlusts aufzeigen. Gleichartig gelagert
zeigte sich die multivariate Analyse in Tumoren nodal-metastasierter KRK im UICC-Stadium
lll. Diese Daten deuten darauf hin, dass SATB2 durchaus ein klinisch relevanter Biomarker ist,
der insbesondere in Hoch-Risiko-Gruppen des KRK nochmals wichtige Informationen tber die

Patientenprognose liefern kann.

SATB2 ist somit bezliglich der prognostischen Relevanz als der deutlich potentere Biomarker
gegenliber CDX2 anzusehen, was unsere Analysen abschlielend auch nochmals dadurch
untermauern konnten, dass ein Verlust der SATB2-Expression sowohl in Patienten mit
erhaltener CDX2-Expression als auch in Patienten mit CDX2-Verlust statistisch hochgradig
relevant war, wahrend CDX2 in den SATB2-Expressionsgruppen keinerlei prognostische

Relevanz zeigte.

Die von uns durchgefiihrte Studie hat mehrere Limitationen.

Zum einen ist unsere Studie im Charakter einer rein retrospektiven Kohortenstudie designt,
sodass prospektive Untersuchungen, insbesondere bezliglich der Prognoseabschatzung, hier
noch unsere Untersuchungsergebnisse bestatigen missen.

Eine zweite Limitation ist die Tatsache, dass uns fir eine Minderheit der Patienten das genau
Therapieregime nicht vorliegt. Da die Behandlung bei KRK aber Stadien-adaptiert sehr gut
durch die Therapieempfehlungen der deutschen S3-Leitlinie fir KRK[5] definiert ist, konnen
wir hier mit hoher Sicherheit (bis auf Einzelfallentscheidungen, z.B. bei divergierendem
Patientenwunsch) von einer leitliniengerechten Behandlung aller Patienten ausgehen.
Letztlich stellt die Untersuchung an TMAS eine weitere Limitation unserer Studie dar, da hier
(auch angesichts der Kohorten-GroRRe) jeweils nur ein kleiner Anteil der gesamten
Tumormasse abgebildet werden kann. Jedoch wurde bei der TMA-Anfertigung darauf
geachtet, dass die jeweiligen Karzinome durch die TMA-Cores reprasentativ abgebildet
werden, was sich auch in unseren vergleichenden Analysen der Ergebnisse zwischen TMA
und korrespondierenden Whole Slides widerspiegelte und wir hier eine hohe Konkordanz der

Expressionsergebnisse aufzeigen konnten.
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Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Dissertationsschrift folgende wichtige

Erkenntnisse herausgearbeitet werden:

1) Im Vergleich der beiden intestinalen Transkriptionsfaktoren CDX2 und SATB2,
zeigt SATB2 eine wesentlich hdhere Frequenz eines Expressionsverlusts, was
CDX2 somit insgesamt als sensitiveren Marker zur Sicherung einer kolorektalen
Herkunft, beispielsweise in der Metastasendiagnostik, erscheinen lasst. Da zudem
beide Marker nur aufRerst selten einen kombinierten kompletten Verlust zeigen,
kann zudem durch Kombination beider Marker mit hoher Wahrscheinlichkeit eine

kolorektale Differenzierung gesichert werden.

2) Sowohl CDX2 als auch SATB2 zeigen starke Assoziationen zu den zentralen
konventionellen histopathologischen Parametern des KRK, wobei insbesondere
SATB2 stark geh&uft in morphologisch aggressiven Tumoren auftritt, wahrend
hingegen ein Verlust der CDX2-Expression eher an beiden Enden des Spektrums

der biologischen Aggressivitéat Kolorektaler Karzinome beobachtet werden kann.

3) Ein Expressionsverlust beider Transkriptionsfaktoren, aber insbesondere von
SATB2, ist haufiger in fortgeschrittenen und metastasierten KRK zu beobachten,
wahrend bei CDX2 vor allem die Assoziation zu mikrosatelliteninstabilen Tumoren

ins Auge sticht.

4) Sowohl der Verlust von SATB2 als auch von CDX2 ist generell von prognostischer
Relevanz. Von beiden Transkriptionsfaktoren ist SATB2 der deutlich potentere
Prognosefaktor, der interessanterweise auch in Hoch-Risiko-Gruppen in
multivariaten Analysen Bestand hat und dort prognostische Subpopulationen

identifizieren kann.

5) Die konventionellen histopathologischen Parameter sind bezlglich ihrer
prognostischen Demarkationsfahigkeit CDX2 und auch SATB2 Uberlegen, da sie
auch in der Gesamtheit aller Kolorektalen Karzinome in multivariaten Analysen
statistisch hochgradig signifikant bleiben und in diesen Analysen beide
Transkriptionsfaktoren in Bereiche aullerhalb der statistischen Signifikanz

verweisen.

Inzwischen konnten in weiterfihrenden Studien Teile unserer Ergebnisse reproduziert und
bestatigt werden. So konnten auch Hrudka et al. prognostisch besonders aggressiv
verlaufende Karzinomphanotypen durch einen SATB2-Expressionverlust identifizieren und

eine Assoziation eines SATB2-Verlusts mit Muzinésen Adenokarzinomen und
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Siegelringzelligen Karzinomen sowie high-grade Karzinomen beobachten [290]. Vlahovi¢ und
Kollegen konnten ebenfalls aufzeigen, dass ein CDX2-Verlust besonders stark mit
mikrosatelliteninstabilen Karzinomen und einer geringen Karzinomdifferenzierung assoziiert
ist [291]. Diese Ergebnisse konnten Li et al. erneut in einer vergleichenden Analyse der
SATB2- und CDX2-Expression an ganzen Tumorschnitten bestétigen und &hnlich zu unseren
Ergebnissen die Bedeutung von CDX2 und insbesondere SATB2 bei der prognostischen

Stratifizierung unterstreichen [292].

Ausblickend sollten weitere multizentrische Studien folgen, um die molekularen Grundlagen
des Expressionsverlusts dieser beiden intestinalen Transkriptionsfaktoren in KRK-
Subgruppen — insbesondere eines SATB2-Verlusts in Hoch-Risiko-KRK als auch eines CDX2-
Verlusts in MSI-Karzinomen und der auf den ersten Blick ambivalent erscheinenden starken
Assoziation eines CDX2-Verlusts mit sowohl prognostisch benigne verlaufenden Medullaren
Adenokarzinomen als auch aggressiv verlaufenden NEC/MANEC — naher zu charakterisieren.
Weiterfilhrend sollte auch die Bedeutung eines SATB2-Verlusts fiur das therapeutische
Vorgehen — v.a. in den morphologischen Hoch-Risiko-KRK — beleuchtet und nach potentiellen

therapeutischen Angriffspunkten gefahndet werden.
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