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1. Einleitung

Jahrlich erkranken mehr als 420 000 Menschen neu an Krebs. Hierbei gehoren
kolorektale Karzinome weltweit zu den haufigsten malignen Erkrankungen.
Hinter Prostatakrebs beim Mann (48 650) und Brustkrebs bei Frauen (55 150)
steht mit etwa 35 600 Neuerkrankungen bei Mannern und 35 800
Neuerkrankungen bei Frauen Darmkrebs an zweiter Stelle der haufigsten
Krebsarten in Deutschland (Layer, Kopp, Muller-Schimpfle, 2008). Er ist sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen die zweithaufigste krebsbedingte

Todesursache.

Epo wird oft bei Krebspatienten mit Anamie eingesetzt, da verschiedene
Studien gezeigt haben, dass die Gabe von Epo den Hb-Wert signifikant erhoht,
die Anzahl von Bluttransfusionen senkt und die Lebensqualitat erhoht. Wahrend
viele Studien diese Erkenntnisse bestatigen, gibt es auch einige Studien, die
den Vorteil einer Epo-Behandlung bei Tumorpatienten in Frage stellen (z.B.
Bohlius et al., 2009). Epo wird unter anderem mit einem erhdhten Risiko fur
thrombembolische Ereignisse, erhohter Tumorprogression und
Tumorangiogenese in Verbindung gebracht.

Die tumorfordernde Wirkung von Epo steht einigen Studien zufolge in
Zusammenhang mit der in vielen Geweben nachgewiesenen Epo-Rezeptor-
Expression. Diese Expression wurde nicht nur in blutbildenden Geweben wie
Niere oder Knochenmark nachgewiesen, sondern auch in Tumorgeweben der
Brust, Leber, Lunge etc. Wenn die Epo-R-Expression, wie in einigen Studien
vermutet, tatsachlich Einfluss auf Tumorwachstum oder Tumorangiogenese hat,
dann liegt es nahe deren Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patienten zu
untersuchen. Bislang ist an kolorektalen Karzinomen dieser Zusammenhang
nicht untersucht worden. Fur diese Studie ergab sich deshalb folgende
Fragestellung: Ist die Epo-R-Expression in kolorektalen Karzinomen mit dem
Gesamtuberleben der Patienten korreliert?

Liegt hier ein Zusammenhang vor, konnte die Epo-R-Expression nicht nur als
Faktor fur die Tumorprognose gelten, es musste auch genau untersucht

werden, ob eine Anamie-Behandlung mit Epo weiterhin sinnvoll ware (vgl.



hierzu Denis und Lartigau, 2004). In Kapitel 2 wird ein Uberblick tber den
aktuellen Stand der Wissenschaft hinsichtlich Epo, Epo-R und den
therapeutischen Gebrauch von Epo gegeben.

Kapitel 3 beschaftigt sich mit Material und Vorgehensweise in der Studie, deren
Ergebnisse in Kapitel 4 prasentiert und in Kapitel 5 diskutiert werden. Kapitel 6
stellt in der Zusammenfassung kurz Fragestellung, Ziel und Ergebnis der Studie

dar. Das Literaturverzeichnis findet sich abschlieRend in Kapitel 7.



2. Stand der Wissenschaft

2.1. Struktur des Epo-Molekils und des Epo-Rezeptors

Erythropoietin (Epo) ist ein Glykoprotein-Hormon mit einer Molekularmasse von
30400 Da. Es fungiert als wichtigster Regulator der Erythropoese durch
Wachstumsstimulation, Unterdrickung der Apoptose und die induzierte
Differenzierung der Vorlauferzellen der roten Blutkorperchen (Lacomb und
Mayeux, 1999).

Beim Menschen codiert die Epo-mRNA fur ein Protein mit 193 Aminosauren,
von denen wahrend der Reifung 27 abgetrennt werden. Daraus resultiert
schlieBlich das reife Protein mit einer Struktur aus 166 Aminosauren. Das Epo-
Molekul beinhaltet zwei strukturstabilisierende Disulfid-Bricken zwischen den
AS 7 und 161 sowie 29 und 33, deren Abbau einen Verlust der Bioaktivitat
bedeutet. Zusatzlich ist das Epo-Molekul an den Positionen 24, 38 und 83 N-
und an Position 126 O-glykosyliert. Wahrend der O-gebundene Zucker keine
wichtige Funktion einnimmt, sind die N- gebundenen Zucker fir die Stabilitat
des Epo-Molekils im Blutkreislauf unerlasslich (Sasaki et al.; 2000; Mulcahy,
2001). Nicht-glykosyliertes Epo ist zwar biologisch aktiv, hat aber eine extrem
kurze Halbwertszeit.

Epo wird vor allem in der Niere von peritubularen Zellen gebildet (Bachmann et
al., 1993). Es findet sich allerdings, wie auch sein Rezeptor, in etlichen nicht
blutbildenden Geweben und Zellen, so z. B. in der Leber, im Uterus und ZNS, in
vaskularen Endothelzellen und soliden Tumoren (Farrell und Lee, 2004; Lappin,
2003; Lappin et al., 2002).

Der Epo-Rezeptor gehort zur Superfamilie der Cytokin-Rezeptoren (Leyland-
Jones, 2002). Zu dieser Familie gehdéren auflerdem Rezeptoren anderer
blutbildender Wachstumsfaktoren wie Wachstumshormone, Prolaktin, G-CSF,
GM-CSF, Thrombopoietin, Onkostatin M und verschiedene Interleukine.
Mehrere ausgepragte Eigenschaften verbinden die Rezeptoren dieser Familie.
Dazu gehdren extrazellulare, Liganden-bindende Domanen mit konservierten
Cystein-Resten, ein konserviertes Motiv, WSXWS, das sich nahe der

transmembranaren Domane befindet, ein einzelner transmembranarer Bereich



und eine intrazellulare Domane.

Die funktionelle Epo-R-Expression wurde in vielen nicht-blutbildenden Zelltypen
gezeigt. Dazu gehdren Gefallendothelzellen (Anagnostou et al., 1994), glatte
Muskelzellen (Ammarguellat et al., 1996), Zellen der Skelettmuskulatur (Ogilvie
et al.,, 2000), Myozyten der Herzmuskulatur (Parsa et al., 2004), Neurone
(Nagai et al.,, 2001), retinale Photorezeptoren (Grimm et al.,, 2002),
Stromazellen der Leber (Ohneda et al., 1993), Plazenta (Sawyer et al., 1998)
und Niere (Westenfelder et al., 1999) sowie Makrophagen (Haroon et al., 2003).
Epo-Rezeptoren konnen auf den Epo-produzierenden Zellen selbst (= autokrine
Regulation) oder an Zellen eines benachbarten Gewebes (= parakrine
Regulation) lokalisiert sein (Shingo et al., 2001). Die Epo-R-Expression und
deren Signaltransduktion in blutbildenden Geweben sind entscheidend fur die

regulare Erythropoese von Saugetieren (Wu et al., 1995).

2.2. Mechanismen und Signalwirkung des Epo-Rezeptors

Epo bindet an seinen Rezeptor und es kommt zur Homodimerisierung der
zytoplasmatischen Domane des Rezeptors. Dadurch wird die Janus-Kinase 2
(JAK2), eine Tyrosinkinase, phosphoryliert und aktiviert (Remy et al., 1999;
Witthuhn, 1993). JAK2 phosphoryliert anschlieRend Tyrosin-OH-Gruppen des
Rezeptors und STAT5-Proteine. STATS5 dimerisiert und transloziert in den Kern.
Dort bindet es an spezifische Regulierungs-Sequenzen und aktiviert die
Transkription der Zielgene (siehe Abbildung 3) (Klingmuller et al., 1996).

Der zweite wichtige, durch Epo beeinflusste Signaltransduktionsweg ist der
uber das Ras-Onkogen. JAK2 phosphoryliert verschiedene intrazellulare

Proteine, darunter auch die intrazellulare Domane des Epo-Rezeptors.

Die Aktivierung des Ras-Signaltransduktionswegs beinhaltet:

Phosphorylierung von SRC-homology and collagen (SHC) (Tauchi et al., 1995;
Barber et al., 2001), Komplexbildung von SHC mit Growth-Factor-Receptor-
Binding Protein 2 (GRB2), Son of Sevenless 1 (SOS-1) und Rat Sarcoma
Oncogen (Ras), Aktivierung von RAF-1, MAP/ERK-Kinase (MEK), Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK) und schliellich die Aktivierung der



Transkription (Klingmduller, 1997; Yoshimura et al., 1998; Constantinescu et al.,
2001).

Die Signalubertragung des Epo-Rezeptors wird gehemmt durch Cytokine-
inducible SH2 Protein 3 (CIS-3), das an den phosphorylierten Epo-Rezeptor
und JAK2 bindet (Sasaki et al., 2000). Haematopoietic Cell Phosphatase (HCP)
= Src-Homology Tyrosine Phophatase 1 (SHP1)

Protein-Tyrosine
Phosophatase 1 (PTP1C) bindet an den phosphorylierten Epo-Rezeptor, worauf
der Rezeptor seine Konformation andert und JAK2 dephosphoryliert wird.
Haematopoietic Cell Phosphatase) HCP wirkt also als negativer Regulator auf
die Epo-Signalkaskade (Klingmdller et al., 1995).
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Abb. 1
Signaltransduktion Gber STAT-5 bei Bindung von Epo an seinen Rezeptor
modifiziert nach Kosi Gramatikoff, PhD; BioCarta, www.BioCarta.com




2.3. Therapeutischer Einsatz von Epo und seine Konsequenzen

Wahrend Epo nach seiner Einfuhrung auf den Markt 1987 noch als
~Wunderdroge“ in der Behandlung onkologischer Patienten galt, ist der
therapeutische Einsatz von Epo bei Krebs mit begleitender Anamie heute
umstritten, da sich Studien zur Sicherheit von Epo haufig widersprechen.

In einer randomisierten, doppel-blinden, Placebo-kontrollierten Studie mit 375
chemotherapeutisch behandelten Krebspatienten mit Anamie, zeigte die
Epoetin-alpha-Gruppe ein besseres 1-Jahres-Gesamtiberleben als die
Placebogruppe (Littlewood et al., 2001; Dammacco et al., 2001; Abels, 1992).
Zum gleichen Ergebnis kommt eine 2005 erschienene Meta-Analyse von 27
randomisierten kontrollierten Studien mit insgesamt 3287 Patienten, die einen
leichten Trend zeigte, dass Epo eventuell das Gesamtliberleben verbessert
(Bonhlius et al., 2005).

Eine neuere Studie an Patienten mit Kopf- und Halskrebs zeigte wiederum,
dass rekombinantes Epo (rEpo) zwar die Anamie bei Tumorpatienten ausglich,
aber die Beherrschung der Erkrankung oder das Uberleben nicht verbesserte
(Henke et al., 2003).

Eine groRe multizentrische, doppelblinde, randomisierte, Placebo-kontrollierte
klinische Studie zeigte in der Epoetin-alpha-Gruppe im Vergleich zur Placebo-
Gruppe ein niedrigeres 1-Jahres-Gesamtuberleben (Leyland-Jones et al.,
2005). Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen weitere Studien, die eine
verringerte Uberlebenswahrscheinlichkeit und erhdhte Tumorprogression bei
Patienten im Vergleich zur Placebo-Gruppe zeigte, die mit Epoetin alpha oder
Epoetin beta behandelt wurden (Bohlius et al., 2006; Glaspy et al., 2004).
Einige praklinische Studien haben Uber direkte Effekte wie die Aktivierung
intrazellularer Signaltransduktion oder Stimulation der Proliferation oder
Migration von rEpo auf Krebszellen berichtet. Andere wiederum fanden keine
signifikanten Effekte von Epo-Epo-R auf die Tumorzellproliferation. In
vaskularen Endothelzellen war die Epo-R-Expression mit der Fahigkeit von Epo
assoziiert, intrazellulare Signale zu stimulieren und angiogenetische Antworten

in zahlreichen experimentellen Modellen zu fordern. Eine jungst veroffentlichte



Studie berichtete, dass Epo in die pathologische Angiogenese der proliferativen
diabetischen Retinopathie verwickelt ist (Hardee et al., 2006; Lester et al., 2005;
LaMontagne et al., 2006; Feldmann et al., 2006; Gewirtz et al., 2006).

Obwohl die Rolle von Epo fur die Tumor-Angiogenese bereits angedeutet
wurde (Yasuda et al., 2001, 2002, 2003; Tovari et al., 2005), ist sein Potential
als Zielfaktor und direkter pathogenetischer Faktor einer
Tumorneovaskularisation nicht bewiesen.

Auch Uber die Auswirkungen der Epo-R-Expression in Tumorzellen und -
geweben ist sich die Wissenschaft nicht einig. Eine Epo-R-Expression wurde in
Tumorzelllinien und Tumorgewebe von Brust (Acs et al., 2001; Arcasoy et al.,
2002; Westphal et al., 2002; Yasuda et al., 2003), Niere (Westphal et al., 2002;
Westenfelder et al., 2000), Colon (Westphal et al., 2002; Yasuda et al., 2003),
Magen (Yasuda et al., 2003), Pankreas (Westphal et al., 2002; Yasuda et al.,
2003), Prostata (Westphal et al., 2002; Yasuda et al., 2003; Feldman et al.,
2006), weiblichen Geschlechtsorganen (Westphal et al., 2002; Yasuda et al.,
2003; Acs et al.,, 2003; Yasuda et al.,, 2002; Yasuda et al., 2001), Leber
(Westphal et al., 2002; Batra et al., 2003), Lunge (Yasuda et al., 2003), Gehirn
(Westphal et al., 2002; Batra et al., 2003), von Melanozyten (Westphal et al.,
2002; Yasuda et al., 2003; Selzer et al., 2000; Kumar et al., 2005), Kopf-Hals-
Tumoren (Lai et al., 2005) und blutbildenden Neoplasien (Westphal et al., 2002;
Yasuda et al., 2003) beschrieben.

In-vitro-Tests haben die Signalubertragung von Epo auf Epo-R mit der
Modulation von Tumorproliferation (Acs et al., 2001; Westenfelder et al., 2000),
Chemosensitivitat (Carvalho et al., 2005) und Radiosensitivitat (Pajonk et al.,
2004) in Verbindung gebracht. Juingste Studien deuten an, dass die Epo-R-
Signalwirkung fur die Tumorgenese von Brustkrebs wichtig sein konnte
(Arcasoy et al., 2002) und Hypoxie-induzierte Apoptose in vitro verringert,
wodurch die Aggressivitat und Tumorprogression von Endometriumkarzinomen
gesteigert wird (Acs et al., 2004). Zellzyklus-Analysen zeigten einen Abfall der
in Apoptose gehenden Zellen und gleichzeitig einen Anstieg der Konzentration
von rekombinantem Epo (Hardee et al., 2006).

Hardee et al. beobachteten aulierdem, dass die Expression von aktivem Epo-



R129C (aktive Mutation auf Position 129 des Epo-Rezeptors) in
Mammakarzinomzellen mit einer erhohten angiogenetischen Antwort und

erhéhtem Tumorwachstum einhergeht (Hardee et al., 2007).

2.4. Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist eines der haufigsten Karzinome der Welt. In der
Europaischen Union liegt es nach dem Mammakarzinom bei Frauen und dem
Bronchialkarzinom bei Mannern an zweiter Stelle (Heitkamp et al., 2001).

Die Inzidenz in Deutschland liegt bei ca. 25 pro 100 000 Einwohner pro Jahr,
mit einem Haufigkeitsanstieg ab dem 40. Lebensjahr. Ab dem 8.
Lebensjahrzehnt liegt die Inzidenz sogar bei 400 pro 100 000 Einwohner pro
Jahr. Vor allem in den westlichen Industriestaaten tritt das kolorektale
Karzinomhaufig auf, wahrend es in den so genannten Entwicklungslandern eher
selten ist. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist bei ca. 25 % der Patienten das
Karzinom bereits metastasiert. Klinische Beschwerden sind vor allem Mudigkeit,
Schwache und Leistungsabfall infolge der Tumoranamie. Gastrointestinale
Symptome wie okkulte Blutverluste (Lokalisation: proximales Kolon), Anderung
der Stuhlgewohnheiten, Hamatochezie (Lokalisation: distales Kolon) treten erst
sehr spat auf.

Zu etwa 60 % findet sich das kolorektale Karzinom im Rektum, zu ca. 20 % im
Sigma, zu ca. 10 % im Zakum/Colon ascendens und zu weiteren ca. 10% im
ubrigen Kolon. Eine Ausbreitung erfolgt einerseits kontinuierlich vor allem in
oraler Richtung (Infiltration der Blase, der Ureteren, der Prostata, des Uterus
und der Ovarien durch das Rektumkarzinom), andererseits durch lymphogene
Metastasierung. Die Metastasierung lauft Uber drei Wege: zu den paraaortalen
Lymphknoten (LK) (hoch sitzende Karzinome), zusatzlich lateral in die Becken-
LK (in der mittleren Etage sitzende Karzinome) und zusatzlich in die inguinalen
LK (tief sitzende Karzinome, diese haben die schlechteste Prognose).
Aulerdem kann eine hamatogene Ausbreitung stattfinden, die vor allem in die
Leber erfolgt. Von dort kommt es dann sekundar zu einer Metastasierung in die
Lunge.

95 % der Karzinome sind Adenokarzinome, 5 % gehoren zu den



Plattenepithelkarzinomen des Analkanals, zu Leiomyosarkomen, malignen
Karzinoiden, = malignen  Melanomen  sowie  Kaposi-Sarkomen  des
Gastrointestinal-Trakts bei AIDS.

Umweltfaktoren spielen bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms eine
entscheidende Rolle. Es gibt eine Reihe von epidemiologischen Studien, die
zeigen, dass sich das Risiko umweltabhangig andert (Whittemore et al, 1990).
Genetische Faktoren (Adenom-Karzinom-Sequenz) sind flr zwei Sonderformen
des

Kolonkarzinoms nachgewiesen. Fur die Polyposis-Syndrome (FAP = familiare
adenomatdse Polypose) und fur eine seltene, autosomal-dominant vererbte
Sonderform des Kolonkarzinoms (sogenanntes Lynch-Syndrom bzw. HNPCC =
Hereditary non-polyposis colorectal cancer). Das relative und absolute Risiko
fur Patienten mit juveniler Polyposis wurde nun erstmals von amerikanischen
Wissenschaftlern untersucht, die mit Hilfe einer Personen-Jahr-Analyse die
Inzidenz des kolorektalen Karzinoms bei Patienten mit juveniler Polyposis mit
der normalen Population verglichen. Man kam zu dem Ergebnis, dass
Patienten mit juveniler Polyposis ein deutlich erhohtes relatives und absolutes
Risiko haben, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, so dass bereits in
jungen Jahren eine engmaschige Uberwachung und Kontrolle erforderlich ist
(Brosens et al., 2007).

Zu den aktuell bekannten Risikofaktoren gehdren Alter (steigende Inzidenz ab
dem 40. Lebensjahr), kolorektale Adenome, kolorektale Karzinome in der
Familienanamnese (laut Kato et al. bei mindestens 10% der Patienten; Kato et
al., 1990), anderen Autoren zufolge bei mindestens 25% (Heitkamp et al.,
2001)), Colitis ulcerosa und die Familidare Adenopolyposis coli (Karzinomrisiko
100 %).

Weitere Risikofaktoren sind Adipositas, zu fetthaltige Kost, fehlende korperliche
Aktivitat, regelmaliger Alkoholkonsum (>45 g pro Tag 1,5faches Risiko), Ruhr,
Lymphgranuloma inguinale und intestinale Schistosomiasis (Mduller, Chirurgie
fur Studium und Praxis).

Die Klassifikation des kolorektalen Karzinoms erfolgt nach Dukes (A-D) und

dem TNM-System. Zu den diagnostischen Moglichkeiten gehdren die



korperliche Untersuchung, der Nachweis von okkultem Blut, die Koloskopie,
transrektale Sonographie und CT. Der Tumormarker CEA (karzino-embryonales
Antigen) ist zur Primardiagnostik nicht geeignet, da CEA im Frihstadium oft
nicht exprimiert wird und wird deshalb vor allem zur Verlaufskontrolle
verwendet.

Die chirurgische Therapie ist bis heute der Goldstandard. Je nach Lokalisation
wird eine radikale Resektion des Tumors durchgefuhrt, bei Rektumkarzinomen
wird nur dann kein Kolostoma angelegt, wenn der Tumor mindestens 2 cm vom
Anus entfernt reseziert werden kann. Strahlen- und Chemotherapie wird in der
Regel erst ab einem

Stadium Dukes C postoperativ durchgeflhrt. Bei Rektumkarzinomen kann im
Stadium Dukes B und C die Uberlebensrate mit kombinierter Strahlen- und
Chemotherapie erhoht werden.

Prognostisch ist eine 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von 55% bei allen
kolorektalen Karzinomen zu nennen. Ja nach Stadium variiert die 5-JUR
zwischen 80% im Stadium T4, und 5-20% bei Fernmetastasen.
Nachsorgeprogramme sollen das Risiko fur ein Tumorrezidiv verringern und
finden deshalb postoperativ zwei Jahre lang statt. Vierteljahrlich wird auf
okkultes Blut kontrolliert, CEA Uberpruft, die Leber sonographiert, ein Rontgen-
Thorax und eine Koloskopie (nach 6 — 12 Monaten) durchgefuhrt.

Zur Prophylaxe des kolorektalen Karzinoms wird fir Erwachsene ab dem 50.
Lebensjahr eine Vorsorgeuntersuchung empfohlen, die Anamnese, digitale
rektale Untersuchung und fakal-okkulten Bluttest einschlief3t. Einige Studien
deuten an, dass die Koloskopie hinsichtlich Effektivitat, Kosten und Compliance
als Screeningmethode am besten geeignet sei (z. B. Vijan et al., 2001).

Eine Koloskopie wird ab dem 55. Lebensjahr durchgefuhrt und muss nach
unauffalligem Ergebnis erst nach 10 Jahren erneut stattfinden. Bei Entdeckung
von adenomatdsen Polypen oder Polypen in der Anamnese sollte die
Koloskopie alle 3 Jahre stattfinden. Liegt eine Veranlagung fur HNPCC
(Hereditary non-polyposis colorectal cancer) vor oder leidet der Patient an FAP
(familiare adenomatose Polypose) sollte die Koloskopie ab dem 25. Lebensjahr

bzw. ab dem 10. Lebensjahr jahrlich erfolgen und bei FAP zusatzlich eine
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prophylaktische Prokotkolektomie im Alter von 18 — 22 Jahren erfolgen.

Zur Prophylaxe gehort aullerdem die Aufklarung uber samtliche oben
genannten Risikofaktoren und deren Vermeidung. In einer Arbeit von Heitkamp
et al. 2001 wurden Studien der letzten 15 Jahre analysiert, die sich mit dem
Zusammenhang zwischen der Inzidenz kolorektaler Karzinome und koérperlicher
Aktivitat befassen um zu klaren, ob diese zur Pravention geeignet ist. Hier
erschien der  Zusammenhang von korperlicher  Aktivitat und
Karzinomerkrankungen am wahrscheinlichsten beim

Kolonkarzinom und weniger beim Rektumkarzinom. Trotz diverser
Einschrankungen, die es bei den verschiedenen analysierten Studien gab, war
das Ergebnis so deutlich, dass koérperliche Aktivitat zur Pravention empfohlen
werden konnte (Dt Arztebl 2001;98:A 612-18[Heft 10]).
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten und Gewebeproben

Die 450 Gewebeproben der Studie wurden von der Abteilung fir Klinische
Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses (RBK) Stuttgart zur Verflgung
gestellt.

Die Abteilung verfugt Uber eine Sammlung von ca. 946 Gewebeproben aus
primaren kolorektalen Karzinomen von Patienten, die zwischen 1987 und 1997
am RBK konsekutiv operiert wurden. In der dazugehdrigen Datenbank sind
auBerdem das Tumor-Stadium und die Uberlebenszeit des Patienten (Follow-
up) eingetragen. Keiner der Patienten wurde mit Chemo- oder Radiotherapie
vorbehandelt keiner erhielt rekombinantes Epo. 520 der 946 Patienten (55,0%)
wurden aus folgenden Grinden ausgeschlossen: (I) Fehlendes Follow-up oder
unvollstandige Daten (n=113), (ll) kein Tumor im Gewebeblock (n=27), (Ill)
fehlende gesunde Mucosa im Untersuchungspraparat (n=273), (IV) fehlende
archivierte Gewebebldcke oder nicht verwertbares Tumormaterial (n=107). Die
klinischen Daten wurden den entsprechenden Arztbriefen und den Berichten
der Abteilung fur Klinische Pathologie entnommen.

Samtliche Arten von kolorektalen Karzinomen wurden in die Studie
eingeschlossen: Adenokarzinome (undifferenziert), muzinése Adenokarzinome,
Siegelzellkarzinome, squamodse Karzinome und Basalzellkarzinome. Im Falle
der Adenokarzinome wurde eine Unterklassifikation gemacht und
Adenokarzinome mit mehr als 50% Drusengewebe, das extrazellularen Mukus
produziert, wurden als muzindses Adenokarzinom klassifiziert.

Das Patientenliberleben wurde ab dem Zeitpunkt des operativen Eingriffs bis
zum Tod der Patienten erfasst. Patienten, die aufgrund der Tumorerkrankung
oder unbekannter Ursachen verstarben, wurden als tot gewertet. Patienten, die
nicht am Tumor sondern anderer Ursachen wegen verstarben, wurden als
Uberlebende mit einer Uberlebenszeit vom Zeitpunkt des operativen Eingriffs
bis zum Tod gewertet.

Das durchschnittliche Follow-up aller Patienten betrug 49,5 + 52,9 (SD) Monate
(Median: 24,5 Monate). Das durchschnittliche Follow-up der Uberlebenden
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betrug 58,0 + 56,7 (SD) Monate (Median: 44,4 Monate). Die Uberlebenszeit fiir
Nicht-Uberlebende betrug 32,1 + 39,0 (SD) Monate (Median: 16,2 Monate).
Alle Gewebeschnitte und die damit verbundenen Daten wurden in anonymer

Form und ohne Kenntnis individueller Daten ausgewertet.

3.2. Studiendesign

Die Studie wurde als retrospektive Kohortenstudie mit immunhistochemischen

Farbungen durchgefuhrt.

3.3. Fixierung der Tumorproben

Alle Gewebeschnitte wurden direkt nach der operativen Entfernung in
vierprozentigem Formalin fixiert. In den ersten Jahren (vor 1993) wurde
ungepuffertes Formalin verwendet, ab 1993 verwendete man gepuffertes
Formalin.

Eine durch Fixation oder Lagerungszeit entstandene Verzerrung der Ergebnisse
wurde durch einen Vergleich von Fallen vor und nach 1993 in Bezug auf Epo-R-

und Epo-Expression ausgeschlossen.

Epo-R/Epo-Immunhistochemie

Die Hamatoxylin-Eosin-Schnitte wurden nach der Formalin-Fixierung (24-72 h)
durchgefuhrt. Um Epo-R sichtbar zu machen, wurde ein hochspezifischer
polyklonaler Kaninchen-Antikorper (sc-695; Verdinnung 1:50 Santa-Cruz,
Heidelberg, Deutschland) verwendet (Acs et al., 2001). Fiir Epo benutzte man
einen  hochspezifischen  monoklonalen  Maus-Antikorper  (4297-5005;
Verdinnung 1:200 Biotrend, KoéIn, Deutschland) (Sue et al., 1983).

Die Immunfarbung wurde mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Methode
wie unten beschrieben durchgefuhrt (Hsu et al., 1981).

Nach Blockierung der endogenen Peroxidase durch H,O,/Methanol wurden die
Objekttrager Uber Nacht mit dem jeweiligen Antikérper inkubiert. Ein zweiter

Anti-Kaninchen-Antikorper (K5007; Dako, Hamburg, Deutschland) wurde in
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einer Verdunnung von 1:10 000 verwendet. Um den Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex sichtbar zu machen, benutzte man ein Dextran-Polymer, gekoppelt mit
Peroxidase, was eine dunkelbraune Farbung ergab.
Um die Epo-R-/Epo-Expression durch die Immunhistochemie zu quantifizieren,
wurde das REAL™EnVision™System (Dako, Hamburg, Deutschland) nach
vorgegebenem Protokoll verwendet (siehe Kasten 1).
Um die Spezifitat der Immunfarbungen zu testen, wurden folgende Kontroll-
Versuche durchgefuhrt:

(i) Weglassen des primaren Antikorpers;

(i) Weglassen des sekundaren Antikorpers;

(i)  Weglassen des Peroxidase-Blockier-Mediums;

(iv)  Weglassen von (i), (ii) und (iii).

In keinem der Falle konnte eine Farbung beobachtet werden. Zur positiven

Kontrolle wurde eine intestinale Metaplasie und normales Nierengewebe

verwendet, was zu ahnliche Ergebnissen flhrte.

Kasten 1: Durchfuhrungsprotokoll der immunhistochemischen Farbungen

Durchfiihrung

- zur Epitopdemaskierung Paraffinschnitte (1:10 verdiinnt mit ChemMate™ Target
Retrieval Solution) 30 min in Microclear (Fa. Vogel, Deutschland) inkubieren

- mit absteigender Alkoholreihe (100, 96, 70% EtOH) Microclear je 5 min auswaschen

- spulen in TBS-Puffer (“tris buffered saline tween” 80) + 0,1% Tween (80 g NaCl, 2 g

KCI, 30
g Tris) in 800 ml aqua dest. auflésen, auf 1 | auffillen und auf pH 7,4 einstellen
Gebrauchslésung 1:10 verdinnt in aqua dest + 0,1% Tween 80 (100 ml Konzentrat

+ 900 ml aqua dest. + 1 ml Tween 80)

Vorbehandlung

- Vorbehandlungspuffer pH 6 (Dako BioTek Solutions, USA) 20 min im Gartopf
vorwarmen

- Schnitte 30 min im Gartopf inkubieren und anschlieend 20 min abkiihlen lassen

- alle Objekttrager 3 mal in TBST spulen

- pro Schnitt 100 yl Peroxidase-Blocking (H,O./Methanol) (Fa. DAKO BioTek

Solutions, USA) auftragen und 5 min inkubieren
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- spulen in aqua dest. und 5 min in TBST stellen und splilen

- pro Schnitt 100 pl Epo-R rabbit polyclonal antibody (verdinnt 1:50) (sc-695, Fa.
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) 30 min inkubieren

- in aqua dest. spllen und 5 min in TBST stellen und spllen

- rabbit antibody (1:10 000) 30 min inkubieren

- mit aqua dest. spllen und 5 min in TBST stellen und spiilen

- Substrat Chromogen (auf 1 ml Substrat Puffer 1 Tropfen Chromogen) 10 min

- wassern 5 min

- mit filtriertem Hamalaun gegenfarben

- wassern 5 min

- mit aufsteigender Alkoholreihe (70, 96, 100% EtOH) je 5 min entwassern

- Mikroclear 5 min (Entparaffinisierung)

- eindecken der Schnitte mit Gurr DePeX Mounting Medium (Fa. BDH, USA)

3.4. Statistische Auswertung

3.4.1. Auswertung der immunhistochemischen Epo-R-Farbung

426 immunhistochemisch gefarbte Gewebeschnitte wurden mit den
Transmissionslichtmikroskopen Leica Orthoplan (Fa. Leica, Deutschland) und
Leica DM2000 (Fa. Leica, Deutschland) von zwei Untersuchern ausgewertet,
die bezuglich der Patientendaten und der Ergebnisse des jeweilig anderen
verblindet waren. Die Auswertung der Epo-R-Expression in den epithelialen
Tumorzellen wurde, leicht verandert, nach einer Methode von Remmele und
Stegner (1987) durchgefuhrt. Die Intensitat der Farbung (intensitiy of staining)
wurde mit O (negativ) (Abbildung 4b), 1 (wenig) (Abbildung 4c), 2 (mittel) und 3
(stark) (Abbildung 4d) beschrieben, das Ausmal® der Farbung (extent of
staining) als Anteil positiv gefarbten Tumorgewebes in Prozent (0-100%).

Der Epo-R-Immunreactivity-Score (IRS-Epo-R) von 0-300 wurde durch
Multiplikation des Intensity-Scores (0-3) und der Extent-Percentage (0-100)
berechnet. Samtliche Bewertungen und mogliche Cut-off-Punkte fur IRS-Epo-R
(Tabelle 4) wurden analysiert um den Zusammenhang zwischen Epo-R-
positivem und Epo-R-negativem Tumorgewebe und der

Patienteniberlebenszeit zu untersuchen.
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3.4.2. Auswertung der immunhistochemischen Epo-Farbung

Zur  Beurteilung der 426  Gewebeschnitte wurde  wieder ein
Transmissionslichtmikroskop Leica Orthoplan (Fa. Leica, Deutschland)
verwendet und zwei Untersucher werteten ohne Angaben zu Patienten und
Ergebnis des anderen aus. Intensitat und Ausmal der Epo-Farbung sowohl im
Tumorgewebe wie auch in der gesunden Mucosa wurden mit O (negativ), (+)
(grenzwertig), + (schwach) (Abbildung 4f), ++ (mittel) bzw. +++ (stark)

bezeichnet.

3.4.3. Primare und sekundare Zielgrofien

Als primare ZielgroRe wurde die Korrelation zwischen IRS-Epo-R und der
Uberlebenszeit [Monate] in Abhangigkeit vom Tumorstadium der Patienten
(Stadium I-1V bzw. Dukes A-D) untersucht.

Als sekundare Zielgro3en wurden einerseits Lokalisation und Intensitat der
Epo-Expression im Tumorgewebe, sowie der intraindividuelle Vergleich der
Epo-R- und Epo-Expression zwischen Tumorgewebe und gesunder Mucosa

ausgewertet.

3.4.4. Auswertungsstrategie

Die vorliegenden Daten wurden mit Hilfe des Statistik-Software-Programms
SPSS (SPSS Software GmbH, Munchen, Deutschland) bewertet.

Der Vergleich der einbezogenen und ausgeschlossenen Patienten beziglich
aller interessierender Merkmale (Geschlecht, Alter, Tumorstadium, TNM-
Klassifikation, Grading, Tumorlokalisation) wurde mit dem n*k-Kruskal-Wallis-
Test vorgenommen, um eine Verzerrung durch Selektion auszuschlie3en.

Mit der Kaplan-Meier-Methode fiir univariate Uberlebenszeit-Analysen und dem
Cox-Regressionsmodell flr multivariate Analysen wurde die Analyse der
Uberlebenszeit durchgefiihrt.

Uberlebenszeitkurven wurden in Ubereinstimmung mit der Kaplan-Meier-
Methode erstellt und Vergleiche zwischen den einzelnen Kurven mit dem Log-
Rank-Test durchgefuhrt. Die Berechnung des Gesamtuberlebens erfolgte vom

Operationsdatum bis zum Tod oder zum Datum des letzten Patientenkontakts.
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Das rezidivfreie Uberleben wurde vom Operationsdatum bis zum Rezidiv, zum
krebsbedingten Tod oder zum letzten Kontakt gemessen. Die multivariaten
Analysen wurden mit der Cox-Regressions-Analyse durchgeflhrt.

Die Annahme proportionaler Risiken im Cox-Modell wurde fur jeden
prognostischen Faktor verifiziert. Alle p-Werte waren zweiseitig und Werte
kleiner 0.05 wurden fur samtliche Parameter als signifikant betrachtet.

Die Inter- und Intraobserver-Variability wurde mit linearen Korrelationsanalysen
errechnet, dabei werden r-Werte von 0,2 bis 0,4 als ,ausreichend®, Werte von

0,4 bis 0,6 als ,maRig“ und Werte Uber 0,6 als ,ausgezeichnet” bezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Patienten und klinische Daten

Einbezogene (n = 426) und ausgeschlossene (n = 520) Patienten
unterschieden sich im Hinblick auf Durchschnittsalter, Tumorstadium, TNM-
Klassifikation, Grading und Tumorlokalisation nicht signifikant (Daten nicht
gezeigt).

In dieser Studie betrug das Durchschnittsalter der einbezogenen Patienten 68,5
Jahre, der jlingste Patient war 30,9 Jahre, der alteste 100,7 Jahre alt. Die
Uberlebenszeit der Patienten (Follow-up) zeigte einen Mittelwert von 49,7
Monaten.

Tabelle 1: Alter der Studienpatienten und Follow-up-Dauer.

Variable Mittelwert Standard- Median Range
abweichung

Alter 68,56 Jahre 11,36 69,09 Jahre | 30,91-100,77

Follow- 49,7 Monate | 52,09 24,7 Monate | 0-178,06

up

Die Prognosefaktoren der Studienpopulation finden sich in Tabelle 2. Die
Uberlebensrate der Patienten in Bezug auf das Tumorstadium der kolorektalen
Karzinome (I — IV) sank im Verlauf von zehn Jahren signifikant.

Konventionelle Prognosefaktoren wie Alter, Tumorstadium (Abb. 3 (a)), TNM-
Klassifikation, Lymphknoten, Metastasierung und Grading waren in der
univariaten Kaplan Meier-Analyse erwartungsgemald signifikant, wahrend
Geschlecht, Histologie (muzinds bzw. nicht-muzin6s) und Lokalisation (rektal
bzw. nicht-rektal) keine Signifikanz zeigten (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Konventionelle Prognosefaktoren der Studienpatienten (univariate Analyse).

*

Variable N |Fehlende |Absolute |Relative Log |p
Werte Haufigkeit | Haufigkeit rank
in Prozent
Geschlecht 425/ 1 1,5 0,219
Mannlich 201 47,3
Weiblich 224 52,7
Alter 425 |1 6,5 0,011
Mittelwert:
68,6 Jahre
Mittelwert:
69,1 Jahre
SD: 11,4
Jahre 217 51,1
<Median
(68,6 Jahre) 208 48,9
>Median
(68,6 Jahre)
Stadium 415 |11 43,1 | <0,00001
I 125 30,1
Il 120 28,9
I 152 36,6
v 18 4,3
pT 416 |10 29,69 | <0,00001
T4 25 6,0
Tz 130 31,3
T; 233 56,0
T, 28 6,7
pN 41719 69,0 |<0,00001
No 253 60,67
N4 115 27,6
N> 49 11,8
pM 414 112 53 0,0208
Mo 396 95,7
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M 18 4,3

Grading 412 114 11,5 10,0032
G 33 8,0

G, 293 71,1

G, 86 20,9

Histologie 42313 0,4 0,51
muzinds 57 13,5

nicht-muzinds 366 86,5

Lokalisation |407 |19 04 0,53
rektal 130 31,9

nicht-rektal 277 68,1

* Der p-Wert zeigt die Signifikanz der Log-Rank-Statistik fir die Unterschiede in der

Uberlebensverteilung an. Das Signifikanzniveau liegt bei p<0.05.
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Abb. 2

(a) Haufigkeitsverteilung semiquantitativer Epo-R-Farbelevels in Tumormukosa.

(b) Haufigkeitsverteilung semiquantitativer Epo-R-Farbelevels in tumorfreier Mukosa.

(c) Haufigkeitsverteilung semiquantitativer Epo-Farbelevel in Tumormukosa.

(d) Haufigkeitsverteilung semiquantitativer Epo-Farbelevel in tumorfreier Mukosa.
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Abb. 3 (a) Korrelation zwischen dem Gesamtiberleben der Patienten und dem
Stadium (Log-Rank = 41,2; P < 0,000001).

Wie schon in der univariaten Analyse beobachtet, waren Alter, Tumor und
Lymphknoten in der Cox-Regressionsanalyse signifikant mit dem Uberleben der
Patienten korreliert. Bei Stadium, Metastasierung (M) und Grading (G) hingegen
war dies nicht der Fall. Im Vergleich von muzin6sen Adenokarzinomen mit allen
anderen Tumorformen gab es keinen signifikanten Unterschied fur das
Gesamtuberleben der Patienten (Log-Rank 0,915; p = 0,41) (Tabelle 3).

Tabelle 3: Cox-Regressionsanalyse fiir eine multivariate Uberlebensanalyse.

Variable z P*
Geschlecht 1,663 0,096
Alter >69 Jahre 2,301 0,0217
Stadium -0,608 0,54

T 3,099 0,0019"
N 3,996 0,00006"
M 1,356 0,17
Grading 1,019 0,31
Histologie, muzindés 0,826 0,41
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Lokalisation, rektal -0,313 0,75
Epo-R -1,189 0,23
Epo 0,009 0,99
Epo-R - Epo 0,070 0,22

* Der p-Wert zeigt die Signifikanz der Unterschiede fir die Uberlebensverteilung an.

T Das Signifikanzniveau ist p<0.05.

4.2. Epo-R- und Epo-Immunhistochemie

Alle 426 Gewebeschnitte (100%) zeigten eine Epo-R-Expression, deren
Auspragung sich individuell unterschied (Abb. 2 (a), Tabelle 4). Mit unserem
Bewertungssystem  zeigte die  Epo-R-Expression annahernd eine
Normalverteilung (Abb. 2 (a)). In der tumorfreien Mukosa konnte die Epo-R-
Expression in fast allen Schnitten (94,8%) beobachtet werden, die meisten
Epithelzellen exprimierten Epo-R jedoch nur sehr schwach (Abb. 2 (b)).

Die Epo-R-Expression in kolorektalen Karzinomen war vor allem in den
apikalen Bereichen der Tumorepithelien zu finden, aul’erdem in Zellen des
Interstitiums - Endothelzellen und Fibroblasten eingeschlossen. Eine Haufung in
Zellkernen konnte zusatzlich beobachtet werden. Ein signifikanter Unterschied
im Hinblick auf die verschiedenen histologischen Tumorarten war nur dann zu
finden, wenn die Epo-R-Farbungen von muzinésen und nicht-muzindsen
Adenokarzinomen verglichen wurden, wobei die Expression in muzindsen

Karzinomen starker war (p = 0,0116) (Tabelle 5).

Im Gegenteil zu den Epo-R-Farbungen waren 316 der 420 Tumorschnitte Epo-
negativ (75,2 %) und in den restlichen Schnitten (n = 104; 24,8%) war die Epo-
Farbung Uberwiegend sehr schwach (n = 76; 18,1%). Nur 26 der Epo-positiven
Schnitte (6.2%) zeigten eine mittelstarke Anfarbung und bei nur zwei (0,5%)
fand sich eine starke Epo-Expression (Abb. 2 (c)). In den meisten Fallen fand
sich in der normalen Mukosa keine Epo-Expression (86,7%) (Abb. 2 (d)).
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Tabelle 4: Epo-R-Expression in kolorektalen Karzinomen und die univariate Analyse

des Gesamtiiberlebens der Patienten.

Zusammensetzung  Cut-off-Punkt(e) fiir | Absolute Zahlen |Log Korrelation
der Gruppen nach |die Epo-R- rank mit dem
Epo-R-Farbung Expression  (IRS- Uberleben
Epo-R Werte) (p)
6 Gruppen 51, 101, 151, 201, |35, 59, 94, 134, 50, |8,3 0,14
251 56
3 Gruppen 101, 201 94, 228, 104 1,6 0,45
2 Gruppen 0-50 versus 51-300 |35 < 391 2,6 0,10
2 Gruppen 0-100 versus 101-|94 « 332 0,7 0,39
300
2 Gruppen 0-150 versus 151-]/188 < 238 0,5 0,50
300
2 Gruppen 0-200 versus 201-[322 < 104 0,4 0,51
300
2 Gruppen 0-250 versus 251-|370 < 56 0,9 0,35

300
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Abb. 4

(a) Epo-R-Expression in normaler Darmmukosa. (b) Kolorektales Adenokarzinom ohne

Epo-Expression. (c) Kolorektales Adenokarzinom mit mittelstarker Epo-R-Expression.
(d) Kolorektales Adenokarzinom mit starker Epo-R-Expression. (e) Tumorgewebe
(kolorektales Adenokarzinom) innerhalb normaler Darmmukosa. (f) Kolorektales

Adenkarzinom mit geringer Epo-Expression.

4.3. Prognostischer Wert der Epo-R- und Epo-Expression

Fir den Kolinearitatstest wurde ein IRS-Epo-R-Cut-off-Punkt von 150 gewahlt,
damit die Gruppe mit schwacher Epo-R-Expression (d. h. IRS-Epo-R < 150)
und die Gruppe mit maRiger bis hoher Epo-R-Expression (d. h. IRS-Epo-R >
150) ungefahr gleich grold waren. Bei dieser Einteilung wurde beobachtet, dass
fur Mqs-Tumore ein Trend zur Epo-R-Expression besteht (p = 0,0574).
Aulerdem korreliert ein hohes Grading mit einer hohen Epo-R-Expression (p =
0,0179) (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Kolinearitatstest.

Variable Haufigkeit von | x? p* Kommentar
Epo-R-positiv in
Prozent [%]

Geschlecht 0,012 0,912 n.s.

mannlich 56

weiblich 56

Alter 0,346 0,556 n.s.

<Mittelwert

(68,6 Jahre) 54

>Mittelwert

(68,6 Jahre) 57

Stadium 6,449 0,092 n.s.

I 50

Il 61

1 54

v 78

pT 5,462 0,141 n.s.

T, 40

T, 54

Ts 60

T4 46

pN 0,036 0,982 n.s.

No 56

N, 56

N, 57

pM 3,610 0,0574 | Trend fur My Tumore,

Mo 55 Epo-R zu exprimieren

M; 78

Grading 8,048 0,0179" |Hohes Grading korreliert

G, 55 mit hoher

G, 53 Epo-R-Expression

G; 70

Histologie 6,368 0,0116™ | Nicht muzindse kolorektale

muzinds 40 Adenokarzinome

nicht-muzinés 58 exprimieren mehr Epo-R

* Der p-Wert zeigt die Signifikanz der yx2-Statistik fiir die Unterschiede in der
Uberlebensverteilung

" Das Signifikanzniveau betragt p<0,05.
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Bei Einbeziehung aller Variablen in eine multivariate Cox-Regressionsanalyse
zeigte sich, dass die Epo-R-Expression in Tumorepithelzellen nicht signifikant
mit dem Gesamtuberleben der Patienten korreliert war (z = -1,189; p = 0,23)
(Tabelle 3).

Auch in der univariaten Analyse war die Epo-R-Expression nicht mit dem
Gesamtuberleben der Patienten korreliert (Log-Rank zwischen 0,4 und 8,3; p
zwischen 0,1 und 0,51) (Tabelle 4). Die Ergebnisse waren unabhangig vom
Cut-off-Punkt, der fur die jeweilige Auswertung gewahlt wurde (Abbildung 3 (b),
Tabelle 4).

Unabhangig vom Cut-off Punkt war die Epo-Expression nicht mit dem Outcome
der Patienten korreliert (Log-Rank zwischen 0 und 4,2; P zwischen 0,24 und
0,86) (Abbildung 3 (c)).

In der Cox-Regressionsanalyse mit Epo und Epo-R und deren Interaktion fand
sich keine Korrelation zwischen Outcome der Patienten und jeweiliger
Expression der beiden Proteine (Epo-R; z=-1,189, P = 0.23; Epo, z = 0.009, P
=0.99; Epo-R * Epo, z=0.070, P = 0.22) (Tabelle 3).
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob die Epo-R-Expression in
kolorektalen Karzinomen Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten
nimmt.

Dazu wurden 426 Gewebeschnitte von CRC-Patienten immunhistochemisch
auf Epo und Epo-R angefarbt und ausgewertet.

Starken der vorliegenden Studie sind die grol3e Fallzahl (n = 426) und das
strenge Auswertungssystem. Die klinischen Basischarakteristika wurden
angemessen abgestimmt und die immunhistochemischen Farbungen durch
sorgfaltige Kontrollen Uberpruft. Die Auswertung erfolgte dber zwei
unabhangige Untersucher, die flr alle klinischen Daten der Patienten verblindet
waren.

In 100 % der Falle fand sich eine Epo-R-Expression, wahrend eine Epo-
Expression nur in einem Viertel der Gewebeschnitte zu beobachten war. Dieses
Ergebnis lasst sich mit einigen anderen Tumorstudien vergleichen, in denen
auch Uber eine hohe Anzahl an Epo-R-positiven Gewebeschnitten berichtet
wurde (92%-100%), wahrend die Epo-Expression deutlich geringer war (50%-
95,3%) (Acs et al., 2004; Saintigny et al., 2007; Leo et al., 2006; Winter et al.,
2005; Arcasoy et al., 2005; Dagnon et al., 2005).

Unabhangig vom gewahlten Cut-off-Punkt (Tabelle 4) konnte weder in der
univariaten noch in der multivariaten Analyse ein Zusammenhang zwischen der
Epo-R-Expression und dem Gesamtuberleben der Patienten nachgewiesen
werden (Abb. 3 (b)). Auch die Epo-Expression (Abb. 3 (c¢)) im Tumorgewebe
kolorektaler Karzinome war in dieser Studie nicht mit einem erniedrigten
Gesamtuberleben korreliert.

Bei einer kurzlich von der Arzneimittelzulassungsbehdorde der USA (FDA =
Food and Drug Administration) veranlassten Sitzung wurden Bedenken Uber
mdgliche Risiken einer Epo-Behandlung bei Chemotherapiepatienten diskutiert
(FDA 2007). Neben einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fir thromboembolische
Ereignisse wurden schon 1993, als Epo zum ersten Mal zur Behandlung von
Tumorpatienten  zugelassen  wurde, eine  mogliche beschleunigte

Tumorprogression und eine verkirzte Uberlebenszeit von Patienten zur
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Kenntnis genommen.

Allerdings wurde den veroffentlichten Informationen der FDA erst im Marz 2007
eine ,Black Box warning“ hinzugeflgt. In diesen Informationen wurden ein
erhdohtes Sterberisiko und Risiken fur schwere kardiovaskulare Ereignisse
beschrieben, wenn ein Hamoglobinwert von mehr als 12 g/dl angestrebt wurde.
Patienten sollten mit Epo also nicht behandelt werden, wenn der Hb-Wert 12
g/dl Uberschreitet (FDA-Alert 2007).

Erste Bedenken Uber einen nachteiligen Effekt von Epo bei der Behandlung von
Krebspatienten kamen 2003 auf, als eine gro3e multizentrische, doppelblinde
Studie mit 351 Anamiepatienten mit Kopf-Hals-Karzinomen verdffentlicht wurde.
In dieser randomisierten, Placebo-kontrollierten Studie, in der Patienten mit
Epoetin beta behandelt wurden, war das rezidivfreie und das Gesamtiberleben
in dieser Gruppe wesentlich niedriger als in der Placebo-Gruppe (Henke et al.,
2003). Eine ahnlich grofle Studie mit Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs, behandelt mit Epoetin alpha, zeigte ein niedrigeres 1-Jahres-
Gesamtuberleben in dieser Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe (Leyland-
Jones et al. 2005), was zu einem vorzeitigen Abbruch der Studie fuhrte.
Vergleichbare Ergebnisse uber die Nachteile einer Epo-Behandlung ergaben
sich aus Studien mit Patienten mit metastasiertem, nicht kleinzelligem
Lungenkrebs (Wright et al., 2007), lokal fortgeschrittenem Kopf-Hals-Krebs
(Goldberg et al., 2007; Kjellén et al., 2006), lymphoproliferativem Krebs (FDA
2007) und nicht-myeloischem Krebs (FDA 2007). Desgleichen deuten Ex-Vivo-
Untersuchungen bei primaren Adenokarzinomen des Magens an, dass Epo
einen trophischen Effekt auf die Tumorvaskularisation und damit auf die
Progression des Tumors haben kdnnte (Ribatti et al., 2003). Eine vor kurzem
veroffentlichte Meta-Analyse fand hingegen keine nachteiligen Effekte auf das
Gesamtuberleben von Patienten, die mit Epo behandelt worden waren (Bohlius
et al., 2005).

Infolge der vorausgesetzten Effekte von exogen zugefuhrtem Epo, waren
mehrere Untersuchungen bestrebt die von Tumorzellen exprimierten Epo-
Rezeptoren und die damit eigentlichen Faktoren fur das Tumorwachstum zu

identifizieren und deren prognostische Rolle zu klaren.
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Bei einer Reihe von Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-Karzinomen
wurden 104 Epo-R-positive und 50 Epo-R-negative Falle untersucht. Jeweils 52
und 26 Patienten gehorten der Placebo-Gruppe an, die nicht mit Epo behandelt
wurde.

Die unbehandelten Patienten zeigten alle, unabhangig von einer Epo-R-
Expression der Tumorzellen, dasselbe Outcome (p = 0,17), was vergleichbar ist
mit unseren Ergebnissen bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen (p
zwischen 0,10 und 0,51, abhangig vom Cut-off-Punkt) (Tabelle 4).

Auch bei Cervix- (n = 48), Endometrium- (n = 107) und squamoésen Kopf-Hals-
Karzinomen (n = 146) wurden keine Auswirkungen des Epo-R-Expressions-
Grades auf das Gesamtuberleben (p = 0,136; p = 0,589; p = 0,98) und das
rezidivfreie Uberleben (p = 0,719; p = 0,178; p = 0,66) (Acs et al., 2004; Leo et
al., 2006; Winter et al., 2005).

Andererseits wurde in einer Studie mit 158 Patienten mit nicht kleinzelligem
Lungenkrebs gezeigt, dass die hohe Epo-R-Expression im Tumor mit einer
erniedrigten 5-Jahres-Uberlebenszeit der Patienten einherging (p = 0,01)
(Saintigny et al., 2007).

Im Gegensatz dazu zeigte eine begrenzte Zahl von jungen Patienten (Alter < 58
Jahre) mit Glioblastomen WHO Grad 4 bei einem hohen Epo-R-Expressions-
Grad eine langere Uberlebenszeit (Mittelbronn et al., 2007).

Man kann also davon ausgehen, dass noch nicht zufrieden stellend geklart ist,
welche Rolle und prognostische Relevanz Epo-R beim Tumorwachstum
zukommt.

Uber die Identifizierung von Epo und Epo-R in Tumorzellen hinaus sorgten die
Ergebnisse einiger klinischer Studien bezuglich moglicher Effekte von Epo auf
die Tumorprogredienz fur Beunruhigung. Obwohl rekombinantes menschliches
Epo in der Behandlung von Anamie bei Krebspatienten sehr erfolgreich
eingesetzt wurde und wird, besonders als Erganzung zu Chemotherapie (Cella
et al., 2003), hinterfragte man seinen Gebrauch flr solide Tumore wegen der
beobachteten nachteiligen Konsequenzen in Bezug auf das Uberleben von
Krebszellen (Batra et al., 2003), Proliferation (Westenfelder et al., 2003),

Angiogenese und Forderung von Tumorwachstum (Yasuda et al., 2003).
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Ob das Auftreten von Epo-R in Tumorzellen klinische Relevanz hat, wenn
exogen Epo zugefuhrt wird, wurde in einer Studie mit Patienten mit Kopf-Hals-
Karzinomen erforscht, die mit Epoetin beta behandelt wurden. Henke et al.
konnten nachweisen, dass Epo-R-positive Patienten, die mit Epo behandelt
wurden, ein erniedrigtes rezidivireies Uberleben zeigten im Vergleich zu den
Patienten in der Placebo-Gruppe (angepasstes relatives Risiko: 2,07; 95%-Cl:
1,27 bis 3,36; p<0,01).

Das Outcome der Epo-R-negativen Patienten wurde durch die Gabe von Epo
nicht beeintrachtigt (angepasstes relatives Risiko: 0,94; Cl: 0,47 bis 1,9;
p=0,86). Der Unterschied des Krankheitsoutcomes (ausgedrickt als der
Behandlung zugeordnetes relatives Risiko) zwischen Epo-R-positiven und —
negativen Patienten blieb jedoch grenzwertig (p=0,08). Daraus wurde
geschlossen, dass exogen zugefuhrtes Epo die Prognose dieser Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinomen, deren Zellen Epo-R-exprimieren, nachteilig beeinflusst
(Henke et al., 2006).

Da unsere Patienten nicht mit Epo behandelt wurden, konnte dieser Aspekt in
unserer Studie nicht untersucht werden. Da wir allerdings einen hoheren Epo-
R-Expressions-Grad in kolorektalen Tumorgewebeproben mit hohem Grading
beobachtet haben, waren weitere Untersuchungen winschenswert um
mdgliche nachteilige Effekte von exogen zugefuhrtem Epo abhangig vom
Tumor-Grading aufzuklaren.

AulRerdem interessant ist die Betrachtung der endogenen Epo-Zufuhr. Fur
Tumoren, die Epo produzieren und Epo-R exprimieren, wie Cervixkarzinome
(Leo et al., 2006), hepatozellulare Karzinome (Muta et al., 1994; Sakisaka et al.,
1993), nicht kleinzellige Lungenkarzinome (Saintigny et al., 2007), duktale
Pankreaskarzinome (Kawai et al., 2000) und Nierenzellkarzinome (Hanada et
al., 1998; Noguchi et al., 1999), wurde angenommen, dass sie ihr Wachstum
autokrin oder parakrin selbst stimulieren (Arcasoy et al., 2002). Verschiedene
In-Vitro- und Ex-Vivo-Untersuchungen, die Zelllinien und Gewebeschnitte von
Kopf-Hals-Karzinomen (Arcasoy et al., 2005a), Glioblastomen (Mohyeldin et al.,
2007), hepatozellularen Karzinomen (Ribatti et al., 2007), nicht kleinzelligen

Lungenkarzinomen (Dagnon et al., 2005) und Mammakarzinomen (Acs et al.,
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2002 und 2001) benutzten, scheinen diese Hypothese zu bestatigen. Obwonhl
also die Evidenz fur diesen autokrin-parakrinen Einfluss endogenen Epos auf
Tumorzellen mehrfach beobachtet wurde (Yasuda et al., 2003 und 2001),
konnte eine kurzlich veroffentlichte In-Vivo-Studie den Einfluss von Epo auf das
Tumorwachstum, die Proliferationsrate und die Tumorangiogenese nicht
bestatigen (Hardee et al., 2006).

In Tumorgewebeproben von 139 Patienten mit squamdsen Kopf-Hals-
Karzinomen und 158 Patienten mit nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen
beeinflusste eine hochgradige Epo-Expression die Uberlebensrate nicht (p =
0,59 bzw. p = 0,88 flir das Gesamt- und rezidivfreie Uberleben (Winter et al.,
2005); p = 0,13 fiir die 5-Jahres-Uberlebensrate (Saintigny et al., 2007)), trotz
eines hohen Anteils (99% bzw. 94%) an Epo-R-exprimierendem Tumorgewebe.
Dies stimmt mit unseren Ergebnissen bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen Uberein. Es deutet darauf hin, dass das Wachstum kolorektaler
Tumoren keiner autokrinen oder parakrinen Regulation durch eine Epo-/Epo-R-
Signalwirkung

innerhalb des Tumorgewebes unterliegt.

Im Gegensatz dazu beobachteten Leo et al. in einer Studie mit 48 Patientinnen
mit Cervixkarzinomen ein vermindertes Gesamtuberleben (n = 46; p = 0,008)
und rezidivfreies Uberleben (n= 41; p = 0,043) bei den Patientinnen mit einer
hohen Epo-Expression im Tumorgewebe (Leo et al, 2006). In
Endometriumkarzinomen (n = 107) bedeutete eine gesteigerte Epo-Expression
ein vermindertes Uberleben (p = 0,008), allerdings kein vermindertes
rezidivfreies Uberleben (p = 0,231) (Acs et al., 2004).

Die Rolle, die die Signalwirkung von Epo und Epo-R in Karzinomen spielt, ist
bisher allerdings umstritten (Hardee et al., 2006; Lai et al., 2006), obwohl eine
steigende Anzahl von Studien zeigt, dass eine Epo-/Epo-R-Signalwirkung uber
eine Vielzahl von Tumor férdernden Funktionen zu einer Krankheitsprogression
beitragen kann.

In praklinischen Transplantatmodellen von Ovarial- und Uteruskarzinomen
bewirkte die Blockade der Epo-Signalwirkung durch lokal 16sliche Epo-R- oder

Anti-Epo-Antikorper einen Apoptoseanstieg von Tumorzellen (Yasuda et al.,
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2001). In einem ,rat mammary adenocarcinoma model* konnte das
Tumorwachstum durch Epo-R-/Epo-Inhibitoren verzogert werden (Arcasoy et
al., 2002).

Es wurde daher empfohlen Patienten, die an Epo-R-exprimierenden
Karzinomen leiden, nur begrenzt mit Epo zu behandeln (Pajonk et al., 2004).
Da der Einfluss von Epo-/Epo-R- auf verschiedene Tumorarten unterschiedlich
zu sein scheint und auflerdem noch nicht vollstandig verstanden wird, sind
weitere Untersuchungen an normalen und Tumorzellen unbedingt notwendig.
AbschlieRend ist zu sagen, dass eine Epo-R-Expression in kolorektalen
Karzinomen nicht in Zusammenhang mit dem Gesamtuberleben der Patienten
steht. Aus diesem Grund kann die Epo-R-Expression nicht als pradiktiver Faktor
fur die Tumorprognose von Patienten mit kolorektalen Karzinomen verwendet
werden.

Auf die Fragestellung, ob exogen zugefuhrtes Epo Einfluss auf das
Gesamtuberleben von CRC-Patienten hat, die Epo-R exprimieren, kann diese
Studie keine Antwort geben, da das Patientenkollektiv ausschlieBlich aus
Patienten besteht, die nicht mit Epo behandelt wurden.

Weitere Studien mussen zeigen, ob eine Epo-R-Expression in kolorektalen
Karzinomen dann eine prognostische Relevanz hat, wenn CRC-Patienten mit
Epo behandelt werden.

Bisher konnte auRerdem keine Studie zufrieden stellend beantworten, warum
Epo/Epo-R in verschiedenen Tumorgeweben unterschiedlichen Einfluss auf das
Gesamtuberleben von betroffenen Patienten hat (Saintigny et al., 2007; Leo et
al., 2006; Winter et al., 2005; Arcasoy et al., 2005; Dagnon et al., 2005; Acs et
al., 2004).

Auch hier waren weitere Studien sinnvoll, um die Indikation fur Epo als

wichtigstes Mittel zur Anamiebehandlung in Zukunft kritischer stellen zu konnen.
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Tabelle 6: Ubersicht zu Studien, in denen an verschiedenen malignen Tumoren die Korrelation zwischen der Epo- bzw. Epo-R-Expression

und dem Gesamtiiberleben sowie dem Rezidiv-freien Uberleben untersucht wurde. Signifikanzniveau p<0,05; k.A.= keine Angabe

Autor Pati- Epo- Epo-R- Gesamtiiberleben Gesamtliberleben Bezidiv-freies Bezidiv-freies
Jahr’ Tumor enten- ositiv ositiv Epo-assoziiert (p) Epo-R-assoziiert Uberleben Uberleben
zahl P P P P (p) Epo-assoziiert (p) Epo-R-assoziiert (p)

Saintigny | Nicht-klein-

et  al|zeligeslungen-| 458 | 7949 |943% |0,13 0,01 KA. KA.

2007 Karzinom
(Stadium 1)

Leo et Cervix- 48 88% | 92% 0,008 0,136 0,043 0,719

al., 2006 | Karzinom

Winter et | Squamdses

al., 2005 | Kopf-Hals- 146 95% 99% 0,59 0,98 0,88 0,66
Karzinom

Arcasoy | Kopf-Hals-

et al., | Karzinom 74 90% 97% k.A. k.A. k.A. k.A.

2005

Dagnon Nicht-

et al., | kleinzelliges o o

2005 Bronchial- 29 50% 96% k.A. k.A. k.A. k.A.
Karzinom

Acs et| Endometrium- | ;07 | 9530 | 100% | 0,037 0,398 0,605 0,172

al., 2004 | Karzinom




6. Zusammenfassung

Viele Studien deuten darauf hin, dass eine Epo-Behandlung von Patienten mit
unterschiedlichen Krebsleiden das Tumorwachstum Uber im Tumorgewebe
exprimierte  Epo-Rezeptoren fordert. Diese Studie untersucht den
Zusammenhang zwischen der  Erythropoietin-Rezeptor-Expression in
kolorektalen Karzinomen (CRC) und dem Gesamtuberleben der betroffenen
Patienten.

Fir die Untersuchung wurden 426 Gewebeschnitte von CRC-Patienten unter
einem Transmissionslichtmikroskop ausgewertet. Die Gewebeschnitte wurden
immunhistochemisch angefarbt um Epo-R und Epo sichtbar zu machen.

Die Auswertung der Epo-R- und Epo-Expression erfolgte durch die Bewertung
von ,intensity“ und ,extent of staining®. Anschlieend wurden mehrere Cut-off-
Einteilungen fur die Epo-R-Expression auf eine Korrelation mit der
Patientenuberlebenszeit Uberpruft.

Alle 426 Gewebeschnitte zeigten eine Epo-R-Expression, wahrend die
Expression von Epo nur in ca. einem Viertel der Schnitte zu finden war. Weder
in der univariaten noch in der multivariaten Analyse konnte eine positive
Korrelation zwischen der Epo-R-Expression in kolorektalen Tumorzellen und
dem Gesamtuberleben der CRC-Patienten gezeigt werden.

Die Epo-R-Expression in kolorektalen Karzinomen hat somit keinen Einfluss auf
das Gesamtuberleben der betroffenen Patienten und kann auch nicht als
Prognosefaktor fur das Patienten-Outcome dienen.

Die in dieser Studie verwendeten Gewebeschnitte stammen von Patienten, die
nicht mit Epo behandelt wurden. Weitere Studien missen nun zeigen, ob die
Epo-R-Expression bei mit Epo behandelten Patienten eine prognostische

Relevanz hat.
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