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1 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt zu den weltweit hau-
figsten Malignomen und zeigt einen oft tddlichen Verlauf.
Das Auftreten von Metastasen ist nach wie vor ein ent-
scheidender Einflussfaktor fir den Krankheitsverlauf, wo-
bei sich die Prognose je nach Ort der Metastasierung un-
terscheidet. Je nach Lokalisation der Metastasen kommen
zudem unterschiedliche Therapiekonzepte infrage, was es
notwendig macht, die jeweiligen Metastasierungsmuster
friihzeitig zu erkennen, um rechtzeitig intervenieren zu kon-
nen. Bislang existieren in der Literatur noch keine validier-
ten Biomarker, die mit einer Metastasen-Lokalisation in der
Lunge korrelieren. Aus diesem Grund hatte sich unsere Ar-
beit zum Ziel gesetzt einen Biomarker zu identifizieren, der
mit der organotropen pulmonalen Metastasierung korreliert
und diese potenziell vorhersagt. Es wurde durch Genex-
pressionsanalysen das Zytokin Nodal identifiziert, das auf
RNA-Ebene mdglicherweise differenziell bei KRK und ih-
ren zugehorigen pulmonalen Metastasen exprimiert wer-
den konnte. In mehreren Studien ist Nodal mit der malig-

nen Progression und Metastasierung von Tumoren assozi-
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iert. Die Nodal-Expression wurde im Design einer Fall-Kon-
troll-Studie innerhalb eines 222 KRK umfassenden Kollek-
tivs untersucht, wovon n=74 eine isolierte pulmonale Meta-
stasierung, n=74 eine isolierte hepatische Metastasierung
und n=74 keine Metastasen uber einen flnfjahrigen Be-
obachtungszeitraum aufwiesen. Nodal korrelierte in unse-
rer Studie nicht mit dem Ort der Metastasierung. Es konnte
jedoch eine signifikante positive Korrelation zwischen No-
dal und den aus einem anderen Projekt unserer Arbeits-
gruppe vorhandenen Daten zum 3-Catenin-Score bei KRK

festgestellt werden [1].



2 Einleitung

2.1 Epidemiologie und Prognose des
kolorektalen Karzinoms

Das KRK ist weltweit die dritthaufigste Krebsart [4]. 2013
erkrankten in Deutschland 28.360 Frauen und 34.050 Man-
ner an dieser Krankheit [5]. Jedoch wird seit einigen Jah-
ren, vermutlich aufgrund der Einfliihrung der Koloskopie als
Vorsorgeuntersuchung, ein Rickgang der Inzidenz beo-
bachtet [5, 6]. Das KRK geht mit einer hohen Mortalitat ein-
her. Ca. 56% der KRK Patienten versterben unmittelbar
durch ihre Erkrankung [7]. Das Auftreten von Fernmetasta-
sen ist hierbei nach wie vor prognosebestimmend. Wenn
Darmkrebs in einem lokalisierten Stadium nachgewiesen
wird, betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate 90,3%.
Wenn sich die Krankheit jedoch auf entfernte Organe aus-
gebreitet hat, betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate 12,5%
[8]. mKRK stellen bei den meisten Patienten eine unheil-
bare Erkrankung dar. Jedoch konnte durch neuere medi-
kamentdse Therapien das mediane Uberleben von 10 Mo-
naten mit ,best supportive Care* auf 14 Monate mit Fluoro-

pyrimidin-Therapie und auf mehr als zwei Jahre mit einer



| Einleitung

Kombination aus vielfaltigen zytotoxischen und biologi-

schen Therapeutika verbessert werden [9].

2.2 Klinische Relevanz der verschiedenen
Metastasierungsmuster -
Unterschiede in Prognose und Verlauf

Metastasierung ist die haufigste Todesursache bei Krebs-
patienten und die Fahigkeit zur Metastasierung ist kenn-
zeichnend flr maligne Tumoren [8, 10]. Beim KRK ist die
Metastasierung ein haufiges Phanomen. Bei 20-25 % der
Patienten bestehen bei der Diagnose bereits Metastasen,
bei weiteren 25 % entwickeln sich diese im Laufe der
Krankheit [11]. Die haufigsten Metastasierungslokalisatio-
nen sind: Leber (70%), Thorax (30 bis 50%), Peritoneum
(20%) und Knochen (10%), Metastasen im zentralen Ner-

vensystem betragen 5 bis 10% [12].

Die Metastasierungs-Lokalisation beeinflusst die infrage
kommenden Therapieformen. Wahrend ehemals bei
mKRK lediglich ein palliatives Therapiekonzept mdglich
war, kdnnen durch die Entwicklung neuer Therapien inzwi-
schen je nach Metastasierungslokalisation viele Patienten
mit einem kurativen Therapieziel behandelt werden. Hier-
fur sind im Rahmen multidisziplinarer Konzepte chirurgi-

sche Eingriffe die wichtigste Komponente [13-15]. Dartiber

4
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hinaus kommen auch die selektive interne Radiotherapie
(SIRT) und die Radiofrequenzablation (RFA) zur Bekamp-
fung metastasierter Tumoren zum Einsatz [16]. AuRerdem
kénnen Hirnmetastasen je nach Anzahl und GréfRe durch
eine Strahlentherapie behandelt werden [17]. Aufgrund
dieser durch unterschiedliche Metastasierungsmuster be-
dingten verschiedenen therapeutischen Ansatze sind Bio-
marker, die mit speziellen Metastasierungsmustern korre-
lieren von grofer klinischer Bedeutung fur die Planung und

auch Durchfuhrung von Therapien.

In unserer Studie haben wir mit dem Ziel einen Biomarker,
der mit Metastasierungsmustern korreliert die Nodal-Ex-
pression in KRK mit einer isolierten pulmonalen oder hepa-
tischen Metastasierung untersucht. In der Literatur sind in
der Gruppe KRK, deren Metastasen auf ein Organ be-
schrankt sind, die Leber und/oder die Lunge am haufigsten
betroffen [9]. Tumoren mit isolierten Metastasen in ein bis
zwei Organen entsprechen laut der Theorie der Oligome-
tastasen einem Krankheitsstadium zwischen ortlich be-
grenzter und weit ausgebreiteter Krankheit, in dem poten-
ziell kurative Therapien noch mdéglich sind [18]. Die Tumo-
ren, die dieser Untergruppe angehoéren, weisen spezifische
biologische und klinische Charakteristika auf. Es gibt in die-

ser Gruppe aulRerdem unterschiedliche Prognosen. Wenn

5



| Einleitung

die Metastasierung auf ein Organ beschrankt ist, wird die
Prognose, bei kontrollierbarem Primarius, malfgeblich
durch die Resektabilitat der Metastasen bestimmt. Primar
resezierbare oder durch Chemotherapie resezierbar ge-
machte Metastasen kénnen mit kurativem Therapieziel be-
handelt werden, in den Ubrigen Fallen ist die Prognose
schlecht [9].

Isolierte hepatische Metastasen sind die haufigste Metas-
tasierungslokalisation in der Gruppe der Oligometastasen.
In einem Drittel der mKRK-Falle ist die Leber der einzige
Ort der Metastasierung. Das mediane Uberleben von KRK-
Patienten mit einer isolierten hepatischen Metastasierung
betragt 22,6 Monate. Eine isolierte pulmonale Metastasie-
rung kommt seltener vor. 2,8 bis 7,4 % der KRK-Patienten
entwickeln eine isolierte pulmonale Metastasierung [9]. Pa-
tienten mit einer isolierten pulmonalen Metastasierung wei-
sen verglichen mit anderen isolierten Metastasierungsor-
ten das beste Gesamtiberleben auf (41,1 Monate) [19].
Patienten mit einer isolierten pulmonalen Metastasierung
haben aulRerdem eine signifikant bessere Prognose als
Patienten mit einer pulmonalen Metastasierung und Meta-
stasen in einem weiteren zusatzlichen Organ. Die Progno-
sen anderer, seltener isoliert vorkommenden Metastasie-

rungsmuster sind auller bei der Peritonealkarzinose
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schlecht. Das mediane Uberleben von Patienten mit einer
Peritonealkarzinose konnte durch die Entwicklung der int-
raperitonealen Chemotherapie von 6 — 8 Monaten auf bis
zu 30,1 Monate verbessert werden [9, 20]. Das mediane
Uberleben fiir Patienten mit Gehirnmetastasen betragt 3
bis 6 Monate und fur Patienten mit Knochenmetastasen 5

bis 7 Monate ab Entdeckung der Knochenmetastasen [9].

Die bessere Prognose von Patienten mit resektablen Me-
tastasen, die nur auf ein Organ beschrankt sind, ist auf viel-
faltige Faktoren zurickzufihren: Diese Gruppe KRK befin-
det sich in einem friheren Krankheitsstadium und hat eine
geringere Metastasierungslast. Aullerdem sind die ent-
sprechenden Patienten in einem Gesundheitszustand, in
dem sie eine solche Operation tolerieren kénnen. Somit
kann das verbesserte Uberleben nicht eindeutig auf einen
Faktor zurlickgefihrt werden, eine gutartigere Tumorbiolo-

gie ist in dieser Subgruppe jedoch anzunehmen [9].

Die mit dem jeweiligen Metastasierungsmuster einherge-
henden unterschiedlichen Prognosen lassen sich Uber die
~>eed and Soil“-Hypothese erklaren, wonach Tumoren be-
stimmter Tumorbiologie (,Seed®, also Samen) nur in be-
stimmten Organen Metastasen bilden kdnnen (,Soil*, also

Boden). Dies wird durch Interaktionen der Tumorzellen mit
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der Mikroumgebung des jeweiligen Organs erklart [9, 21].
Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von
Tumorzellen die Metastasierung in ein bestimmtes Organ
stark beeinflusst. Eine solche veranderte Tumorbiologie
koénnte ebenfalls einen Einfluss auf die Prognose haben.
Auch das Zielorgan scheint einen Einfluss auf die Metasta-
senbildung und -aufrechterhaltung zu haben, da die Mikro-
umgebung im Organ die Genexpression der Krebszellen,
deren Verhalten und deren Therapieansprechen beein-
flusst. Daneben gibt es weitere Faktoren, die die Prognose
beeinflussen. Hierzu zahlt unter anderem eine Beeintrach-
tigung lebenswichtiger Organe, wie es beispielsweise bei
Hirnmetastasen der Fall ist. Auch die metastatische Last

sowie das Tumorvolumen insgesamt sind Einflussfaktoren
[©l.

Aufgrund der unterschiedlichen Prognose, welche mit der
Lokalisation der Metastasen einhergeht, kann man tber ei-
nen Biomarker, der mit einer isolierten pulmonalen Metas-
tasierung korreliert, potenziell Krankheitsverlaufe vorher-
sagen. Aulierdem kann ein solcher Biomarker Hinweise
auf die Tumorbiologie geben, welche wiederum wichtig fur

eine optimale Therapie sein kdnnen [9].
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Bei einigen KRK-Fallen kann man den Ort der Metastasie-
rung hauptsachlich auf anatomische Gegebenheiten zu-
rickzufihren. Z.B. umgehen distale Rektumkarzinome
Uber den Blutfluss die Leber und erreichen dadurch als ers-
tes Organ die Lunge [12]. Diese Untergruppe KRK meta-
stasiert, verglichen mit anderen Metastasierungsorten, be-
vorzugt in die Lunge und den Knochen [12, 22], wahrend
Kolonkarzinome aufgrund des Blutabflusses tber die Pfort-
ader eher in die Leber metastasieren [22]. Aufgrund der
Grolie der Tumorzellen und der Kapillaren wird ein Grofteil
der zirkulierenden Tumorzellen im Kapillarbett des ersten
Organs, das sie erreichen zurtickgehalten. Ob sich im ent-
sprechenden Organ Metastasen bilden entscheidet sich
wahrscheinlich Uber die ,Seed and Soil“-Hypothese und
folglich uber die Interaktionen zwischen den Tumorzellen

und der Mikroumgebung im Organ [23].

Es konnte gezeigt werden, dass auch die Lokalisation des
Primarius bei mKRK Einfluss auf die Prognose, den Krank-
heitsverlauf und die Therapieeignung hat. Die embryonale
Herkunft von links- und rechtsseitigem Kolon sowie des
Rektums ist ebenfalls verschieden. Man vermutet deshalb,
dass es auch Unterschiede in der Tumorbiologie von Kar-

zinomen der jeweiligen Darmabschnitte gibt. Das linkssei-
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tige Kolon ist definiert als der Abschnitt von der spleni-
schen Flexur bis zum Rektum, das rechtsseitige als der Ab-
schnitt vom Zdkum bis einschlieRlich des Kolon transver-
sum [24-29].

Die Annahme, dass es sich bei den unterschiedlichen Me-
tastasierungsmustern ebenfalls um separate Entitaten mit
individueller Tumorbiologie handeln kdnnte, die eine indivi-
dualisierte Therapie erfordern, wird durch mehrere Studien
gestutzt [30]. Z.B. wirkt sich der Mismatch-Reparatur-Sta-
tus bei KRK auf die Fahigkeit zu metastasieren aus. Bei
defekter DNA-Reparatur kommt es zu einem mikrosatelli-
teninstabilen (MSI) Genotyp, der im Gegensatz zum mik-
rosatellitenstabilen (MSS) Genotyp Mutationen in Mikrosa-
telliten aufweist. Mikrosatelliten sind repetitive, nichtkodie-
rende Genabschnitte [31]. Der Status des Mismatch-Repa-
ratur-Systems in Tumoren hat Auswirkungen auf die Fahig-
keit KRK zu metastasieren. KRK mit MSI weisen ein gerin-

ges Metastasierungsrisiko auf [16, 32].

Bei KRK vom MSS-Typ scheint die Aktivierung verschiede-
ner Stammzellen-assoziierter Signalwege bestimmte Me-
tastasierungsmuster zu bedingen. KRK vom MSS-Typ mit
starker p-Catenin- und Stammzellmarker-Expression me-

tastasieren haufiger in die Leber und seltener in das ZNS

10
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oder das Peritoneum [11, 16, 33]. Daruber hinaus scheint
bereits die Expression des Stammzellmarkers CD133 mit
der Entwicklung einer hepatischen Metastasierung zu kor-
relieren [1]. KRK vom MSS-Typ mit niedriger B-Catenin-
und Stammzellmarker-Expression korrelieren mit aus-

schlieBlicher peritonealer Metastasierung [16].

KRK vom MSS-Typ bei denen der mit Krebsstammzellen
assoziierte MAPK-Signalweg, im Sinne einer KRAS- oder
BRAF-Mutation, aktiviert ist und die eine niedrige [-
Catenin-Expression aufweisen, korrelieren mit ZNS-Meta-
stasierung [16]. Eine Mutation des Onkogens KRAS ist au-
ferdem mit einer verminderten hepatischen Metastasie-
rung und einer erhéhten pulmonalen, zentralnervésen und
ossaren Metastasierung verbunden. Patienten, die sich ei-
ner operativen Entfernung hepatischer Metastasen unter-
ziehen und bei denen eine KRAS-Mutation festgestellt
wurde, weisen ein erhohtes Risiko fir ein erneutes Auftre-
ten von Metastasen auf. Die Metastasen treten vor allem in
der Lunge, aber auch im ZNS und in den Knochen auf [34-
36]. Eine Mutation des Onkogens BRAF fuhrt zu einer
schlechten Prognose und ist mit einer verminderten hepa-
tischen Metastasierung sowie einer vermehrten peritonea-

len Metastasierung und entfernten Lymphknotenmetasta-

11
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sen assoziiert [34]. Eine Studie fand auRerdem eine Korre-
lation von Mutationen im MAPK-Signalweg (KRAS, NRAS
oder BRAF-Onkogen) mit dem Auftreten von einer pulmo-
nalen Metastasierung. In Kombination mit hoher 3-Catenin
Expression konnte zusatzlich zur Assoziation mit einer pul-
monalen Metastasierung eine verminderte Wahrschein-
lichkeit flir eine hepatische Metastasierung festgestellt wer-
den [1].

Die vorliegende Dissertation beruht auf den geschilderten
Erkenntnissen Uber die verschiedenen Metastasierungs-
muster und die damit einhergehenden unterschiedlichen
molekulargenetischen Subtypen. Fur pulmonal mKRK gibt
es bislang keinen etablierten Biomarker. Die Entdeckung
eines solchen Biomarkers ist von grof3er klinischer Rele-
vanz, da somit die Nachsorge risikoadaptiert angepasst
werden kann. Korreliert ein Biomarker mit einer pulmona-
len Metastasierung, kénnen, z.B. durch haufigere Anwen-
dung von Thorax-CT-Untersuchungen, Metastasen friih-
zeitig identifiziert werden. Dies ist wichtig, da in frGhen Sta-
dien noch lokal-ablative oder minimalinvasive Therapien
infrage kommen. Eine lokale Ablation pulmonaler Metasta-
sen kann ausgewahlten Patienten einen Uberlebensvorteil
gegenuber keiner Therapie oder alleiniger Systemtherapie

verschaffen [37]. Minimalinvasive Eingriffe zur Entfernung

12
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von pulmonalen Metastasen weisen ein der offenen Ope-
ration gleichwertiges 5-Jahres Gesamtiberleben auf. Po-
tenzielle Vorteile des minimalinvasiven Ansatzes sind un-
ter anderem kleinere Operationstraumata, weniger posto-
perative Schmerzen, kirzere Krankenhausaufenthalte, so-

wie weniger Adhasionen im Falle einer Reoperation [38].

2.3 Das Zytokin Nodal

,Nodal“ hatin der Medizin verschiedene Bedeutungen. Der
Begriff ,Nodal“ leitet sich von dem lateinischen Wort ,No-
dus” ab, welches mit ,Knoten“ Ubersetzt werden kann und
steht in der Medizin neben der Bedeutung als Adjektiv ,ei-
nen Knoten (z.B. Lymphknoten) betreffend“ auch fur das
Zytokin Nodal. Die Expression dieses Zytokins wurde erst-
malig im Primitivknoten von Saugetieren nachgewiesen
[39]. Der Primitivknoten erflllt die Funktion eines Organi-
sators und ist an der Musterbildung wahrend der Embryo-
nalzeit beteiligt [40]. Die Gruppe der Zytokine, zu denen
auch Nodal gehért, sind extrazellulare 18sliche Proteine
oder Glykoproteine, welche wichtige Funktionen bei der in-
trazellularen Regulation und der zellularen Mobilisation
austiben. Sie sind an vielfaltigen Prozessen beteiligt, da-
runter sowohl die angeborene als auch die adaptive Im-

munabwehr, das Zellwachstum, die Differenzierung, der

13
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Zelltod, die Angiogenese, sowie Entwicklungs- und Repa-
raturprozesse mit dem Ziel der Wiederherstellung der Ho-
moostase. Obwohl Zytokine nur vereinzelt konstitutiv pro-
duziert werden, werden sie im Normalfall in praktisch je-
dem kernhaltigen Zelltyp als Reaktion auf Noxen gebildet
[41]. Zytokine kdénnen dariber hinaus auch Eigenschaften
maligner Tumoren unterstitzen und aufrechterhalten.
Wirtseigene Zytokine konnen die Metastasierung und

Apoptose-Resistenz von Tumoren fordern [42].

Das Protein Nodal wird durch das Gen NODAL kodiert und
dient als Signalprotein der Informationstibermittiung. Es
gehort zur transformierenden Wachstumsfaktor-g (TGF-8)
Superfamilie, welche verschiedene Zytokine beinhaltet, die
die Proliferation und Differenzierung von Zellen regulieren
[43]. Normalerweise wird Nodal hauptsachlich wahrend der
embryonalen Entwicklung exprimiert, ist essenzieller Be-
standteil bei der Aufrechterhaltung eines undifferenzierten
Zustands embryonaler Stammzellen und ist daruber hinaus
unter anderem fur die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) in diesem Entwicklungsstadium zustandig [43, 44].

2.3.1 Relevanz Nodals fur Krebserkrankungen

In zahlreichen Krebsarten werden Zytokine der TGF- Su-

perfamilie vermehrt exprimiert [45, 46]. Diese hohe TGF-3

14
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Expression korreliert positiv mit der malignen Progression
sowie mit einem schlechteren Uberleben [45]. Als Mitglied
der TGF-B-Superfamilie vermittelt Nodal sehr ahnliche
Funktionen im Kontext maligner Tumoren. Das Zytokin ist
in adulten Geweben kaum zu finden, wird aber in vielen
Krebsarten Uberexprimiert [44]. Nodal scheint hierbei zur
malignen Progression von Tumoren beizutragen. Seine
Expression ist bei fast jeder erforschten Krebsart mit ver-
mehrter Tumorentstehung, Invasion und Metastasierung
assoziiert [47-56]. Die Inhibition Nodals ist kommt folglich
als neuer Therapieansatz infrage. In Melanomzellen fuhrt
die Hemmung Nodals zu einer verminderten Fahigkeit der
Krebszellen, Tumoren zu bilden, sowie zu deren Apoptose
[44]. Es gibt aulerdem eine zunehmende Evidenz fir den
Therapieansatz, Nodal zusatzlich zur Krebstherapie, wie
sie bereits angewandt wird, als therapeutischen Angriffs-

punkt anzuvisieren [57].

Aufgrund seiner Wirkung auf Tumorzellen ist Nodal von ho-
her Relevanz fur Krebserkrankungen. Man fuhrt die Wir-
kung Nodals in malignen Tumoren vor allem auf zwei Me-
chanismen zurtick, die beide durch die Expression Nodals
durch Tumorzellen geférdert werden. Hierunter fallt zum ei-

nen die epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) und
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zum anderen die Forderung von Krebsstammzellen [58-

60]. Diese Mechanismen werden im Folgenden erlautert.

2.3.1.1 Die epithelial-mesenchymale Transition

Die Bildung von Metastasen ist eine definierende Eigen-
schaft maligner Tumoren. Voraussetzungen fur die Meta-
stasenbildung sind ein invasives Wachstum und das Uber-
leben der Tumorzellen im GefaRsystem [61]. Ahnliche Ei-
genschaften werden bestimmten embryonalen Zellen zu-
geschrieben. Man beobachtet bei malignen Tumoren bei
der Tumorprogression und Metastasierung haufig eine Re-
aktivierung eines embryonalen Entwicklungsprogramms,
der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) [62-64].
Die EMT verleiht einer Epithelzelle Eigenschaften einer
speziellen Bindegewebszellart, der mesenchymalen Zellen
[65-67]. Dazu zahlen unter anderem eine erhéhte Migrati-
onskapazitat, Fahigkeit zu invasivem Wachstum und eine
erhohte Resistenz gegen Apoptose, Eigenschaften, wie sie
auch bei malignen Tumoren beobachtet werden [G68]. Die
EMT befahigt Tumorzellen sich vom Primartumor loszul6-
sen und in sekundare Gewebe einzudringen [54]. Diese Ei-
genschaften sind grundlegend fur den Metastasierungs-
vorgang [66]. Es gibt des Weiteren Hinweise darauf, dass

die Tumorzellen, sobald sie ihr Zielorgan erreichen, z.B.
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durch den reziproken Vorgang der mesenchymal-epitheli-
alen Transition (MET) wieder in eine epitheliale Morpholo-
gie zurlickkehren. Man geht davon aus, dass der EMT-Vor-
gang dynamisch wahrend der Metastasierung reguliert
wird [61]. Dartiber hinaus scheinen die EMT und Stamm-
zelleigenschaften von Tumoren eng zusammenzugehéren.
Aktuelle Studien zeigen, dass eine EMT-Aktivierung Zellen
mit Stammzelleigenschaften sowie Zellen mit der Fahigkeit
Tumoren zu initiieren erzeugen kann [61, 64]. DarlGber hin-
aus, verleiht die EMT Zellen offenbar auch eine Resistenz
gegen medikamentdse Therapien [61]. Ob Stammzellen
durch EMT entstehen oder umgekehrt ist jedoch noch nicht
ausreichend erforscht [69]. Zusammengefasst ist die EMT
wahrscheinlich ein wichtiger Mechanismus, welcher einen

malignen Tumorphanotyp fordert.

2.3.1.2 Krebsstammzellen

Die Krebsstammzelltheorie bietet einen weiteren Erkla-
rungsansatz fur die maligne Progression von Tumoren.
Wie beschrieben, ist bei vielen Krebsarten die zellulare In-
vasion und EMT mit der Uberexpression mit embryonalen
Stammzellen assoziierter Gene verbunden [62, 70]. Dieses
Stammzellen ahnliche Expressionsprofil ist mit Metastasen

und Therapieresistenz, sowie einer schlechten Prognose
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Die Krebsstammzelltheorie geht von einer Inhomogenitat
der Zelltypen innerhalb eines Tumors aus, dahingehend,

dass Tumoren sowohl aus einer Population von Krebs-
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Abbildung 1 nach [2]. Szenarien die Krebsstammzellen beinhalten.

Es sind bei Tumoren bei denen Krebsstammzellen eine Rolle spielen
mindestens drei Szenarien mdglich. Erstens kann die Mutation einer
normalen Stammzelle oder Vorlauferzelle eine Krebsstammzelle erzeu-
gen, die dann einen Primartumor bildet (Panel A). Zweitens kann es
sein, dass durch eine Chemotherapie zwar der Grofteil der Zellen des
Primartumors zerstort werden, doch wenn die Stammzellen nicht elimi-
niert werden, kann der Tumor erneut wachsen und ein Rezidivl verursa-
chen (Panel B). Drittens kdnnen Krebsstammzellen, die aus einem Pri-
martumor entstehen in distale Gewebe auswandern und dort Metasta-
sen bilden (Panel C).

stammzellen mit grolRem proliferativem Potenzial als auch
aus ,normalen® Krebszellen mit nur beschranktem prolife-

rativem Potenzial bestehen [73]. Krebsstammzellen stellen
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laut der Krebsstammzelltheorie durch ihre spezifischen Ei-
genschaften einen wichtigen Antrieb des Krankheitsge-
schehens dar. Sie bilden durch Selbsterneuerung, also den
Vorgang, bei dem bei der Zellteilung aus einer Vorlaufer-
zelle entweder eine oder zwei Tochterzellen mit den Eigen-
schaften der Vorlauferzelle entstehen, sowohl neue Krebs-
stammzellen als auch normale Krebszellen [73]. Krebs-
stammzellen besitzen daruber hinaus die Fahigkeit, nach
Transplantation in immundefiziente Mause neue Tumoren
zu bilden und sind durch verschiedene Mechanismen re-
sistenter gegen Therapien und Apoptose-Induktion, Eigen-
schaften, die sie fur Metastasen und Rezidive verantwort-
lich machen kénnen [2, 73]. Die neoplastische Proliferation
der Krebsstammzellen scheint durch Signalwege, die in
gesunden Zellen die Selbsterneuerung antreiben, gefér-
dert zu werden. Somit kdnnten Selbsterneuerungssignal-
wege im Kontext eines Malignoms in fehlregulierter Weise
dessen Proliferation fordern. Ein Beispiel flr einen solchen
Signalweg der in Krebsstammzellen dereguliert aktiviert
wird ist der WNT/B-Catenin-Signalweg, der in gesunden
Geweben die Selbsterneuerung férdert [73].

Aufgrund der Eigenschaften von Krebsstammzellen ver-

mutet man, dass sich ein maligner Tumor nach Elimination

19



| Einleitung

seiner Krebsstammzellen in einen benignen Tumor ver-
wandeln muisste. Laut der Krebsstammzellentheorie ist es
folglich notwendig, die Krebsstammzellen zu eliminieren,
um Krebs heilen zu kénnen. Somit kommen Krebsstamm-

zellen auch als neues Therapieziel infrage [73].

Pluripotency Pluripotency

Self-renewal.
‘e

Homeostasis

Abbildung 2 nach [3]. Férderung von Krebsstammzellen durch ab-
errante Nodal-Expression

Dargestellt ist die Reaktivierung des Nodal-Signalwegs in malignen Tu-
moren. Durch diesen Prozess entdifferenzieren die betroffenen Zellen
und erwerben einen stammzelldhnlichen Phéanotyp. In normalen
Stammzellen wird ein Gleichgewicht zwischen Aktivatoren und Inhibito-
ren aufrechterhalten, damit als Reaktion auf bestimmte Signale eine Dif-
ferenzierung ermoglicht wird. Hier sind Nodal und sein Inhibitor Lefty
hervorgehoben. Krebszellen nutzen solche Signalwege flr sich und er-
langen in Abwesenheit der Inhibitoren einen Status des unkontrollierten
Wachstums. In diesem Beispiel exprimieren Krebsszellen Nodal in der
Abwesenheit von Lefty.
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2.3.2 Relevanz Nodals fur das kolorektale
Karzinom

Mitglieder der TGF-3 Superfamilie sind haufig in sporadi-
schen KRK mutiert und Keimbahnmutationen dieser Sig-
nalwege verursachen ein hereditdres KRK-Syndrom, das
juvenile Polyposis-Syndrom [74]. Das Lebenszeitrisiko fur
Karzinome des Gastrointestinaltrakts betragt fir vom juve-
nilen Polyposis-Syndrom Betroffene ca. 50 % [75, 76]. Dar-
uber hinaus korreliert die aberrante Aktivierung von TGF-3
Signalwegen mit aggressiveren Formen KRK [74]. Als Mit-
glied dieser Gruppe von Zytokinen kénnte Nodal fir die
maligne Progression KRK von grofRer Relevanz sein. Es
wurde gezeigt, dass Nodal die Selbsterneuerung mensch-
licher Darmkrebsstammzellen fordert, und die Karzinoge-
nese KRK auf autokrine Weise vermittelt [60]. Nodal
scheint somit verantwortlich fir wichtige Merkmale des ma-

lignen Phanotyps KRK zu sein [73, 77].

2.3.3 Der Nodal Signalweg und der Wnt/p-
Catenin Signalweg

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist eine Familie von Protei-
nen, die in viele lebenswichtige zellulare Funktionen wie
die Selbsterneuerung von Stammzellen und die Organoge-
nese involviert ist. Neben KRK wurde eine Wnt-Aktivierung

auch in Mammakarzinomen, Lungenkarzinomen und bei
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der chronisch myeloischen Leukadmie beobachtet und
scheint hier Tumorrezidive zu férdern [78]. Wnt/B-Catenin
tragt auRerdem zur Tumorentstehung bei, indem es den
Tumorzellen durch die Férderung von Krebsstammzellen
einen Uberlebensvorteil schafft. Bei der groRen Mehrheit
sporadischer KRK-Falle beim Menschen ist der geschwin-
digkeitsbestimmende und initiierende Schritt die konstitu-
tive Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalwegs [79]. Der
Signalweg tragt auRerdem zur malignen Progression von
Tumoren bei. Kernstandiges B-Catenin fordert durch Bin-
dung an Transkriptionsfaktoren und konsekutive Genex-
pression die Entstehung sogenannter ,migrierender Krebs-
stammzellen®, welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und Differenzierung besitzen [80-83]. Durch Transdifferen-
zierung und folglich EMT kénnen migrierende Krebs-
stammzellen effizienter in das umliegende Gewebe ein-
dringen und Uber den reziproken Vorgang, der mesen-
chymal-epithelialen Transition (MET), Metastasen in ent-

fernten Organen bilden [80, 81].

Es scheint eine Verbindung zwischen dem Nodal Signal-
weg und dem Wnt/B-Catenin Signalweg im Kontext malig-
ner Tumoren zu geben. Ergebnisse von Qi et al. zeigen,
dass exogenes Nodal die maligne Progression menschli-

cher Krebszellen in einem Zellkulturexperiment Gber den

22



| Einleitung

Wnt/B-Catenin Signalweg aktivieren kdnnte, indem es die
Translokation B-Catenins in den Zellkern bewirkt. Im Zell-
kern der Tumorzellen kénnte p-Catenin die Transkription
von Genen foérdern, die dem Tumor Stammzelleigenschaf-

ten verleihen [84].
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3 Zielsetzung

Diese Studie wurde in der Absicht durchgeflihrt retrospek-
tiv einen Biomarker zu identifizieren, der bei KRK mit der
organotropen pulmonalen Metastasierung korreliert. Es
war insbesondere unsere Absicht Unterschiede zwischen
KRK die in die Lunge und die Leber metastasieren zu iden-

tifizieren.

Bislang wurde der Zusammenhang zwischen Nodal und ei-
ner organotropen pulmonalen Metastasierung KRK noch
nicht untersucht. Unsere Studie sollte durch die Validierung
Nodals im Patientenkollektiv einen Beitrag zur Einschat-
zung der Prognose, sowie zur individuellen Nachsorge-
und Therapieplanung leisten. Wir konnten in unserer Stu-
die eine Korrelation der Ergebnisse mit 3-Catenin nachwei-

sen.
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4 Material und Methoden

4.1 Kollektiv

In Zusammenarbeit mit der Medizinischen Klinik Il des
LMU-Klinikums und dem Tumorregister Minchen wurde
ein Patientenkollektiv aus KRK-Patienten mit einer isolier-
ten pulmonalen Metastasierung (n=74), mit einer isolierten
hepatischen Metastasierung (n=74) und KRK ohne Meta-
stasen Uber einen flnfjahrigen Beobachtungszeitraum
(n=74) erstellt.

Es wurden im Tumorregister Minchen gemeldete Patien-
ten in die Studie eingeschlossen, die sich innerhalb von
1998 bis 2013 einer chirurgischen Tumorresektion unter-
zogen hatten. Biopsien wurden aus dem Patientenkollektiv

ausgeschlossen.

Um eine Homogenitat der Vergleichsgruppen zu gewahr-
leisten und eventuelle Stdrfaktoren zu minimieren wurden
die drei Gruppen jeweils im Hinblick auf das T-Stadium,

Differenzierungsgrad und Geschlecht abgestimmt.
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Tabelle 1: Klinisch-pathologische Patientendaten in Korrelation
zum Metastasierungsstatus

Merkmal Gesamt PUL MO HEP ]
Gesamt 222(100,0) 74(33,3) 74(33,3) 74(33,3)
Geschlecht
weiblich 89(40,1) 24(10,8) 37(16,7) 28(12,6) 0,083
ménnlich 133(59,9) 50(22,5) 37(16,7) 46(20,7)

Alter bei Erstdiagnose des KRK

Median 66,8 64 72,3 62,9

270 90(40,5) 26(11,7) 43(19,4) 21(9,5)  <0,001
>65<70 33(149) 9(41) 14(63) 10(4,5)

<65 99 (44,6) 39(17,6) 17(7,7) 43(19,4)

Lokalisation Primarus (1)

Kolon 94 (42,3) 22(9,9) 45(203) 27(12,2) 0,001
Rektosigmoid 22(9,9) 6(2,7) 6(2,7) 10 (4,5)
Rektum 106 (47,7) 46(20,7) 23(10,4) 37(16,7)

Lokalisation Primarius (I1)
rechtsseitig 27(12,2)  9(4,1) 9(4,1) 9(4,1) 1,000
linksseitig 195(87,8) 65(29,3) 65(29,3) 65(29,3)

Differenzierungsgrad (WHO)
G2 149 (67,1) 49(22,1) 50(22,5) 50(22,5) 0,980
G3 73(32,9) 25(11,3) 24(10,8) 24(10,8)

pT Stadium (UICC)

T0 2(0,9) 2(0,9) 0(0,0) 0(0,0) 0,755
T1 8(3,6) 2(0,9) 3(1,4) 3(1,4)

T2 29 (13,1) 10 (4,5) 8(3,6) 11 (5,0)

T3 159 (71,6) 53(23,9) 54(24,3) 52(23,4)

T4 21(9,5) 6(2,7) 7(3,2) 8(3,6)

unbekannt 3(1,4) 1(0,5) 2(0,9) 0(0,0)

pN Status

NO 105 (47,3) 29(13,1) 48(21,6) 28(12,6) 0,001
N+ 112 (50,5) 41(18,5) 25(11,3) 46(20,7)
unbekannt 5(2,3) 4(1,8) 1(0,5) 0(0,0)

Fett gedruckte Werte sind statistisch signifikant. PUL steht fiir KRK mit einer isolierten pulmonalen
Metastasierung, HEP fiir KRK mit einer isolierten hepatischen Metastasierung, MO fiir KRK ohne

Metastasen Uber einen 5-jahrigen Beobachtungszeitraum.

Eine Ubersicht (iber die wichtigsten Patienten- und Tu-
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morcharakteristika unseres Kollektivs sind Tabelle 1 zu

entnehmen.

Die in unsere Studie aufgenommenen molekularpathologi-
schen Parameter, wie die Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Sig-
nalwegs (Immunhistochemie fir B-Catenin), lagen aus ei-
nem anderen, von Michl et al. publizierten, Projekt unserer
Arbeitsgruppe vor [1]. Es handelte sich bei unserem und
bei Michl et al.s Kollektiv um dieselbe Kohorte. Michl et al.s
Daten wurden jedoch im Rahmen eines anderen Projekts

generiert und publiziert.
4.2 Methodik

4.2.1 Immunhistochemie

Fir die Immunhistochemie wurden Primar-Antikorper fir
Nodal (Firma: Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Cat.
No.: PA5-28486) verwendet, das genutzte Detektionssys-
tem war ImmPRESS Anti-Rabbit IgG Polymer Kit (Fa. Vec-
tor, MP-7401).

Zunachst wurden die Proben entparaffiniert. Als Vorbe-
handlung wurden die Proben in der Mikrowelle (750 W, An-
tigen Retrieval AR-10 (Fa. DCS, HK057-5KE)) 2x15 min
gekocht und 20 min bei Raumtemperatur abgekinhlt. Zur

Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Proben
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bei Raumtemperatur 10 min 7,5% wassrigem Wasserstoff-
peroxid ausgesetzt. Darauffolgend wurde fir 20 min das
Serum geblockt (Kit siehe oben) und der Uberstand abge-
kippt. Als Primar-Antikorper wurden Antikérper gegen No-
dal (1:100) dazugegeben und fir 60 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Als Sekundarantikdrper wurde Anti-Rabbit
IgG (Kit siehe oben) flir 30 min zur Probe hinzugegeben.
Als Chromogen wurde fur 3 min DAB+ (Fa. Agilent Tech-
nologies, K3467) hinzugegeben. Zur Gegenfarbung wurde
fur 10 sec. mit Hematoxylin Gill's Formula (Fa. Vector, H-
3401) gefarbt. Zur Eindeckung wurde Aquatex (Fa. Merck,
1.08562.0050) verwendet.

Zwischen den erlauterten Schritten wurde je 2x5 Minuten
mit TRIS-Puffer gesplilt und/oder 10 Minuten flielend ge-

wassert.

Insgesamt waren 222 immunhistochemisch gefarbte
Schnitte auswertbar. Die Farbungen wurden von zwei un-
abhangigen Untersuchern (TS und JN) ausgewertet. Dis-
krepante Falle wurden gemeinsam mikroskopiert, um ei-
nen Konsens zu finden. Zur Anwendung kam dabei der
sog. H-Score. Es wurde jeweils die Starke der Farbung (0

= nicht angefarbt, 1+ = leicht angefarbt, 2+ = mafig ange-
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farbt, 3+ = stark angefarbt) und prozentuale Anteil des an-
gefarbten Tumorgewebes (5, 10, 20, ..., 90, 100%) erho-
ben. Hierbei wurde die Prozentzahl des angefarbten Tum-
orgewebes mit der jeweiligen, die Starke der Farbung re-
prasentierenden Zahl multipliziert, um den H-Score zu er-
halten. Es wurden 222 gefarbte Schnitte ausgewertet und

die Ergebnisse wurden mit dem Programm Microsoft®

VergroBerung).

Stark angefarbte Zellen (A) wurden als stark Nodal positiv gewertet,
nicht angefarbte Zellen (B) als Nodal negativ. Insgesamt waren die Tu-
morzellen heterogen angefarbt, mit sowohl homogenen (C) als auch he-
terogen angefarbten Abschnitten (D).
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4.3 Statistische Methoden

Fir die statistischen Analysen wurde das Statistikpro-
gramm SPSS® Version 26.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
verwendet. Fir alle durchgefiihrten Tests wurde ein p-Wert

von < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.

Die Uberlebenszeitdaten wurden Uber Kaplan-Meier-Ana-
lysen ausgewertet. Es wurde jeweils das Gesamt- und das
progressionsfreie Uberleben von KRK-Patienten mit einer
isolierten pulmonalen im Vergleich zu einer isolierten he-
patischen Metastasierung, sowie einer isolierten pulmona-
len und hepatischen Metastasierung mit jeweils niedrigem
oder hohen H-Score fiir Nodal, dargestellt. Zur Uberprii-
fung auf Unterschiede der Kurven wurde der Log-Rang
Test durchgefiihrt. Es wurde auRerdem die mediane Uber-

lebenszeit inklusive 95%-Konfidenzintervall angegeben.

Die Patienten- und Tumorcharakteristika wurden tber Chi-
Quadrat-Tests auf Unabhangigkeit und Uber Risikoschat-

zer auf Unterschiede in den Chancen geprift.
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5 Ergebnisse

5.1 Uberlebenszeit-Analysen

Fir das Gesamtiiberleben konnte man ein léangeres Uber-
leben fur Patienten mit einer pulmonalen Metastasierung
erkennen, welches jedoch keine statistische Signifikanz er-
reichte (Abbildung 4). Fir das progressionsfreie Uberle-
ben lasst sich der gleiche Trend erkennen, hierbei konnte
die statistische Signifikanz erreicht werden (p = 0,03, Ab-
bildung 5), jedoch war aufgrund der sich kreuzenden Kur-

ven keine proportional Hazards Annahme mdglich.

Gesamtiiberleben

10k
HT‘M» Ort der Metastasierung n  Monate (95% KI)
B 3 — | UNgE 74 60.4(51.4 bis 69,5)
\ L\ Leber 74 35,3 (25,0 bis 45,5)
08 “'L\_| Globaler Log-Rang p-Wert = 0,08

Uberlebenswahrscheinlichkeit

Zeit (Monate)

Abbildung 4. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Mortali-
tatsereignisses bis zum letzten Beobachtungsdatum jeweils fiir
pulmonal oder hepatisch metastasierte kolorektale Karzinome.
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Progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 5. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Progres-
sions- oder Mortalitidtsereignisses bis zum letzten Beobachtungs-
datum jeweils fiir pulmonal oder hepatisch metastasierte kolorek-
tale Karzinome.

Fur die Kurven mit Unterscheidung zwischen hohem und
niedrigen H-Score fur Nodal konnte fir den Log-Rang-Test

keine statistische Signifikanz erreicht werden.

Als Trend liel3 sich auch hier erkennen, dass KRK-Patien-
ten mit einer pulmonalen Metastasierung ein besseres Ge-
samt- und progressionsfreies Uberleben aufwiesen als Pa-
tienten mit einer isolierten hepatischen Metastasierung
(Abbildung 6, Abbildung 9). AuRerdem wiesen in der
Gruppe der hepatisch mKRK Nodal-exprimierende Tumo-
ren eine schlechtere Uberlebenszeit auf im Gegensatz zu
KRK mit geringer Nodal-Expression (Abbildung 8, Abbil-
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dung 11). Fir die pulmonal mKRK war kein klarer Unter-
schied zwischen KRK-Patienten mit hoher und niedriger
Nodal Expression erkenntlich (Abbildung 7, Abbildung
10).

Gesamtiiberleben

1'D :!—\_' Ortder Metastasierung  n Monate (95% Kl)
L g

— Lunge und Nodal+ 41 60,0 (42,9 bis 77.0)
L — k..l | == | ynge und Nodal- 33 70,4 (56,1 bis 84,7)
& = AL s | cDer und Nodal+ 32 205(8.7his 42.4)
’  ( L= s | eber und Nodal- 42 371 (26,0 bis 48,1)
: LI_‘ Globaler Log-Rang pWert = 0.3

Uberlebenswahrscheinlichkeit
T
F i

00
0 12 2 36 48 60 72 8 96 108 120 132 144 156
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Abbildung 6. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Mortali-
tatsereignisses bis zum letzten Beobachtungsdatum fiir jeweils
pulmonal oder hepatisch metastasierte kolorektale Karzinome mit
jeweils hoher oder niedriger Nodal-Expression.
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Abbildung 7. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Mortali-
tatsereignisses bis zum letzten Beobachtungszeitraum fiir pulmo-
nal metastasierte kolorektale Karzinome mit jeweils hoher oder

niedriger Nodal-Expression.

Gesamtiiberleben
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T = L Globaler Log-Rang p-Wert = 0,4

Uberlebenswahscheinlichkeit

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

Zeit (Monate)
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Abbildung 8. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Mortali-
tatsereignisses bis zum letzten Beobachtungszeitraum fiir hepa-
tisch metastasierte kolorektale Karzinome mit jeweils hoher oder

niedriger Nodal-Expression.
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Progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 9. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Progres-
sions- oder Mortalitidtsereignisses bis zum letzten Beobachtungs-
datum fiir jeweils pulmonal oder hepatisch metastasierte kolorek-
tale Karzinome mit jeweils hoher oder niedriger Nodal-Expression.
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Abbildung 10. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestatigten Pro-
gressions- oder Mortalititsereignisses bis zum letzten Beobach-
tungsdatum fiir pulmonal metastasierte kolorektale Karzinome mit
jeweils hoher oder niedriger Nodal-Expression.
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Progressionsfreies Uberleben

Ort der Metastasierung n  Monate (85% KI)
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Abbildung 11. Kaplan-Meier-Kurven des ersten bestéatigten Pro-
gressions- oder Mortalititsereignisses bis zum letzten Beobach-

tungsdatum fiir hepatisch metastasierte kolorektale Karzinome mit
jeweils hoher oder niedriger Nodal-Expression.

5.2 Kategorie Nodal und Kklinisch-
pathologische Patientendaten

Eine hohe Nodal Expression korrelierte mit einer rechtssei-
tigen Tumorlokalisation (p=0,028; OR=0,39 (0,17 — 0,92),
Tabelle 2). Fur den Differenzierungsgrad, das pT Stadium
und den pN Status konnte keine signifikante Korrelation mit
der Kategorie Nodal gefunden werden. Es konnte eine sig-
nifikante Korrelation einer hohen Nodal Expression mit ei-
nem erhdhten nuklearen (-Catenin Wert (p=0,002;
OR=2,29 (1,33 — 3,92), Tabelle 2) festgestellt werden.
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Tabelle 2: Klinisch-pathologische Patientendaten in Korrelation zur

Kategorie Nodal

Merkmal Gesamt low high p OR (95% KI)
Gesamt 222(100,0)  118(53,2) 104 (46,8)
Geschlecht
weiblich 89 (40,1) 51(23,0) 38(17,1) 0,311 0,76 (0,44 -1,30)
mannlich 133 (59,9) 67(30,2) 66 (29,7)
Alter bei Erstdiagnose des KRK
Median 66,8 67,5 66,6
>70 90 (40,5) 48 (21,6) 42(18,9) 0,979
>65<70 33(14,9) 18(8,1) 15 (6,8)
<65 99 (44,6) 52(23,4) 47 (21,2)
Lokalisation Primarus (1)
Kolon 94 (42,3) 52 (23,4) 42(18,9) 0,634
Rektosigmoid 22(9,9) 13(5,9) 9(4,1)
Rektum 106 (47,7) 53 (23,9) 53(23,9)
Lokalisation Primarius (11)
rechtsseitig 27(12,2) 9(4,1) 18 (8,1) 0,028 0,39 (0,17-0,92)
linksseitig 195(87,8) 109 (49,1) 86 (38,7)
Differenzierungsgrad (WHO)
G2 149 (67,1) 79 (35,6) 70 (31,5) 0,955 0,98 (0,56 - 1,73)
G3 73 (32,9) 39 (17,6) 34 (15,3)
pT Stadium (UICC)
TO 2(0,9) 0(0,0) 2(0,9) 0,388
T1 8(3,6) 6(2,7) 2(0,9)
T2 29 (13,1) 16(7,2) 13 (5,9)
T3 159 (71,6) 82 (36,9) 77 (34,7)
T4 21(9,5) 12 (5,4) 9(4,2)
unbekannt 3(1,4) 2(0,9) 1(0,5)
pN Status
NO 105 (47,3) 58 (26,1) 47(21,2) 0,610  1,15(0,67 - 1,96)
N+ 112 (50,5) 58 (26,1) 54(24,3)
unbekannt 5(2,3) 2(0,9) 3(14)
B-Catenin*
<30% 120 (54,1) 75(33,8) 45 (20,3) 0,002 2,29 (1,33-3,92)
>30% 102 (45,9) 43 (19,4) 59 (26,6)

Fett gedruckte Werte sind statistisch signifikant. *die Daten zur .-Catenin-Expression allein wurden

aus einem anderen Projekt der Arbeitsgruppe erhoben [1].
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5.3 Kategorie Nodal und
Metastasierungsstatus

Es liel3 sich hierbei fir die Korrelation zwischen Nodal und
einer pulmonalen Metastasierung ein leichter Trend erken-
nen, welcher jedoch keine statistische Signifikanz erreichte
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Kategorie Nodal in Korrelation zum Metastasierungssta-
tus

Merkmal Gesamt PUL MO HEP p

Gesamt 222 (100,0) 74(33,3) 74(33,3) 74(33,3)

Kategorie Nodal
low 118 (53,2) 33(14,9) 43(19,4) 42(189) 0,193
high 104 (46,8) 41(18,5) 31(14,0) 32(14,4)

Fett gedruckte Werte sind statistisch signifikant. PUL steht fir KRK mit einer isolierten pulmonalen
Metastasierung, HEP fiir KRK mit einer isolierten hepatischen Metastasierung, MO fir KRK ohne

Metastasen uber einen 5-jahrigen Beobachtungszeitraum.

Es konnte keine signifikante Korrelation fur die Kategorie
Nodal mit den unterschiedlichen Metastasierungsgruppen

erwiesen werden (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Kategorie Nodal in Korrelation zu verschiedenen Metas-
tasierungssubgruppen
MO <> M1 HEP & PUL PUL ¢&> MO0 HEP < MO

Merkmal

Kategorie Nodal 0,295 0,139 0,100 0,868

low
high

Fett gedruckte Werte sind statistisch signifikant. Angegeben sind die p-Werte. PUL steht fir KRK
mit einer isolierten pulmonalen Metastasierung, HEP fir KRK mit einer isolierten hepatischen Me-
tastasierung, MO fir KRK ohne Metastasen lber einen 5-jahrigen Beobachtungszeitraum, M1 ist

aus den Untergruppen PUL und HEP zusammengesetzt.

41






6 Diskussion

KRK stellen eine heterogene Erkrankung dar und die Tu-
morbiologie hat einen wesentlichen Einfluss auf das The-

rapieansprechen und die Prognose [85-87].

Unsere Studie basiert auf der Annahme, dass es Biomar-
ker fur bestimmte biologische Tumorsubtypen gibt, die mit
einem spezifischen Metastasierungsmuster einhergehen.
Solche Biomarker sind von hoher klinischer Relevanz, da
sie zur Risikostratifizierung dienen kénnen. Bei einem er-
hohten Risiko einer Metastasierung in ein bestimmtes Or-
gan kénnen durch intensivierte Vorsorge Metastasen in ei-
nem frihen Stadium entdeckt werden, in dem lokal-abla-
tive oder minimalinvasive Therapien und die damit verbun-

denen (Uberlebens)-Vorteile noch maglich sind.

Der neuartige Ansatz unserer Studie ist ihr Endpunkt, da
wir nicht wie viele bisherige Studien das Gesamt- und das
progressionsfreie Uberleben untersuchten, sondern die
Studie auf den Vergleich verschiedener organotroper Me-
tastasierungsmuster bzw. Metastasierungslokalisationen

gepowert war. Dadurch konnten wir Unterschiede zwi-
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schen den einzelnen Metastasierungsmustern ausma-
chen, wie es durch eine konventionelle klinische Studie

nicht méglich gewesen ware.

Durch das Fall-Kontroll-Design kénnen fir seltene Metas-
tasierungsmuster ausreichend groRe Gruppen formiert
werden. Somit macht dieses Studiendesign es madglich, flr
das selten auftretende KRK mit isolierter pulmonaler Meta-
stasierung neue potenzielle Biomarker zu identifizieren [9].
Es kénnen im Vergleich zu grofier angelegten Studien
schnell Ergebnisse erhalten werden, welche hypothesen-
generierend und Ausgang flr weitere Studien sein kdnnen.
Durch das Fall-Kontroll-Design wird trotz einer kleineren
Fallzahl eine gute Aussagekraft gewahrleistet. Je nach Er-
gebnis ist eine Uberpriifung in groRer angelegten Studien
notwendig [88]. AuRerdem kann bei retrospektiven Studien
unter anderem ein Recall-Bias auftreten. Durch das in un-
serer Arbeit gewahlte Studiendesign kénnen Rickschlisse
auf Zusammenhange zwischen Risikofaktor und Erkran-
kung gemacht werden, kausale Beziehungen mussen Uber
Laborstudien Uberpriift werden. Uber den Zeitraum vom
Auftreten des Risikofaktors bis zur Entwicklung der Krank-
heit kdnnen Uber Fall-Kontroll-Studien keine Aussagen ge-

macht werden.
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Es wurde fir die Validierung des Zytokins Nodal als Bio-
marker fur das pulmonal mKRK im Design einer Fall-Kon-
troll-Studie ein Kollektiv aus 222 Patienten mit Erstdiag-
nose des KRK zwischen 1998 und 2013 zusammenge-
stellt. Die aus dem Kollektiv gewonnenen histologischen
Schnitte wurden immunhistochemisch fir Nodal gefarbt.
Die Farbungen wurden Uber den semiquantitativen H-
Score ausgewertet. Da die Tumoren eine heterogene No-
dal Expression aufwiesen, konnte Uber den H-Score, wel-
cher sowohl die Intensitat der Farbung als auch die Pro-
zentzahl der angefarbten Zellen bertcksichtigt, eine gute

Einschatzung der Nodal-Expression erfolgen.

Aufgrund der Assoziation Nodals mit Krebsstammzellen
und EMT gibt es Anlass zur Vermutung, dass Nodal vor
allem an der Invasionsfront der Tumoren lokalisiert ist [58-
60, 89, 90]. Nodal war in unserer Studie jedoch eher hete-
rogen im gesamten Tumor verbreitet. Die Griinde fur die
Verteilung Nodals in KRK bleiben noch zu klaren. Des Wei-
teren war das Nodal-Protein in den immunhistochemischen
Farbungen hauptsachlich zytoplasmatisch exprimiert, was
sich mit Ergebnissen anderer Studien deckt [90, 91]. Nodal
wirkt Uber membranstandige Rezeptoren und somit konnte
man vermuten, dass Nodal in KRK vermehrt im Extrazellu-

larraum lokalisiert sein sollte, sofern Nodal eine Wirkung
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auf die Tumorzellen hat. Wieso Nodal bei vielen Tumoren
vor allem zytoplasmatisch lokalisiert ist und ob Nodal even-
tuell auch intrazellular Funktionen erfillt, bleibt durch wei-

tere Studien zu klaren.

Die Lokalisation des Primarius korrelierte in unserer Studie
mit dem Metastasierungsmuster. Wir konnten zeigen, dass
die Lokalisation des Primarius im Rektum mit einer isolier-
ten pulmonalen Metastasierung und an zweiter Stelle mit
einer isolierten hepatischen Metastasierung korrelierte.
Unsere Ergebnisse zur isolierten pulmonalen Metastasie-
rung decken sich mit einer bereits veréffentlichten Studie,
welche ein erhéhtes Risiko fir isolierte pulmonale Metas-
tasierung bei Patienten mit rektalen Adenokarzinomen im
Vergleich zu Patienten mit Adenokarzinomen des Dick-
darms zeigte [92]. In unserem Kollektiv handelte es sich bei
99 % der Falle um Adenokarzinome und deren Unterfor-
men (die Daten hierzu sind nicht aufgefihrt). Die von uns
gefundene Korrelation mit einer isolierten pulmonalen Me-
tastasierung erklart sich wahrscheinlich durch anatomi-
sche Gegebenheiten, da distale Rektumkarzinome im Ge-
gensatz zu Kolonkarzinomen uber den Blutabfluss die Le-
ber umgehen kénnen und als erstes Organ die Lunge an-

treffen [12]. Der vendse Abfluss des Dickdarms wird grof3-
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tenteils Uber die Pfortader gewahrleistet, wodurch die Tu-
morzellen zuerst die Leber antreffen, welche bei KRK auch
den ersten Ort der Metastasierung darstellt, gefolgt von
den Lungen und anderen Lokalisationen [23, 92]. Distale
Rektumkarzinome kénnen jedoch initial in die Lunge meta-
stasieren, da die mittlere und die untere Rektalvene in die
Vena cava und nicht Gber die Pfortader abflieRen [92]. For-
schungsergebnisse zeigten aullerdem, dass neben dem
Blutfluss auch andere Faktoren die Ausbildung von Meta-
stasen in bestimmten Organen beeinflussen. Man kann bei
vielen Krebsarten, wie in unserer Studie beobachtet, ein
bestimmtes Metastasierungsmuster erkennen, dahinge-
hend, dass die Karzinome bevorzugt in bestimmte Organe
metastasieren und/oder in manche Organe seltener meta-
stasieren. Dies wird aufgrund von Studienergebnissen
Uber die ,Seed and Soil“-Hypothese erklart. Man geht hier-
bei davon aus, dass molekulare Interaktionen zwischen der
jeweiligen Tumorzelle und der Mikroumgebung im Organ
fur das spezifische Metastasierungsmuster verantwortlich
sind. Es gibt darGber hinaus Hinweise darauf, dass der
Blutfluss gemeinsam mit der ,Seed and Soil“-Hypothese
das Metastasierungsmuster von Tumoren erklaren konnte.
In vielen Fallen kann das Metastasierungsverhalten vor-

rangig durch den Blutfluss erklart werden, da Tumorzellen
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aufgrund ihrer GroRe meistens im Kapillarbett des ersten
Organs, das sie antreffen zurlickgehalten werden. Ob sich
in dem Organ, dass uber den Blutfluss erreicht wird, Meta-
stasen ausbilden, scheint dann entsprechend der ,Seed
and Soil“-Hypothese von den Interaktionen der Tumorzelle
mit der Mikroumgebung im Organ abzuhangen [23]. Somit
kénnte Korrelation von Rektumkarzinomen mit isolierten
pulmonalen Metastasen darin begriindet sein, dass distale
Rektumkarzinome Uber den vendsen Blutabfluss als erstes
Organ die Lunge antreffen und die Tumorzellen die biolo-
gischen Charakteristika besitzen, die fur eine isolierte pul-
monale Metastasierung notwendig sind. Man geht bei einer
isolierten Metastasierung in ein Organ entsprechend der
Theorie der Oligometastasen von einer gutartigeren Tu-
morbiologie aus als bei einer weit ausgedehnten Metasta-

sierung [9].

Auch die in unserer Studie festgestellte Tendenz von Rek-
tumkarzinomen isoliert hepatisch zu Metastasieren lasst
sich malRgeblich Uber den Blutfluss erklaren. So ist ent-
sprechend einer eher proximalen oder distalen Lage des
Rektumkarzinoms der Abfluss Uber die mittlere und untere
Rektalvene in manchen Fallen nicht gewahrleistet und pro-
ximale Rektumkarzinome metastasieren somit primar in

die Leber. In einer Autopsie-Studie, die 1238 Patienten mit
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metastasierten Kolon- und 441 Patienten mit metastasier-
ten Rektumkarzinomen beinhaltete, konnte kein signifikan-
ter Unterschied bezlglich des Auftretens einer hepatischen
Metastasierung hinsichtlich der Lokalisation des Primartu-
mors gefunden werden [92]. In unserer Studie waren hin-
gegen 28,7 % der Kolon- und 34,9 % der Rektumkarzi-
nome hepatisch metastasiert und der Zusammenhang war
statistisch signifikant. Es ist zu beachten, dass unsere Stu-
die sich auf die Subgruppe der isolierten hepatischen Me-
tastasierung konzentrierte. Somit kdnnten unserer Ergeb-
nisse bedeuten, dass manche Rektumkarzinome im Ge-
gensatz zu Kolonkarzinomen dazu tendieren, ausschlief3-
lich in die Leber zu metastasieren. Eventuell kénnte dies
ein Hinweis auf unterschiedliche biologische Charakteris-
tika von Kolon- und Rektumkarzinomen sein, welche ent-
sprechend der ,Seed and Soil“-Hypothese zu einem spezi-

ellen Metastasierungsmuster flhren.

Fir Karzinome des rektosigmoidalen Ubergangs konnte
die starkste Korrelation zu einer isolierten hepatischen Me-
tastasierung festgestellt werden. Dieser Zusammenhang
hat jedoch aufgrund der kleinen Fallzahl in dieser Gruppe
eine eingeschrankte Aussagekraft (10 Tumoren mit einer

hepatischen Metasierung von 22 rektosigmoidalen Karzi-
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nomen insgesamt). Folgende Punkte kdnnten die festge-
stellte Korrelation erklaren: Zum einen metastasieren Ko-
lon- und Rektumkarzinome wie beschrieben beide isoliert
in die Leber. Es ist darUber hinaus anzunehmen, dass bei
der Gruppe der Rektumkarzinome aufgrund des vendsen
Blutabflusses Uber die Pfortader vor allem proximale Rek-
tumkarzinome ein solches Metastasierungsverhalten zei-
gen. Da hauptsachlich Karzinome im proximalen Rektum
und Karzinome im Kolon sigmoideum zur Gruppe der Kar-
zinome des rektosigmoidalen Ubergangs gerechnet wer-
den, sind somit die Rektumkarzinome, die aufgrund anato-
mischer Gegebenheiten in die Lunge metastasieren wur-
den, in diesem Fall tendenziell eher exkludiert. Dies kénnte
eine Erklarung fur die starke Assoziation mit einer isolierten
hepatischen Metastasierung bei Karzinomen des rektosig-

moidalen Ubergangs geben.

In unserer Studie waren aulierdem Kolonkarzinompatien-
ten signifikant gréRtenteils in der Gruppe, der nicht meta-
stasierten Tumoren anzutreffen. Rektumkarzinome hinge-
gen waren wie beschrieben primar pulmonal metastasiert,
gefolgt von hepatischer Metastasierung. Da die Metasta-
sierung ein entscheidender Faktor fiir das Uberleben von

Krebspatienten ist, konnte das Ergebnis unserer Studie
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eventuell auf eine schlechtere Prognose von Rektumkarzi-
nom-Patienten im Vergleich zu Kolonkarzinom-Patienten
hindeuten. Es ist jedoch zu beachten, dass in unserer Stu-
die lediglich eine isolierte Metastasierung in die Lunge und
Leber untersucht wurde. Dennoch kdnnte dieses unter-
schiedliche Metastasierungsverhalten Hinweise auf unter-
schiedliche tumorbiologische Charakteristika von Kolon-
und Rektumkarzinomen geben [9]. Eine schlechtere Prog-
nose fur Rektumkarzinome im Vergleich zu Kolonkarzino-
men deckt sich mit den Ergebnissen weiterer Studien [93,
94]. Es konnte aulierdem in Studien bei Rektumkarzino-
men im Vergleich zu Kolonkarzinomen eine vermehrte Ex-
pression des Tumormarkers CEA, welcher mit einer
schlechten Prognose assoziiert ist, sowie nuklearen [3-
Catenins und des Tumorproteins p53 festgestellt werden
[93, 95-98]. Diese Ergebnisse konnten Hinweise auf eine
unterschiedliche Tumorbiologie von Kolon- und Rektum-
karzinomen sein [93]. Li et al. schlagen dementsprechend
vor, KRK in proximale Kolonkarzinome, distale Kolonkarzi-
nome und Rektumkarzinome einzuteilen. Unsere Ergeb-
nisse geben ebenfalls Hinweise auf einen moglichen biolo-
gischen Unterschied zwischen Kolon- und Rektumkarzino-
men. Die Datenlage hierzu ist jedoch nicht eindeutig, wes-

halb weitere Forschung notwendig ist, die sich gezielt auf
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die Unterschiede der einzelnen Subgruppen fokussiert.
Eventuell kénnten sich dadurch eine individuellere Vor-
sorge und neue individualisierte Behandlungsmoglichkei-
ten ergeben [99]. Es ist jedoch noch unklar, ob es sinnvoll
ware fur Kolon- und Rektumkarzinome unterschiedliche
zielgerichtete Therapien anzuwenden [92]. Die Angriffs-
punkte fir Medikamente sind vermutlich fir Rektumkarzi-
nome und distale Kolonkarzinome sehr ahnlich [92, 100-
102].

Des Weiteren korrelierte das Alter bei der Erstdiagnose in
unserer Studie signifikant positiv mit einem Metastasie-
rungsstatus MO und negativ mit dem Auftreten einer pul-
monalen oder hepatischen Metastasierung. Eine mdgliche
Erklarung hierflr kdnnte sein, dass metastasierte Tumoren
durch die Metastasen und ein aggressiveres Wachstum
friher zu Komplikationen flihren, wodurch es bereits friiher
als bei nicht metastasierten Tumoren zu einer Diagnose
kommen kénnte. Welche Mechanismen fir diese in unse-
rer Studie festgestellte Korrelation verantwortlich sind,

bleibt durch weitere Studien zu klaren.

Fir den Differenzierungsgrad und das pT-Stadium in Kor-

relation zum Metastasierungsstatus konnte in unserer Stu-
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die das Signifikanzniveau nicht erreicht werden. Die Ergeb-
nissen von Gabbert et al. unterscheiden sich von unseren
Ergebnissen und zeigen als mdgliche Erklarung fir die
schlechtere Prognose bei entdifferenzierten Tumoren,
dass es eine erhdhte Invasivitat bei diesen Tumoren im
Gegensatz zu differenzierten Tumoren geben kénnte [103].
Folglich neigen entdifferenzierte Tumoren vermehrt zu Me-
tastasen. Das diskrepante Ergebnis unserer Studie lasst
sich dadurch erklaren, dass die jeweiligen Metastasie-
rungskategorien, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleis-
ten, fir die Parameter Differenzierungsgrad, T-Stadium
und Geschlecht aufeinander abgestimmt wurden. Deshalb
war per definitionem keine Korrelation fir diese Paramater

maoglich.

Patienten mit dem Metastasierungsstatus MO wiesen in un-
serer Studie signifikant seltener tumorpositive Lymphkno-
ten auf. Dieses Ergebnis scheint jedoch eher zuféllig zu-
stande gekommen zu sein, da unser Kollektiv auf MO vs.

M1 und nicht auf NO vs. N1 gepowert war.

Des Weiteren konnte die in den Genexpressionsanalysen
angedeutete differenzielle Expression Nodals in unserem

Patientenkollektiv nicht validiert werden. Obgleich sich ein
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Trend andeutete, gab es keine signifikante Korrelation zwi-
schen Nodal und KRK mit isolierter pulmonaler Metastasie-
rung. Da in unserer Studie rechtsseitige KRK im Vergleich
zu Linksseitigen vermehrt Nodal exprimierten, ware es
maoglich, dass in der Gruppe mit niedriger Nodal-Expres-
sion aufgrund der haufigeren Tumorlokalisation im linken
Kolon und Rektum vermehrt Tumoren mit pulmonaler Me-
tastasierung vertreten waren. Diese Vermutung basiert da-
rauf, dass distale Rektumkarzinome vermehrt zu einer pul-
monalen Metastasierung neigen [12]. Médglicherweise
konnte aus diesem Grund das Signifikanzniveau nicht er-
reicht werden. In zukunftigen Studien kdnnte man aufgrund
der in unserer Studie erkannten leicht vermehrten Nodal-
Expression in rechtsseitigen Primarien die Auswirkungen
einer hohen Nodal Expression auf das Auftreten einer pul-
monalen Metastasierung in Kolonkarzinomen allein Gber-

prifen.

Entsprechend der Theorie der Oligometastasen stellt eine
auf ein oder zwei Organe begrenzte Metastasierung ein
Stadium zwischen einer ortlich begrenzten Krankheit und
einer weit ausgedehnter Metastasierung dar [9, 18]. M&g-
licherweise befinden sich aufgrund der mit einer Nodal-Ex-
pression assoziierten schlechten Prognose Nodal expri-

mierende Tumoren nicht im Stadium der Oligometastasen,
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sondern haufig bereits in einem Stadium der ausgedehnten
Metastasierung. Nodal exprimierende Tumoren kénnten
theoretisch auch praferenziell in zwei Organe gleichzeitig
metastasieren. Diese Formen der Metastasierung entspre-
chen ebenfalls der Oligometastasierung [18]. Jedoch legen
die Ergebnisse unserer Studie nahe, dass mit der Leber
und der Lunge die zwei haufigsten Lokalisationen isolierter
Metastasierung nicht mit einer Nodal-Expression korrelie-
ren [9].

Des Weiteren deutete sich in unserer Studie ein Trend flur
ein besseres Uberleben von Patienten mit einer isolierten
pulmonalen Metastasierung im Vergleich zu Patienten mit
einer isolierten hepatischen Metastasierung an. Fir das
progressionsfreie Uberleben erreichte der Log-Rang-Test
hierbei statistische Signifikanz, wenngleich sich die Kurven
kreuzten. Diese festgestellten Trends stehen im Einklang
mit den Ergebnissen einer vergleichbaren Studie von Michl
et al [1]. Weitere Studien bestatigen ebenfalls unser Ergeb-
nis [9, 19, 104].

Fir die Uberlebenszeitanalysen von pulmonal und hepa-
tisch metastasierten Patienten unter Berlcksichtigung der

Kategorie Nodal konnte man vor allem bei der isolierten
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hepatischen Metastasierung einen Trend erkennen. Ten-
denziell wiesen in dieser Gruppe Nodal exprimierende Tu-
moren eine schlechtere Prognose auf als Tumoren mit ge-
ringer Nodal-Expression. Es konnte jedoch hierfiir in den
Log-Rang-Tests keine statistische Signifikanz erreicht wer-
den. Die in unserer Studie festgestellten Trends werden
durch andere Studien bestatigt, in welchen Tumoren mit
Nodal exprimierende Tumoren mit einer schlechten Prog-

nose korrelierten [90, 105].

Dass das Signifikanzniveau in einigen Fallen nicht erreicht
wurde, liegt vermutlich daran, dass unser Kollektiv nicht
gezielt fir Kaplan-Meier-Analysen designt wurde. In der
Regel werden Kaplan-Meier-Analysen in meist prospekti-
ven Kohortenstudien angewandt [106]. Dementsprechend
ist aufgrund des Fall-Kontroll-Designs die Fallzahl in unse-
rer Studie eher klein fir eine derartige Analyse. Das Uber-
leben stellte auch nicht den primaren Endpunkt unserer
Studie dar. Bei der Auswahl der Patienten fir unsere Stu-
die wurde in erster Linie auf den Metastasierungsstatus,
die Matching-Kriterien (T-Stadium, Differenzierungsgrad,
Geschlecht) und die Verfiigbarkeit von OP-Praparaten ge-
achtet, um eine gute Vergleichbarkeit der einzelnen Meta-

stasierungsmuster zu gewahrleisten.
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Es konnte in unserer Studie des Weiteren eine signifikante
Korrelation zwischen hoher Nodal Expression und einem
rechtsseitig gelegenen Primarius nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse unserer Studie kénnten Hinweise auf eine
unterschiedliche Tumorbiologie rechts- und linksseitiger
KRK geben, die sich auch im Nodal-Expressionsstatus wi-
derspiegeln kdonnte. Studien geben ahnlich zu unseren Er-
gebnissen Anlass zur Vermutung, dass es sich bei links-
und rechtsseitigen Primarien um verschiedene Krankheits-
bilder mit unterschiedlicher Prognose und Therapieanspre-
chen handeln kénnte. Dies wird durch unterschiedliche bi-
ologische und klinische Charakteristika sowie unter ande-
rem durch eine unterschiedliche embryologische Herkunft
dieser Darmabschnitte begriindet [24-29]. Die Grenze zwi-
schen rechts- und linksseitig ist als unmittelbar oral der
splenischen Flexur definiert [28]. In Anbetracht dessen,
dass rechtsseitig gelegene Primarien vor allem in hoheren
Stadien scheinbar mit einer schlechteren Prognose einher-
gehen als linksseitige und Nodal ebenfalls mit einer
schlechten Prognose assoziiert ist, sollte in zukunftigen
Studien der Einfluss Nodals auf die maligne Progression

rechtsseitiger Primarien untersucht werden [28, 29, 107,
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108]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Nodal ein potenziel-
les, zuklnftiges therapeutisches Ziel vor allem fir rechts-

seitige Kolonkarzinome sein kann.

In unserer Studie konnte keine signifikante Korrelation zwi-
schen Differenzierungsgrad, pT Stadium und pN Status mit
der Kategorie Nodal festgestellt werden. Aufgrund der Tat-
sache, dass Nodal die maligne Progression von Tumoren
férdern kann, ist zu vermuten, dass Nodal positiv mit die-
sen Parametern korreliert [47-56]. Li et al fanden hingegen
eine hohere Nodal Expression in besser differenzierten
KRK, sowie bei KRK mit prognostisch besseren TNM-Sta-
dien [91]. Da die Studienlage zu diesem Thema nicht ein-
deutig ist, werden in Zukunft weitere Studien bendtigt, um

mehr diese Frage weiter zu erforschen.

In unserer Studie korrelierte aulierdem die Nodal-Expres-
sion signifikant mit dem B-Catenin-Score. Es ist bekannt,
dass Nodal die Stammzelleigenschaften von Krebszellen
fordert [60, 71, 84]. Es ist jedoch noch unklar, welche
Stammzellmarker in Krebszellen direkt durch Nodal regu-

liert werden.

Der Wnt/B-Catenin Signalweg ubernimmt wichtige Funkti-

onen in der embryonalen Entwicklung, der Gewebeent-
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wicklung, der zellularen Differenzierung und in Krebs-
stammzellen [83, 109-114]. Des Weiteren wurden mehrere
Stammzellmarker in humanen embryonalen Stammzellen
als Ziele eines Multiproteinkomplexes beschrieben, wel-
cher unter anderem (-Catenin beinhaltet [115]. Es ist je-
doch noch nicht erforscht, wie exakt der Nodal-Signalweg

und der Wnt/B-Catenin Signalweg interagieren.

Qi et al. konnten einen Crosstalk zwischen dem Nodal- und
dem Wnt/B-Catenin-Signalweg in Nodal iber-exprimieren-
den Zellkulturen zeigen, welcher sich auch in unseren Er-
gebnissen in vivo bestatigte. Entsprechend den Ergebnis-
sen konnte dieser Crosstalk eine wichtige Rolle in der Re-
gulierung des Stammzellmarkers Oct-4 in menschlichen
Krebszelllinien spielen [84]. Mehrere Studien haben dar-
Uber hinaus gezeigt, dass Oct-4 das Fortschreiten von
Krebs reguliert und bei vielen Krebsarten Gberexprimiert
wird [116-120].

Qi et al. fanden in Zellkulturen mit erhdhter Nodal-Expres-
sion eine ebenfalls erhdhte Oct-4-Expression und nukleare
Akkumulation. Andere Stammzellmarker blieben unveran-
dert oder waren leicht vermindert. Es kam auf3erdem zu ei-
ner verstarkten Proliferation Nodal exprimierender Tumo-

ren. Der Transkriptionsfaktor Oct-4 kénnte folglich Uber die
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Genexpression die Proliferation von Tumoren férdern. Bei
einer Nodal-Inhibition nahmen auf3erdem die Proliferation
und die Oct-4-Expression der Zellen ab [84]. Der in den
Uberlebenszeitanalysen unserer Studie festgestellte Trend
fir ein schlechteres Uberleben Nodal exprimierender, he-
patisch mKRK kdnnte dementsprechend Uber eine Oct-4-

Aktivierung vermittelt werden.

Qi et al. zeigten aulerdem, dass Nodal die nukleare
Translokation B-Catenins férdert, wahrend der Effekt auf
dessen Expression nicht eindeutig war. Dies schien Uber
einen nicht-kanonischen Signalweg zu geschehen, da
Smad2, ein essenzielles Protein des kanonischen Nodal-
Signalwegs, in den Nodal uber-exprimierenden Zellen nicht
erhoht war [84]. Des Weiteren flihrte ein Knockdown 3-
Catenins zu einer verminderten Multiplikationskapazitat
und zu einem verminderten intrazellularen Oct-4-Proteinle-
vel. B-Catenin schien folglich die durch Nodal induzierte
maligne Progression und Nodals Effekt auf Oct-4 zu ver-
mitteln. Bei einer erneuten Aktivierung des Wnt/3-Catenin-
Signalwegs kam es zu einer Akkumulation p-Catenins im
Zellkern und auch die Oct-4-Expression nahm erneut zu.
Nodal kénnte also die Stammzelleigenschaften von Krebs-

zellen Uber einen Nodal/B-Catenin-Signalweg modulieren
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[84]. Weitere Studien konnten darlber hinaus in Zellkultu-
ren zeigen, dass B-Catenin Oct-4 aktivierte [121, 122]. Zu-
sammengefasst aktivierte Nodal den Wnt/B-Catenin Sig-
nalweg Uber einen nicht kanonischen Signalweg. Der
Wnt/B-Catenin Signalweg hielt in Krebszellen die Selbster-
neuerung und Tumorigenitat durch Aktivierung von Oct-4
aufrecht. Somit koénnte Nodal fur das Fortschreiten
menschlicher Krebszellen von grol3er Bedeutung sein [84].
In unserer Studie korrelierte eine Nodal-Expression signifi-
kant positiv mit dem nuklearen B-Catenin-Level. Die Ergeb-
nisse unserer Studie zeigen somit, dass der Nodal/B-Sig-
nalweg nicht nur in vitro, sondern auch in vivo bestehen
konnte. Unsere Ergebnisse kdnnen ein Anstol} fur weitere
Studien sein, die diesen Signalweg in vivo untersuchen
und moglicherweise auch in groRer angelegten Studien va-

lidieren.

Angenommen, dass Nodal hauptsachlich Gber Oct-4 wirkt,
deckt sich die fehlende Korrelation Nodals mit dem pT-Sta-
tus, mit dem pN-Status und mit dem Differenzierungsgrad
in unserer Studie mit den Ergebnissen einer Studie von Hu
et al. fUr die Korrelation von Oct-4 zu den klinisch-patholo-
gischen Parametern [123]. Eine weitere Studie fand jedoch

unter anderem eine Korrelation zwischen Oct-4 und den
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klinisch-pathologischen Parametern [124]. Die Studienlage

ist hier nicht eindeutig und bedarf weiterer Nachforschung.

Die schlechtere Prognose rechtsseitiger Kolonkarzinome
koénnte ebenfalls mit dem Nodal/B-Catenin-Signalweg zu-
sammenhangen. Mehrere Studien zeigten eine schlech-
tere Prognose und eine Tendenz zu Rezidiven und Meta-
stasen bei rechtsseitigen im Vergleich zu linksseitigen Ko-
lonkarzinomen. Diese klinischen Charakteristika rechtssei-
tiger Kolonkarzinome ahneln den biologischen Eigenschaf-
ten von Krebsstammzellen [28, 123]. Oct-4 ist ein als ein-
deutig Stammzellen foérdernder Stammzellmarker be-
schrieben und ist bei vielzahligen Krebsarten mit einer
schlechten Prognose verbunden [125-127]. In einer Studie
zu rechtsseitigen Kolonkarzinomen und Oct-4 korrelierte
eine Oct-4-Expression mit Rezidiven und mit einer schlech-
teren Prognose im Vergleich zu den Oct-4 negativen Kon-
trollen [123]. Wir fanden in unserer Studie eine Korrelation
einer hohen Nodal-Expression mit einem rechtsseitigen
Primarius. Mdglich wére, dass der Nodal/B-Catenin Signal-
weg die Stammzelleigenschaften rechtsseitiger Kolonkar-
zinome Uuber Oct-4 foérdert und dementsprechend zur
schlechteren Prognose und zu Rezidiven dieser Sub-
gruppe beitragt. Unsere Ergebnisse geben demnach Hin-

weise darauf, dass der Nodal/3-Catenin-Signalweg bei
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KRK, insbesondere bei rechtsseitigen Kolonkarzinomen,
ein potenzieller Kandidat fir eine zielgerichtete Therapie
und ein prognostischer Biomarker sein konnte. Bei rechts-
seitigen Kolonkarzinomen mit aktiviertem Nodal/B-Catenin-
Signalweg konnten aufierdem intensivierte Nachsorge-
malinahmen in Betracht gezogen werden, um bei Rezidi-

ven rechtzeitig intervenieren zu kénnen [123].

Andere Studien legen aufierdem nahe, dass der Nodal/3-
Catenin-Signalweg, als Crosstalk zwischen dem Wnt/[3-
Catenin- und dem Nodal-Signalweg, nicht nur fur die The-
rapie, sondern auch in der Pravention bedeutsam sein
konnte. So ist in der Mehrheit der sporadischen KRK-Falle
beim Menschen ist eine konstitutive Aktivierung des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs der geschwindigkeitsbestimmende
und initiierende Schritt [79]. B-Catenin bildete aullerdem in
Zellkulturexperimenten einen Komplex mit Oct-4 und ver-
starkte dessen Wirkung [121, 122]. In einer weiteren Studie
konnte daruber hinaus eine stufenweise Zunahme der Oct-
4-Expression von normalem Gewebe hin zu gutartigen Po-
lypen und von gutartigen Polypen hin zu KRK gezeigt wer-
den, wobei Oct-4 hauptsachlich im Zellkern lokalisiert war.
Folglich kénnte Oct-4 die Karzinogenese KRK antreiben
[124]. Aufgrund dieser Ergebnisse ware es mdglich, dass

der in unserer Studie in KRK gezeigte Nodal/B-Catenin-
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Signalweg nicht nur Einfluss auf die Prognose KRK hat,
sondern auch bei der Entstehung KRK eine wichtige Funk-
tion erfullt. Dies kdnnte durch einen Crosstalk zwischen
dem Wnt/B-Catenin- und dem Nodal-Signalweg vermittelt
werden, der zu einer Aktivierung des Oct-4-Transkriptions-
faktors fuhrt. Durch die Oct-4-Aktivierung konnen KRK-Zel-
len Stammzelleigenschaften erlangen, was zu einem fur
die Tumorentstehung wichtigen Uberlebensvorteil fihrt
[79]. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg wurde bereits als The-
rapieziel und als Ziel flr die Chemo-Pravention KRK iden-
tifiziert [128]. Mdglicherweise kdnnte man also auch durch
eine Hemmung von Komponenten des von uns gezeigten
Nodal/B-Catenin-Signalwegs nicht nur die Prognose KRK
verbessern, sondern auch deren Entstehung vorbeugen.
Auch fiur die Diagnose KRK kdnnte der Nodal/B-Catenin-
Signalweg, eventuell in Kombination mit anderen Biomar-

kern, bestimmt werden.

Zusammengefasst kdnnte der durch unsere Studie in KRK
in vivo nachgewiesene Nodal/B-Catenin-Signalweg durch
eine Aktivierung des Stammzellmarkers Oct-4 eine ent-
scheidende Relevanz fur die Entstehung und die maligne
Progression KRK haben [84]. Deshalb sollten zukinftige
Studien die Mechanismen hinter dem in unserer Arbeit

nachgewiesenen Signalweg weiter erforschen. Dadurch
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koénnten in der Pravention und der Diagnostik wichtige Fort-
schritte erzielt werden. AuRerdem kdnnten neben einem
besseren grundlegenden Verstandnis dieses nicht-kanoni-
schen Signalwegs ebenfalls neue Therapieansatze fir z.B.
Nodal exprimierende KRK gefunden werden, welche zu-
kinftig deren Prognose verbessern kénnten. Durch weitere
Forschung auf diesem Gebiet kdnnte die individualisierte
Therapie zuklnftig auch mit kurativer Intention angewandt
werden, wobei der durch unsere Studienergebnisse nach-
gewiesene Nodal/B-Catenin-Signalweg ein potenzielles
neues Therapieziel darstellt [2, 57, 73, 129].
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7 Zusammenfassung

In unserer Arbeit konnten wir eine signifikante Korrelation
der Lokalisation des Primarius im Kolon und/oder Rektum
mit dem Metastasierungsmuster feststellen. Rektumkarzi-
nome korrelierten am starksten mit einer isolierten pulmo-
nalen Metastasierung, Karzinome des rektosigmoidalen
Ubergangs korrelierten am starksten mit einer isolierten
hepatischen Metastasierung und Kolonkarzinome korre-
lierten mit keinen Metastasen Uber einen flinfjahrigen Be-
obachtungszeitraum. Unsere Ergebnisse geben Hinweise
auf unterschiedliche biologische Charakteristika von Ko-

lon- und Rektumkarzinomen.

Es konnte keine Korrelation zwischen Nodal und dem Me-
tastasierungsstatus festgestellt werden. Jedoch wiesen
Nodal positive isolierte hepatische Metastasen KRK ein
tendenziell schlechteres Uberleben auf als die Nodal nega-
tive Gruppe. AulRerdem korrelierte Nodal signifikant mit ei-
nem rechtsseitig gelegenen Primarius, was die Theorie ei-
ner unterschiedlichen Biologie links- und rechtsseitiger
KRK unterstitzt. Nodal férderte dariber hinaus signifikant
die nukleare Akkumulation B-Catenins. Somit konnte Nodal

Uber den zuvor von Qi et al. in Zellkulturen identifizierten
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Nodal/B-Catenin-Signalweg den Stammzellmarker Oct-4
aktivieren und so zur Entstehung und malignen Progres-
sion vor allem rechtsseitiger KRK beitragen. Wir weisen
diesen nicht-kanonischen, méglicherweise flur die maligne
Progression vieler Krebsarten verantwortlichen Signalweg

in vivo in KRK nach.

Unsere Ergebnisse geben Hinweise auf biologische Unter-
schiede zwischen rechts- und linksseitigen Kolonkarzino-
men und Rektumkarzinomen und zeigen, dass der No-
dal/B-Catenin-Signalweg in KRK, insbesondere in rechts-
seitigen Kolonkarzinomen, ein potenzieller Kandidat fir die
Therapie und die Pravention sowie flir die Diagnostik und

fur prognostische Bewertungen ist.
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