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Einleitung

1 Einleitung

Der Begriff ,,Krebs umfasst ein weites Spektrum an verschiedenen Erkrankungen, die
zwar das unkontrollierte Zellwachstum gemeinsam haben, jedoch beziiglich Préven-
tion, Screening, Therapie und Rehabilitation stark variieren. Die absolute Inzidenz an
Krebserkrankungen hat sich in Deutschland seit den 1970er-Jahren fast verdoppelt.
Dieser Anstieg an Krebsneuerkrankungen lasst sich hauptsachlich durch den demo-
grafischen Wandel erklaren [1].

Insgesamt leben in Deutschland ungefahr 4 Millionen Menschen, die an Krebs er-
krankt sind oder waren [2]. Mehr als die Halfte der Félle lasst sich auf drei Krebsarten
zurlickfihren. Brustkrebs ist mit 22 % die haufigsten Krebsart, gefolgt von Prostata-
krebs mit 15 % und dem kolorektalen Karzinom (KRK) mit 12 % [3].

1.1 Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren des kolorektalen Karzinoms

Die maligne Neoplasie des Mast- und Dickdarms, das KRK, bildet die zweithdufigste
Todesursache durch Krebsleiden in den Industriestaaten. Die geringe Uberlebens-
wahrscheinlichkeit der KRK-Patienten wird malgeblich durch das Auftreten von ha-
matogenen Fernmetastasen bestimmt, so sind bei 20 % der KRK-Patienten bereits bei
Erstdiagnose Metastasen vorhanden. Die hepatische Metastasierung wird dabei am
meisten beobachtet [4]. Neben der Leber finden sich seltener auch Metastasen in der
Lunge, dem Peritoneum und in den Knochen [5]. Biomarker, die mit dem Auftreten
und der Lokalisation von Fernmetastasen korrelieren, konnten einen erheblichen Ein-

fluss auf das therapeutische VVorgehen und die Nachsorge der Patienten haben [6].

Vor allem in der geriatrischen Bevolkerung ist das KRK verbreitet (Abbildung 1) und
liegt unter den Haufigkeiten der verschiedenen Krebsarten bei Frauen der Alters-
gruppe Uber 85 Jahren an zweiter Stelle und bei Mannern der Altersgruppe von 70 bis
89 Jahren an dritter Stelle. Mehrere Studien haben erwiesen, dass durch das Vorsor-
gescreening die Inzidenzraten beim KRK zurlickgegangen sind [7,8]. Es konnte auch

gezeigt werden, dass die meisten Falle von Darmkrebs durch ein Screening potenziell
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vermieden werden konnten [9]. Auch ist die Inzidenz neuer Falle in den letzten Jahren

zuruckgegangen, mit Ausnahme von den unter 50-Jéhrigen [10].

Durchschnittliche jahrliche Zahl an Neuerkrankungen (galken, linke v-achse)
und alterspezifische Raten (Linien, rechte Y-Achse)
der bosartigen Neuerkrankungen des Rektums (ico 10: c20)
in Deutschland 2016-2018
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Abbildung 1: Jahrliche Inzidenz des Darmkrebses in Deutschland 2016-2018 in den
verschiedenen Alterskohorten [11]
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Abbildung 2: Lokalisationen des kolorektalen Karzinoms [12]

Ein Grofiteil der KRK entstehen auf dem Boden einer epithelialen Dysplasie und um-
fasst Karzinome des Kolons (mehr als 16 cm oral der Anokutanlinie, d.h. der duReren
Begrenzung des Anus, sie bezeichnet den Ubergang der Analhaut zur Epidermis) und
des Rektums (weniger als 16 cm entfernt von der Anokutanlinie). Am hdufigsten tre-
ten Karzinome des Rektums (50 %) auf, gefolgt von Karzinomen des Colon sigmoide-
ums (30 %) [13].

Die Vorstufe des KRK ist das Adenom der Dickdarmschleimhaut, also eine autonome
Proliferation des Mukosaepithels mit einem exophytischen, d.h. in das Darmlumen
wachsenden tubuldren oder villésen Adenom. Seltener existieren auch flache Ade-
nome. Die Mehrzahl der Adenome liegt im Sigmoid und Kolon [14]. Dabei werden
proximale Neoplasien seltener entdeckt. Dadurch entwickeln sich diese haufiger zum

Karzinom als distale Neoplasien (Abbildung 2) [15].

Die Ursachen fir KRK sind vielféltig und in mehr als der Halfte aller Falle ist die
Erkrankung auf eine sporadische Entstehung zurtickzufuhren (Abbildung 3), neben
einer familidren Haufung in 20 % der Félle sind Keimbahnmutationen bestimmter Ri-

sikogene wie bei der ,familidren adenomatdsen Polyposis® (FAP) und dem
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,Hereditdren non-polypdsen Kolonkarzinom* (HNPCC) die Ursache [16,17]. Auler-
dem spielt in sehr seltenen Féllen auch die MUTYH (mutY DNA Glykosylase)-asso-
ziierte Polyposis als Ursache der KRK eine Rolle [18].

sporadisch

Gruppe der hereditaren
kolorektalen Karzinome:

- u.a. Polyposis und
harmatomatose Polyposis-
Syndrome (s. Tabelle 2)
—
Hereditdre KRK Definition Molekularpathologische Vorsorge
Untersuchung
HNPCC/Lynch-  Anamnestisch durch Bethesda- DNA-Mismatch-Reparatur-Proteine Genetische Beratung, ggf. mit pradiktiver Testung; ab dem
Syndrom oder Amsterdam-Kriterien MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 oder 25. Lebensjahr jahrliche Koloskopie; keine prophylaktische Operation
Mikrosatelliteninstabilitét
Familidre Familienanamnese/Polyposis coli APC-Keimbahnmutation Ab dem 10. Lebensjahr genetische Beratung und pradiktive Testung.
adenomatose Jahrliche Koloskopie bis zur kontinenzerhaltenden Proktokolektomie
Polyposis (FAP) (nach Abschluss der Pubertét)
Attenuierte FAP  Familienanamnese/abgeschwachte APC-Keimbahnmutation Jahrliche Koloskopie, bei endoskopisch nicht beherrschbarer
(AFAP) Polyposis coli Polyposis Kolektomie
MUTYH- Phénotyp wie AFAP, jedoch keine  MUTYH-Keimbahnmutation Ab dem 18.-20. Lebensjahr pradiktive Testung nach
assoziierte APC-Mutation humangenetischer Beratung. Jahrliche Koloskopie, bei endoskopisch
Polyposis (MAP) nicht beherrschbarer Polyposis Kolektomie
Peutz-Jeghers-  Hamartomatdse Polypen und Mutation im STK77-Gen Generelle Uberwachungsempfehlungen bestehen nicht aufgrund
Syndrom Pigmentflecken spérlicher Datenlage
Familidre Juvenile Polypen Mutation im SMAD4-Gen oder BMPR1A-
Juvenile Gen
Polyposis
Cowden- Multiple Hamartome Mutation im PTEN-Gen
Syndrom
Hyperplastisches >20 hyperplastische bzw. Unbekannt
Polyposis- serratierte Polypen
Syndrom
Erbliche Mischung verschiedener Assoziation mit einem Abschnitt auf
gemischte Polypentypen Chromosom 15
Polyposis

HNPCC hereditires nonpolypéses kolorektales Karzinom, KRK kolorektale Karzinome

Abbildung 3: Atiologie des KRK [19]

Die Progression zum Karzinom wird in der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* charakte-

risiert, diese wird auch als ,,Chromosomeninstabilitits (CIN) Pathway* bezeichnet. Es

10
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wird davon ausgegangen, dass zur Adenomentstehung der funktionelle Verlust des
APC-Gens verantwortlich ist. APC ist ein Tumorsuppressorprotein, das die proteaso-
male Degradation des Transkriptionsfaktors 3-Catenin initiiert. APC-Defekte fiihren
zu einer unkontrollierten Proliferation der hochprismatischen Zellen des resorptiven
Epithels, der Enterozyten [20]. Eine somatische Mutation und der Verlust der Hetero-
zygotie (,,Loss of Heterozygosity”, LOH) auf Chromosom 5 des APC-Gens hat eine

Inaktivierung des Gens zur Folge [21].

Dazu konnen weitere genetischen Veranderungen auftreten, wie eine Mutation von
,Kirsten Rat Sarcoma“ (KRAS) auf Chromosom 12q [22], eine Mutation im TGF-§-2-
Rezeptor und LOH von Chromosom 18q mit Inaktivierung verschiedener Tumorsup-
pressorgene [23]. Eine weitere Mutation, LOH von Chromosom 17q, und eine p53-

Mutation fiihren schlieBlich zu einem manifesten Karzinom [24].

Neben der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* bestehen noch weitere Pfade der Karzinom-
entwicklung. Ein Beispiel ist der ,,serratierte Karzinogeneseweg®, dessen Vorlauferla-
sion die Entitdt des ,,sessilen serratierten Adenoms* (SSA) ist. Ein weiterer Pfad ist
ein ,,Mischtyp®, der molekulare Charakteristika der beiden o.g. Pfade aufweist und
dessen Vorlduferldsion das ,,traditionelle serratierte Adenom* (TSA) ist [25]. Initial
liegt bei der fur die serratierten Route eine Mutation im RAF-Protein (BRAF-Gen)
oder im KRAS-Gen vor, dies hat eine Seneszenz mit CpG-Methylierung und konseku-
tiven Genausfallen, z.B. MLH1, MGMT bzw. p16, zur Folge [26].

1.2 Metastasierung des KRK und Symptome

Metastasen sind Absiedlungen eines Primartumors, die auf verschiedenen Wegen in
andere Organe gelangen kdnnen. Tumorstammzellen I6sen sich von ihrem urspriing-
lichen Tumor, infiltrieren ins Nachbargewebe (Invasion), dringen in BlutgefaRe und
Lymphgewebe ein (Circulation) und werden durch den Blutstrom verschleppt (Extra-
vasation, Kolonisation). Dort kénnen sich die Tumorzellen teilen und weiteres Ge-
webe schéadigen (Abbildung 4) [27].

11
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Abbildung 4: Invasions-Metastasen-Kaskade [28]

Insgesamt werden bei jedem zweiten KRK-Patienten im Laufe seiner Erkrankung Le-
bermetastasen diagnostiziert. Bei 25 % der Patienten sind diese bereits bei der Diag-
nosestellung zu finden [29]. Somit ist die Leber die haufigste Lokalisation flr Meta-
stasen eines KRK [30]. Zweith&ufigster Metastasierungsort ist die Lunge [31]. Selte-

ner treten Metastasen im Peritoneum und im Gehirn auf [32].

Ein verglichen mit der Lebermetastase selteneres Ereignis, daflir aber mit schlechterer
Prognose verbunden, ist die Peritonealkarzinose. Liegt der Tumor in intraperitonealen
Darmabschnitten, kann er im Tumorstadium 4 (T4) durch die Adventitia und Serosa
in das Peritoneum durchbrechen und es kdnnen sich Metastasen absiedeln [33]. Liegt
der Tumor in einem retroperitoneal gelegenen Darmsegment, kann sich der Tumor per

continuitatem in das angrenzende Gewebe ausbreiten.

Das Metastasierungsverhalten der lymphogenen Metastasen erfolgt tiber das Lymph-
abflussgebiet entlang der Arteria ileocolica, Arteria colica dextra, sinistra oder media
sowie der Arteriae sigmoideae. Tumoren des Colon ascendens und transversum nutzen
die Wege entlang der Arteria mesenterica superior und ihrer Aste. Tumoren des Colon
descendens hingegen metastasieren entlang der Arteria mesenterica inferior. Rektum-
karzinome breiten sich Uber paraaortale Lymphknoten aus, die des mittleren Drittels
metastasieren (ber Lymphknoten der Beckenwand und die des unteren Drittels Uber
inguinale Lymphknoten [34]. Lymphknotenmetastasen beim KRK sind ein wichtiger

12
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prognostischer Parameter fur das Gesamtiiberleben des Patienten und selektieren Kan-
didaten fur multimodale Therapieansétze [35].

Die Symptome des KRK entwickeln sich meist langsam und der Patient ist anfangs
beschwerdefrei. Der Beginn der Beschwerden hangt mit der Lokalisation und Ausdeh-
nung des Tumors zusammen. So macht sich eine Stenose im Colon descendens schnel-
ler bemerkbar als im Colon ascendens. Neben typischer Symptomatik bei einem fort-
geschrittenen KRK, wie u.a. Blut im Stuhl, Veranderung der Stuhlgewohnheiten, ko-
likartige Schmerzen und tastbare Verhartungen im Bauchraum [36,37], kénnen auch
unspezifische Symptome auftreten wie Gewichtsverlust oder Symptome einer Ané-

mie, die allgemein auf ein malignes Geschehen hinweisen.

1.3 Prévention und Prognose

Zur primaren Prévention als protektive MaRnahme zur Verhinderung des KRK wird
zu einer Umstellung auf einen gesunden Lebensstil geraten. So gelten eine regelmé-
Rige korperliche Aktivitat und eine Reduktion des Body Mass Index (BMI) als vor-
rangige Ziele. Weiterhin werden ein vermehrter Konsum von Obst und Gemiise, bal-
laststoffreiche Kost, wenig rotes Fleisch, auch Alkohol- und Nikotinabstinenz etc.
empfohlen [38].

Als sekundare PraventionsmalRnahme gilt es, rechtzeitig KRK-Vorléufer zu erkennen,
meist mithilfe eines Screenings. So wird eine Koloskopie ab dem 55. Lebensjahr emp-
fohlen, auch ein Stuhltest als Nachweis von okkultem Blut (FOBT) ist mdglich, Sen-
sitivitat und Selektivitat dieser Tests variieren jedoch stark [37]. Bei genetischer Pré-
disposition oder positiver Familienanamnese kann eine Koloskopie auch im jlingeren

Alter erfolgen.

Die tertidre Pravention dient der Tumornachsorge und Erkennung von Lokalrezidiven
und hat das Ziel, den Rickfall durch Friherkennung von Rezidiven zu verhindern.
Ferner sind auch Rehabilitationsmalinahmen fir tumorbedingte Folgeerkrankungen
mit einbegriffen [39].

13
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Die Prognose des kolorektalen Karzinoms ist abhéngig von verschiedenen Faktoren
wie Tumorstadium, Infiltrationstiefe der Darmwand, Qualitat der operativen Therapie
und Vorhandensein von Fern- und Lymphknotenmetastasen. Durch neue Chemothe-
rapie- und Antikorperregime sowie durch Fortschritte der chirurgischen Behandlung
konnte die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit metastasiertem KRK in den letz-

ten 20 Jahren verdoppelt werden [40].

1.4 (Proto-)Onkogene RAS und BRAF

(Proto-)Onkogene haben meist eine physiologische Funktion und kénnen im physio-
logischen Zellgeschehen aktiviert und deaktiviert werden. Ihre Aufgabe ist es in der
Regel, Zellteilung, Proliferation und Differenzierung zu regulieren. Durch Mutationen
kommt es zu einer unkontrollierten Aktivitat, welche zu einem autonomen Wachstum
der Zelle fiihrt. Onkogene sind die krebserzeugende Form des Protoonkogens (nicht-
aktivierte Wildtyp-Form). Protoonkogene gehen meist durch eine ,,Missense Muta-
tion*, Duplikation oder Translokation in ihre aktivierte Form iiber [41]. Zwei dieser
Protoonokogene sind BRAF und KRAS. BRAF (8-10 % der KRK-Patienten) ist asso-
ziiert mit einer aggressiven Form des KRK-Phanotyps, wahrend KRAS (35-45 % der
KRK-Patienten) zur Aktivierung des MAPK-Signalweges fuhrt. Dadurch geht der an-
tiproliferative Effekt der EGFR-Antikorper verloren [42].

BRAF ist ein Protoonkogen, das die gleichnamige Serin/Threonin Kinase B-Raf ko-
diert und in mutierter Form bei einigen malignen Tumoren nachweisbar ist. Bei Darm-
krebs gibt es mehrere Varianten von BRAF-Mutationen. Der haufigste Typ ist V600E
[43]. Die Mutation ist bei 5-15 % der KRK nachweisbar und ist mit Nikotinkonsum,
hoherem Alter und dem weiblichen Geschlecht verbunden und mit einem fortgeschrit-

tenen Krebsstadium assoziiert [43,44].

Mehrere Studien berichten ber einen Zusammenhang zwischen den KRAS-Mutatio-
nen und einer schlechten Prognose von KRK [45]. Aktivierte KRAS-Mutationen wer-
den in 35-45 % der KRK-Falle berichtet und treten in Codon 12 und 13 auf, dabei wird
das Aspartat durch Glycin substituiert [46]. KRAS-mutierte KRK werden bei Patienten
mit rechtsseitiger Lokalisation und Tumoren in héherem Stadium beobachtet [47].
KRAS gehort zur RAS-Genfamilie und codiert flir ein monomeres G-Protein, das eine
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wichtige Rolle in der Proliferation von malignen Tumoren spielt. Es greift in die Sig-
naltransduktionswege ein, welche das Zellwachstum und die Differenzierung regulie-
ren. Es ist ein membrangebundenes GTP/GDP-bindendes Protein mit intrinsischer
GTPase-Aktivitat. Die meisten Mutationen finden bei KRAS 85 %, seltener bei NRAS
15 % und HRAS <1% statt [48].

1.5 Biomarker und NDRG1

Biomarker (BM) sind Parameter, die biologische Prozesse messbar machen und als
Indikator flr verschiedene Krankheiten hinzugezogen werden kénnen. Sie sind objek-
tive und quantifizierbare Merkmale biologischer Prozesse [49]. Ein prognostischer
BM liefert Hinweise auf den individuellen Verlauf der Erkrankung. Eine BRAF-Mu-
tation ist ein prognostischer Biomarker flr das KRK, der bei Vorliegen einer Mikro-
satelliteninstabilitat (MSS), besonders im Stadium 11, mit einer sehr schlechten Prog-

nose assoziiert ist [50].

Es gibt verschiedene Arten von BM, so helfen pradiktive BM die individuell geeignete
Therapieoption flr den Patienten auszuwéhlen. Es wird beispielsweise vor der Thera-
pie mit einem Anti-EGFR-Antikorper (AK) das KRAS-Gen untersucht. Nur wenn die-
ses Gen keine Mutation aufweist, kann eine Therapie mit einem gegen den EGF-Re-
zeptor gerichteten AK erfolgreich sein. So fungiert das KRAS Wildtyp-Gen als pradik-
tiver BM bei dieser Therapie.

Das ,,N-myc downregulated gene 1 (NDRGL1), welches auch unter den Namen Drgl,
PROXY-1, RTP, RIT42 und Cap43 bekannt ist, ist ein Gen, das an der Zelldifferenzie-
rung beteiligt ist und unter Hypoxie hochreguliert wird. AuRerdem ist es ubiquitdr im
Zytosol vorhanden und wird u.a. durch Metallionen einschliel3lich Eisen, das freie Ra-
dikal Stickstoffmonoxid (NO) und verschiedene Stressreize hochreguliert [51-53].

NDRG1 kodiert fir ein Protein von 43 kDa aus 394 Aminosauren. Es ist Teil der Fa-
milie der ,,n-myc herunterregulierten Gene*, die zur Alpha/Beta-Hydrolase-Superfa-
milie gehoren, jedoch ohne ein hydrolytisches katalytisches Zentrum [54]. Weitere
Mitglieder sind NDRG2, NDRG3 und NDRG4. Doch im Gegensatz zu NDRG1 sind

diese gewebespezifisch [51].
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NDRGL ist ein eisenregulierter Wachstums- und Metastasierungssuppressor, der bei
einer Reihe von Tumoren, darunter Bauchspeicheldriisen-, Prostata- und Brust- und
Dickdarmkrebs, eine negative Korrelation mit dem Fortschreiten des Krebses aufweist
[55]. Es wurde aber auch in friiheren Forschungsarbeiten gezeigt, dass NDRG1 ein
Tumorpromotor bei aggressivem Brustkrebs ist [56]. Obwohl NDRGL1 oft als ,,Tumor-
metastasierungssuppressor* in Erscheinung getreten ist, ist seine Rolle im Krebspro-
zess widersprichlich [57]. NDRG1 greift in die Zelldifferenzierung ein und beein-
flusst das Tumorwachstum und die Metastasierung von KRK. Doch trotz allem bleibt
bis jetzt der genaue Mechanismus von NDRG1 bei KRK unaufgeklart. Zwar zeigen
viele Experimente an Krebszelllinien, dass eine Veranderung der Expression des
NDRG1 mit der Entwicklung von KRK verbunden ist, dennoch ist eine geringere An-
zahl an klinischen Daten verfiigbar, um gezielt patientenbezogene Aussagen machen

zu konnen [58].

Auch als ein mutmaRliches Tumormetastasen-Promoter-Gen, das als Marker eine
frihe Metastasierung von KRK vorhersagen kann, ist NDRG1 in der Diskussion. Bis
jetzt ist nur sicher, dass die Expression von NDRG1 nicht durch Alter und Geschlecht
beeinflusst wird [59]. Es wird auch vermutet, dass NDRG1 an der Angiogenese und
an Mechanismen beteiligt ist, die zur Resistenz gegen bestimmte Krebsmedikamente
flhren [60].

1.6 Fragestellung

Ziel der heutigen Forschung ist, geeignete prognostische und diagnostische Biomarker
zu identifizieren. Das Protein, ,,N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1), mit
dem sich die vorliegende Arbeit befasst, ist ein Kandidat fiir einen neuen prognosti-
schen Parameter des KRK, dessen Funktion in der Krebsentstehung Gegenstand aktu-
eller Forschung ist. NDRGL1 ist mit der Karzinogenese assoziiert, an Zelldifferenzie-
rung selbst beteiligt und auch prognostisch fiir verschiedene Metastasen zu sein
scheint. NDRGL1 ist aufgrund seines wachstumshemmenden Verhaltens als Metasta-

sensuppressor ins Licht der Forschung gertckt [61,62].

Studien zum KRK hinsichtlich der NDRG1-Expression sind sparlich vorhanden. Au-
Rerdem gibt es generell zahlreiche widerspriichliche Studienergebnisse zu NDRGL.

16



Einleitung

Laut Joshi et al. ist aufgrund seiner kontextabh&ngigen und pleiotropen Funktionen
NDRG1 nur unzureichend verstanden [63] und es sind generell weitere Studien nétig,
da die Auswirkungen von NDRG1 auf die Tumorinvasion und die dahinterstehenden

Mechanismen kaum verstanden sind [64].

Diese Arbeit befasst sich mit der immunhistochemischen Validierung des Biomarkers
NDRG1 fir die peritoneale (PER) und hepatische (HEP) Metastasierung beim KRK.
Mit der vorliegenden Arbeit soll Gberprift werden, ob NDRG1 mit unterschiedlichen

Metastasierungsmustern korreliert.

Dazu sollten Daten von geeigneten Patienten herausgesucht und je nach Metastasie-
rungsmuster, MO = ohne Metastasen, HEP = Lebermetastasen, PER = Peritonealme-
tastasen oder PER/HEP = Leber- und Peritonealmetastasen, in die jeweiligen Kohorten
eingeteilt. Anhand entsprechender Gewebsschnitte im pathologischen Institut sollte
sichergestellt werden, dass auch entsprechendes Tumorgewebe vorhanden ist. Darauf-
hin sollten aus den dazugehdrigen Paraffinblocken im Archiv der Pathologie neue His-
topraparate angefertigt werden. Diese wurden dann immunhistochemisch geférbt,

mikroskopisch ausgewertet und mit dem Metastasenstatus der Patienten verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In Zusammenarbeit mit dem Pathologischen Institut der LMU und der Viszeralchirur-
gie wurden die vier folgenden Patientenkohorten identifiziert: Patienten ohne Meta-
stasen (MO), mit Lebermetastasen (HEP), mit Peritonealmetastasen (PER) und Patien-

ten sowohl mit Leber- als auch mit Peritonealmetastasen.

In der Datenbank der Viszeralchirurgie konnten 106 Patienten identifiziert werden, die
am KRK erkrankt waren und sich zwischen 2003 und 2016 einer Resektion unterzogen
haben, die letzten Nachuntersuchungen erfolgten 2019. Die Patienten wurden mit dem
Tumorregister abgeglichen und in Kohorten eingeteilt. AnschlieBend wurden die ent-
sprechenden Hamatoxilin-Eosin-(HE-)geféarbten Schnitte aus dem Pathologischen Ar-
chiv herausgesucht und erneut mikroskopiert, um geeignete tumortragende Paraffin-
bldcke zu identifizieren. Von diesen Blocken wurden Leerschnitte (ungefarbte Schnitt-
praparate des in Paraffin eingebetteten Gewebematerials) angefertigt, die dann im-

munhistochemisch gefarbt wurden.

2.2 Durchfuhrung und Auswertung der Immunhistochemie

Fur die NDRG1-Immunhistochemie wurde ein monoklonaler NDRG1 Rabbit anti-Hu-
man Antikorper (Abcam, GroBbritannien, ab133572) verwendet. Es fand eine Hitze-
vorbehandlung mit Target Retrieval Solution (Agilent Technologies, S1699) statt. An-
schlieBend wurde der Primé&rantikorper fiir 60 min bei Raumtemperatur in einer Ver-
diinnung von 1:200 inkubiert. Als Detektionssystem wurde das InmPRESS Anti-Rab-
bit IgG Polymer Kit (Vector Labortories, Newark, USA; MP-7401) verwendet. Die
Farbung wurde mit Chromogen DAB+ (Agilent Technologies; K3468) und die Ge-
genfarbung mit Hematoxylin Gill’s Formula (Vector Laboratories; H-3401) durchge-
fihrt.

Die Auswertung der mit Anti-NDRGL1 gefarbten Schnitte erfolgte doppelverblindet
zusammen mit Prof. Dr.med. Neumann. Diskordante Falle wurden gemeinsam mikro-

skopiert und ein Konsensus-Score wurde erstellt.
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Zur Beurteilung wurde der Histoscore (H-Score) verwendet. Beim H-Score handelt es
sich um ein semiquantitatives Verfahren, in dem der Anteil der Zellen anhand der In-
tensitat ihrer immunhistochemischen Markierung im Vergleich zum umliegenden Ge-
webe in Gruppen unterteilt wird (Tabelle 1): Als schwache Anfarbung wurde eine An-
farbung von weniger als 30 % der Zellkerne und des Zytoplasmas, als moderate An-
farbung 30-70 % und als starke Anfarbung Uber 70 % definiert (Abbildung 5). Die
jeweilige Prozentzahl wird mit dem jeweiligen Gruppenwert multipliziert und an-

schlielend zu den anderen Gruppen addiert.
H-Score=,% in0“x0+,%in1“x1+,% in2“x2+,% in3“x 3

Diese Rechnung ergibt einen semiquantitativen Wert, mit dem die Férbeintensitat und

Menge der angeférbten Zellen pro Schnitt verglichen werden kann.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung nach Anfarbeintensitaten

Gruppe 0 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Intensitat der Anfarbung Keine Schwach Moderat Stark
[%0] 0 <30 30-70 >70
Multiplikationsfaktor 0 1 2 3
a b c )y
-

Abbildung 5: NDRG1-Immunhistochemische Farbung (a) schwache Farbung, (b)
maRige Farbung, (c) starke Farbeintensitat

2.3 Statistik

Fur die Beschreibung von kontinuierlichen Variablen wurde der Median zusammen
mit Minimum und Maximum angegeben. Fir die Beschreibung von kategorialen Va-
riablen wurden die Haufigkeiten und der Anteil angegeben. Um zu testen, ob kontinu-

ierliche Variablen zwischen zwei Gruppen signifikant unterschiedlich sind, wurde der
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Mann-Whitney-U-Test verwendet. Wurden mehr als zwei Gruppen auf Unterschiede
getestet, wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei kategorialen Variablen, zwi-
schen zwei oder auch mehreren Gruppen, fand Fisher’s exakter Test Anwendung.
Uberlebenskurven wurden als Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Statistisch signifikante
Unterschiede in Uberleben zwischen zwei oder mehreren Gruppen wurden mittels
Logs rank-Test getestet. p-Werte unter 0,05 werden als ein statistisch signifikantes

Ergebnis gewertet.
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3 Ergebnisse

Die Analysen wurden mit den Daten von 106 Patienten durchgefiihrt. Diese Kohorte
wurde je nach Metastasenlokalisation in 4 verschiedene Gruppen unterteilt: Die
Gruppe ,,M0* bestand aus 31 (29,2 %) Patienten ohne Metastasen. Die anderen 3
Gruppen beinhalteten jeweils Patienten mit Metastasen, entweder in der Leber
(Gruppe HEP, n=30 (28,3 %)) oder im Peritoneum (Gruppe PER, n=25 (23,6 %)) oder
sowohl in der Leber als auch im Peritoneum (Gruppe HEP+PER, n=20 (18,9 %)).

3.1 Vergleich der Patientenkohorten

Die Charakteristika dieser 106 Patienten sind in Tabelle zusammengefasst. Von den
Patienten waren 55 (51,9%) weiblich und 51 (48,1%) mannlich. Es gab keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede in der Geschlechtsverteilung zwischen den Gruppen
(p=0,84). Das mediane Alter in der Kohorte war 66 Jahre, wobei das Alter zwischen
34 und 90 Jahren variierte. Das Alter der Patienten der Gruppen unterschied sich nicht
signifikant (p=0,32). Die Seite, an der der Primértumor aufgetreten ist, war zwischen

den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (p=0,62).

21



Ergebnisse

Tabelle 2: Patientencharakteristika

Charakte- | AllePatien- MO HEP PER HP'EPRJ’ -
ristik ten (n=106) (n=31) (n=30) (n=25) (n=20)
Geschlecht
Mannlich 51 (48,1%) | 16 (51,6%) | 15 (50,0%) | 10 (40,0%) | 10 (50,0%) 08378
Weiblich 55 (51,9%) | 15 (48,4%) | 15 (50,0%) | 15 (60,0%) | 10 (50,0%)
Alter (Jahre) 66 (34-90) | 66 (43-90) | 71(40-84) | 65(46-83) | 65(34-88) | 0,3165
Seite des Priméartumors
Rechts 35 (33,0%) 8(25,8%) | 8(26,7%) | 11 (44,0%) | 8 (40,0%)
Links 64 (60,4%) | 20 (64,5%) | 21 (70,0%) | 12 (48,0%) | 11 (55,0%) | 0,6191
Mittig 7 (6,6%) 3(9,7%) 1 (3,3%) 2 (8,0%) 1 (5,0%)
T-Stadium
0 1 (0,9%) 1 (3,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
1 7 (6,6%) 6 (19,4%) 1 (3,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
2 8 (7,5%) 6(194%)| 2(6,7%)| 0(0,0%)| 0(0,0%) | <0,001
3 55 (51,9%) | 14 (45,2%) | 25 (83,3%) | 5 (20,0%) | 11 (44,0%)
4 35 (33,0%) 4 (12,9%) 2 (6,7%) | 20 (80,0%) | 9 (36,0%)
N-Stadium
0 33(31,1%) | 19(61,3%)| 9(30,0%) | 3(12,0%)] 2 (10,0%)
1 34 (32,1%) 6 (19,4%) | 11(36,7%) | 12 (48,0%) | 5 (25,0%) | <0,001
2 39 (36,8%) 6 (19,4%) | 10 (33,3%) | 10 (40,0%) | 13 (65,0%)
Zeitpunkt der Metastasierung
Keine 31 (29,2%)
Synchron 52 (49,1%) 0(0,0%) | 22 (73,3%) | 14 (56,0%) | 16 (80,0%) | 0,1864
Metachron 23 (21,7%) 0(0,0%) | 8(26,7%) | 11 (44,0%) | 4 (20,0%)
Graduierung
1 1 (0,9%) 3(9,7%) 1 (3,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
2 57 (53,8%) | 17 (54,8%) | 16 (53,3%) | 13 (52,0%) | 11 (55,0%) 06467
3 44 (415%) | 11 (355%) | 13 (43,4%) | 12 (48,0%) | 8 (40,0%)
4 1 (0.9%) 0(0,0%)| 0(0,0%)| 0(00%)]| 1(50%)
Perforation
Nein 94 (88,7%) | 31(100,0%) | 29 (96,7%) | 22 (88,0%) | 12 (60,0%) <0001
Ja 12 (11,3%) 0 (0.0%) 1(3,3%) | 3(12,0%)| 8 (40,0%)

*Der p-Wert bezieht sich auf den Test, ob zwischen den Gruppen MO, HEP, PER und
HEP+PER Unterschiede vorliegen. *Die Gruppe M0 wurde von dem Test ausgeschlossen.
Kontinuierliche Variablen wurden als Median (Minimum-Maximum) und kategoriale Variab-
len als H&ufigkeit (%) zusammengefasst.
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So wiesen die Gruppen einen statistisch signifikanten Unterschied in der T-Kategorie
auf: In den Gruppen mit Metastasen gab es mehr Patienten in einem héheren T-Sta-
dium (Infiltrationstiefe in die Darmwand) als in der MO-Gruppe (p<0,001). In den Pa-
tientengruppen mit Fernmetastasen ist auch das N-Stadium (Befall lokoregiondrer

Lymphknoten) in der Regel hoher als in der Gruppe ohne Fernmetastasen (p<0,001).

Was den Zeitpunkt der Metastasierung angeht (synchron vs. metachron), unterschei-
den sich die Gruppen mit Metastasierung nicht signifikant voneinander (p=0,19). Den
meisten Tumoren wurde ein Grad 2 oder 3 zugeordnet. Die Graduierung unterscheidet
sich nicht statistisch signifikant zwischen den 4 Patientengruppen (0,65). Eine Perfo-
ration wurde in der MO-Gruppe gar nicht und in der HEP+PER-Gruppe bei 8 (40 %)
Patienten nachgewiesen. Der Unterschied in der Anzahl der Patienten mit Perforation
ist zwischen den Gruppen statistisch signifikant (p<0.001). In der Gruppe ohne Fern-
metastasen werden keine Perforationen beobachtet im Gegensatz zur Gruppe mit Fern-
metastasen. Die meisten Perforationen sind in der Gruppe der Patienten, die sowohl
Leber- als auch Peritonealmetastasen haben.

Sowohl die meisten Lebermetastasen (83,3 %) als auch ein gleichzeitiger Befall von
Leber und Peritoneum (44,0 %) waren bei Patienten im UICC-Stadium Il nachweis-
bar. Im Stadium IV konnte eine Haufung von Peritonealmetastasen festgestellt wer-
den. 80 % aller Metastasen des Peritoneums sind allein in diesem Stadium zu finden,
auch ein gemeinsamer Befall von Leber und Peritoneum (HEP+PER) ist im Stadium
IV gehauft (36 % aller HEP+PER) vorzufinden.

Nur bei 6,6 % aller Patienten wurde der Priméartumor im Colon transversum (in der
Tabelle als Lokalisation ,,mittig* angegeben) diagnostiziert. Von diesen 7 Patienten
sind nur bei 4 Fernmetastasen gefunden worden, wovon die Halfte Peritonealmetasta-

sen (PER) waren.
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3.2 Gesamtuberleben (Overall survival)

Das Uberleben in der gesamten Kohorte der 106 Patienten ist in Abbildung 6 darge-
stellt. Das mediane Uberleben in der Kohorte lag bei 48 Monaten nach einem operati-
ven Eingriff. Insgesamt sind in diesem Zeitraum von den 106 Patienten 59 (55,7 %)
verstorben. Die Abbildung zeigt die Anzahl der Patienten, die auch nach 30, 60, 90

und 120 Monaten noch leben. Der grau schattierte Bereich stellt das 95 %-Konfiden-
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50%q =-------------T%&

Uberlebenswahrscheinlichkeit
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0 30 60 90 120
Zeit seit Operation (Monate)

Anzahl Patienten unter Risiko

106 64 32 9 1

0 30 60 90 120
Zeit seit Operation (Monate)

zintervall zu der Uberlebenskurve dar.

Abbildung 6: Gesamtuberleben in der Patientenkohorte

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=106; Die gestrichelte Linie zeigt das mediane Uberleben
nach dem operativen Eingriff, grau ist das 95%-Konfidenzintervall der Uberlebenskurve
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Abbildung 7 zeigt das Uberleben in den 4 Gruppen M0, HEP, PER und HEP+PER.
Das langste Uberleben wird in der MO-Gruppe beobachtet, wo insgesamt 4 Patienten
im Beobachtungszeitraum verstarben. In der HEP-Gruppe (berlebten im Beobach-
tungszeitraum mehr Patientinnen und Patienten (im Median 82 Monate, insgesamt 15
Todesfalle) als in den beiden Gruppen PER und HEP+PER, wo das mediane Uberle-
ben 23 Monate (PER, 22 Todesfélle) bzw. 25 Monate (HEP+PER, 18 Todesfélle) be-
trug. Insgesamt weisen die Uberlebenskurven einen statistisch signifikanten Unter-
schied auf (p<0,001). Aufgrund der zum Teil nur sehr kleinen GruppengréRRe wurde

auf die Darstellung der Konfidenzintervalle verzichtet.
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Abbildung 7: Gesamtuberleben in der Patientenkohorte nach Gruppen

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; Die gestrichelte Linie zeigt das mediane Uberleben nach dem
operativen Eingriff;, MO (KRK-Patienten ohne Metastasen), HEP (KRK-Patienten mit Leber-
metastasen), PER (KRK-Patienten mit peritonealen Metastasen) und HEP+PER (KRK-Pati-
enten mit Metastasen in der Leber und im Peritoneum).
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In weiteren Analysen wurden die Gruppen HEP, HEP+PER und PER in unterschied-
lichen Kombinationen miteinander verglichen. Abbildung 8 zeigt das Uberleben fiir
die Gruppen HEP+PER und PER. Es gibt keinen statistisch signifikanten Unterschied
im medianen Uberleben zwischen den beiden Patientengruppen (p=0,9). Zusatzliche
Lebermetastasen verschlechtern das Uberleben bei den Patienten mit peritonealen Me-
tastasen nicht.
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Abbildung 8: Medianes Uberleben und Gesamtiiberleben in den Gruppen PER und
HEP+PER
Kaplan Meyer Uberlebenskurve; Die gestrichelten Linien zeigen das mediane Uberleben nach

dem operativen Eingriff; PER (KRK-Patienten mit peritonealen Metastasen) und HEP+PER
(KRK-Patienten mit Metastasen in der Leber und im Peritoneum).
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Abbildung 9 zeigt das Gesamtiberleben in den Gruppen HEP und HEP+PER. Es gab
einen statistisch signifikanten Unterschied im Uberleben zwischen den beiden Patien-
tengruppen (p<0,0001). Dabei zeigt die Patientengruppe mit Lebermetastasen deutlich
besseres Uberleben als die Gruppe mit Leber- und peritonealen Metastasen. Zusétzli-

che peritoneale Metastasen verschlechtern das Uberleben signifikant.
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Abbildung 9: Gesamtuberleben in den Gruppen HEP und HEP+PER
Kaplan Meyer Uberlebenskurve; Die gestrichelten Linien zeigen das mediane Uberleben nach

dem operativen Eingriff; HEP (KRK-Patienten mit Lebermetastasen), HEP+PER (KRK-Pati-
enten mit Metastasen in der Leber und im Peritoneum).
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In Abbildung 10 ist das Uberleben in den Gruppen HEP und PER dargestellt. Es gibt
einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil in der Gruppe mit Lebermetastasen

verglichen mit den Patienten mit peritonealen Metastasen (p=0,0007).

100%
§ HEP
=
Q
¥
(&)
2
- B ,
3 : |
(73]
e 1 I
()] 1 1
O 1 1
(] 1 1
= 25%1 p =0.0007 :
} 1
Q } ]
D 1 T
0% - ! '
0 30 60 90 120
Zeit seit Operation (Monate)
Anzahl Patienten unter Risiko
30 21 11 1 1
25 7 4 3 0
0 30 60 90 120

Zeit seit Operation (Monate)

Abbildung 10: Gesamtuberleben in den Gruppen HEP und PER
Kaplan Meyer Uberlebenskurve; Die gestrichelte Linie zeigt das mediane Uberleben nach dem

operativen Eingriff, HEP (KRK-Patienten mit Lebermetastasen), PER (KRK-Patienten mit
peritonealen Metastasen)
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3.3 Uberlebenskurven in Abhingigkeit von der NDRG1-Expression

Um den Anteil am Gesamtiberleben der verschiedenen Patientenkohorten grafisch
darzustellen, wurden Uberlebenskurven (engl. survival curves) erstellt. Innerhalb der
Patientenkohorten konnte nicht nachgewiesen werden, dass die Expression des
NDRG1 einen Riickschluss auf das Uberleben zulasst.

3.3.1 Bestimmung der H-Scores

Damit zwei gleich grof3e Gruppen von Patienten verglichen werden kénnen, wurde der
Median des H-Scores nach der Markierung des NDRGL1 in den Zellkernen und im
Zytoplasma als Trennlinie zwischen den Gruppen definiert. Der mediane H-Score flr
das Zytoplasma lag bei 180 und fur die Zellkerne bei 45. Somit wurden zwei Gruppen

gebildet. Diese beiden Gruppen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: H-Scores fur Zytoplasma und Zellkerne

Median
H-Score n : n < Median n > Median
(Min - Max)
Zytoplasma | 106 | 180 (90 - 280) 54 52
Zellkerne | 105 | 45 (15 - 200) 54 51

Weiterhin sind die H-Score-Werte der Gruppen in Abbildung 11 (fiir Zytoplasma) und
Abbildung 12 (fir Kerne) dargestellt. Es gibt keinen statistisch signifikanten Unter-
schied im H-Score fiir Zytoplasma zwischen den Patientengruppen (p=0,7999). Das
Gleiche gilt fur den H-Score fur Kerne (p=0,1424).
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NDRG1-Expression Zytoplasma
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Abbildung 11: H-Score fur die Expression von NDRG1 im Zytoplasma

N=106; nach immunhistochemischer Farbung des Tumors, Berechnung des H-Scores; M0 =
KRK-Patienten ohne Metastasen; HEP (KRK-Patienten mit Lebermetastasen); PER (KRK-
Patienten mit peritonealen Metastasen); HEP+PER (KRK-Patienten mit Metastasen in der Le-
ber und im Peritoneum); gestrichelte Linie: Median tber Gesamtkohorte.
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Abbildung 12: H-Score fur die Expression von NDRGL1 in den Kernen

N=106; nach immunhistochemischer Farbung des Tumors, Berechnung des H-Scores; M0 =
KRK-Patienten ohne Metastasen; HEP (KRK-Patienten mit Lebermetastasen); PER (KRK-
Patienten mit peritonealen Metastasen); HEP+PER (KRK-Patienten mit Metastasen in der Le-
ber und im Peritoneum); gestrichelte Linie: Median Gber Gesamtkohorte.
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Tabelle und Tabelle zeigen die Patientencharakteristika fir die beiden Gruppen, die
durch den Split am Median des H-Scores entstanden sind. Es gibt keine statistisch
signifikanten Unterschiede der Patientencharakteristika zwischen den entstandenen

Gruppen.

Tabelle 4: Patientencharakteristika in Abhangigkeit von der Zugehorigkeit zur H-
Score-Zytoplasma-Gruppe

Charakteristik | H-Score <180 (n=54) | H-Score >180 (n=52) | P
Gruppe
MO 16 (29,6%) 15 (28,8%)
HEP 16 (29,6%) 14 (26,9%) 0.9927
PER 12 (22%) 13 (25,0%) |
HEP+PER 10 (18,5%) 10 (19,2%)
Geschlecht
Mannlich 30 (55,6%) 21 (40,4%) 0.1259
Weiblich 24 (44,4%) 31 (59,6%) |
Alter (Jahre) 64 (34-84) 68 (40-90) | 0,1801
Seite des Primértumors
Rechts 17 (31,5%) 18 (34,6%)
Links 31 (57,4%) 33 (63,5%) | 0,1931
Mittig 6 (11,1%) 1 (1,9%)
T-Stadium
0 0 (0,0%) 1(1,9%)
1 4 (7,4%) 3 (5,8%)
2 4 (7,4%) 4 (7,7%) | 0,9999
3 28 (51,9%) 27 (51,9%)
4 18 (33,3%) 17 (32,7%)
N-Stadium
0 17 (31,5%) 16 (30,8%)
1 21 (38,9%) 13 (25,0%) | 0,2193
2 16 (29,6%) 23 (44,2%)
Zeitpunkt der Metastasierung
Keine 16 (29,6%) 15 (28,8%)
Metachron 15 (27,8%) 8 (15,4%) | 0,2692
Synchron 23 (42,6%) 29 (55,8%)
Metastasierung
Keine 16 (29,6%) 15 (28,8%) 0.9999
Metastasiert 38 (70,4%) 37 (71,2%) |
Graduierung
1 4 (7,4%) 0 (0,0%)
2 29 (53,7%) 28 (53,8%) 0.1753
3 21 (38,9%) 23 (44,2%) | ™
4 0 (0,0%) 1 (1,9%)
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Charakteristik | H-Score <180 (n=54) | H-Score >180 (n=52) | P
Perforation
Nein 45 (83,3%) 49 (94,2%) 0.1236
Ja 9 (16,7%) 3(5,8%) |
Tabelle 5: Patientencharakteristika in Abhangigkeit von der H-Score-Kerne-
Gruppe
Charakteristik | H-Score<45(n=54) | H-Score>45(n=51) | P
Gruppe
MO 21 (38,9%) 10 (19,6%)
HEP 12 (22,2%) 17 (33,3%) 0.0619
PER 9 (16,7%) 16 (31,4%) |
HEP+PER 12 (22,2%) 8 (15,7%)
Geschlecht
Mannlich 25 (46,3%) 26 (51,0%) 0.6979
Weiblich 29 (53,7%) 25 (49,0%) | ™
Alter (Jahre) 65 (34-84) 70 (40-90) | 0,0772
Seite des Primértumors
Rechts 18 (33,3%) 17 (33,3%)
Links 31 (57,4%) 32 (62,7%) | 0,6029
Mittig 5 (9,3%) 2 (3,9%)
T-Stadium
0 0 (0,0%) 1 (2,0%)
1 5 (9,3%) 2 (3,9%)
2 5 (9,3%) 3(5,9%) | 0,5447
3 25 (46,3%) 29 (56,9%)
4 19 (35,2%) 16 (31,4%)
N-Stadium
0 19 (35,2%) 14 (27,5%)
1 17 (31,5%) 16 (31,4%) | 0,6281
2 18 (33,3%) 21 (41,2%)
Zeitpunkt der Metastasierung
Keine 21 (38,9%) 10 (19,6%)
Metachron 10 (18,5%) 12 (23,5%) | 0,0971
Synchron 23 (42,6%) 29 (56,9%)
Metastasierung
Keine 21 (38,9%) 10 (19.6%) | 1ag6
Metastasiert 33 (61,1 %) 41 (80,4%) |
Graduierung
1 2 (3,7%) 2 (3,9%)
2 30 (55,6%) 26 (51,0%) 0.9090
3 22 (40,7%) 22 (43,1%) | ™
4 0 (0,0%) 1 (2,0%)
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Charakteristik | H-Score<45(n=54) | H-Score>45(n=51) | P
Perforation

Nein 47 (87,0%) 46 (90,2%)
Ja 7 (13,0%) 5 (9,8%)

0,7617

3.3.2  Uberlebenskurven fir NDRG1 (H-Score Zytoplasma)
3.3.2.1 KRK-Patienten ohne Metastasierung (MO0)

Abbildung 13 zeigt das Gesamtuberleben in der MO-Gruppe in Abhéngigkeit von dem
H-Score fur Zytoplasma, dabei wurde der Gesamtmedian als Grenze der Gruppenzu-
gehdrigkeit verwendet. Im Beobachtungszeitraum wurde in der gesamten M0-Gruppe
ein Uberleben von 80 % festgestellt. Ein statistisch signifikanter Uberlebensunter-
schied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,9615) bestand jedoch nicht.
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Abbildung 13: Gesamtiiberleben in der MO-Gruppe (KRK-Patienten ohne Metasta-
sen) in Abhangigkeit vom H-Score im Zytoplasma

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=31; Immunhistochemische Markierung des NDRG1 im
Zytoplasma und Teilung der Patientenkohorte geméall dem errechneten medianen H-Score von
180.
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3.3.2.2 KRK-Patienten mit alleiniger Lebermetastasierung (HEP)

Abbildung 14 zeigt das Gesamtuberleben in der HEP-Gruppe in Abhéngigkeit von
dem H-Score fiir Zytoplasma. Zwar gibt es keinen statistisch signifikanten Uberle-
bensunterschied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,1168), die Uberlebens-
rate in der H-Score-Gruppe <180 war in den ersten 80 Monaten hoher als in der H-
Score-Gruppe >180. Dies belegt auch das mediane Uberleben in der Gruppe mit H-
Score < 180 mit 82 Monaten und in der Gruppe mit H-Score > 180 mit nur 39 Monaten.
Allerdings glichen sich die Uberlebensraten in den beiden Gruppen nach 80 Monaten

plotzlich an, da 7 Patienten in der <180 Gruppe fast zeitgleich verstarben.
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Abbildung 14: Gesamtuberleben in der HEP-Gruppe (KRK-Patienten mit Leberme-
tastasen) in Abhangigkeit vom H-Score im Zytoplasma

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=30; Immunhistochemische Markierung des NDRG1 im
Zytoplasma und Teilung der Patientenkohorte geméall dem errechneten medianen H-Score von
180.
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3.3.2.3 KRK-Patienten mit alleiniger peritonealer Metastasierung (PER)

Abbildung 15 zeigt das Gesamtuberleben in der PER-Gruppe in Abh&ngigkeit von
dem H-Score fiir Zytoplasma. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uberlebensun-
terschied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,5269). Die beiden Uberlebens-
kurven verlaufen fast deckungsgleich. Das mediane Uberleben ist in beiden Gruppen

mit 23 Monaten identisch.
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Abbildung 15: Gesamtiiberleben in der PER-Gruppe (KRK-Patienten mit peritone-
alen Metastasen) in Abhangigkeit vom H-Score im Zytoplasma

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=25; Immunhistochemische Markierung des NDRG1 im
Zytoplasma und Teilung der Patientenkohorte geméall dem errechneten medianen H-Score von
180.

3.3.2.4 KRK-Patienten mit Metastasierung in der Leber und im Peritoneum
(HEP+PER)

Abbildung 16 zeigt das Gesamttberleben in der HEP+PER-Gruppe in Abhéngigkeit
von dem H-Score fiir Zytoplasma. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uberlebens-

unterschied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0.7201). Das mediane
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Uberleben ist in der Gruppe mit H-Score < 180 27 Monate und in der Gruppe mit H-
Score > 180 19 Monate.
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Abbildung 16: Gesamtuberleben in der HEP+PER-Gruppe (KRK-Patienten mit Me-
tastasen in der Leber und im Peritoneum) in Abhangigkeit vom H-Score im Zyto-
plasma

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=20; Immunhistochemische Markierung des NDRG1 im
Zytoplasma und Teilung der Patientenkohorte geméal dem errechneten medianen H-Score von
180.

3.3.3 Uberlebenskurven fir NDRG1 (H-Score Zellkerne)
3.3.3.1 KRK-Patienten ohne Metastasierung (MO0)

Das Gesamtiiberleben in der MO-Gruppe in Abhéngigkeit von dem H-Score flr die
Zellkerne ist in Abbildung 17 dargestellt. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uber-
lebensunterschied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,7746). Im Beobach-

tungszeitraum wurde in der gesamten MO-Gruppe ein Uberleben von 80 % festgestellt.
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Abbildung 17: Gesamtiiberleben in der MO-Gruppe (KRK-Patienten ohne Metasta-
sen) in Abhangigkeit vom H-Score der Kerne

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=31; Immunhistochemische Markierung des NDRGL1 in den
Zellkernen und Teilung der Patientenkohorte gemaf dem errechneten medianen H-Score von

45,

3.3.3.2 KRK-Patienten mit alleiniger Metastasierung in der Leber (HEP)

Abbildung 18 zeigt das Gesamtlberleben in der HEP-Gruppe in Abhangigkeit von

dem H-Score der Zellkerne. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uberlebensunter-

schied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,4418). Das mediane Uberleben in

der Gruppe mit H-Score < 45 ist 44 Monate und 82 Monate in der Gruppe mit H-Score

> 45.
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Abbildung 18: Gesamtlberleben in der HEP-Gruppe (KRK-Patienten mit Leberme-
tastasen) in Abhangigkeit vom H-Score der Kerne

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=30; Immunhistochemische Markierung des NDRGL1 in den
Zellkernen und Teilung der Patientenkohorte gemaR dem errechneten medianen H-Score von
45,

3.3.3.3 KRK-Patienten mit alleiniger Metastasierung im Peritoneum (PER)

Die Abbildung 19 zeigt das Gesamtiberleben in der PER-Gruppe in Abhéngigkeit
vom H-Score der Zellkerne. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uberlebensunter-
schied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,7478). Das mediane Uberleben in
der Gruppe mit H-Score < 45 ist 16 Monate und in der Gruppe mit H-Score > 45 24

Monate.
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Abbildung 19: Gesamtuberleben in der PER-Gruppe (KRK-Patienten mit peritone-
alen Metastasen) in Abhangigkeit vom H-Score der Kerne

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=27; Immunhistochemische Markierung des NDRGL1 in den
Zellkernen und Teilung der Patientenkohorte gemaR dem errechneten medianen H-Score von
45.

3.3.3.4 KRK-Patienten mit Metastasierung im Peritoneum und in der Leber
(HEP+PER)

Abbildung 20 zeigt das Gesamtiiberleben in der HEP+PER-Gruppe in Abhédngigkeit
von dem H-Score fiir Zellkerne. Es gibt keinen statistisch signifikanten Uberlebens-
unterschied zwischen den beiden H-Score-Gruppen (p=0,2683). Das mediane Uberle-
ben betrégt in der Gruppe mit H-Score < 45 30 Monate und in der Gruppe mit H-Score
> 45 12 Monate. Die Differenz im medianen Uberleben zwischen den beiden genann-
ten Gruppen ist 18 Monate.
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Abbildung 20: Gesamttiberleben in der HEP+PER-Gruppe (KRK-Patienten mit Me-
tastasen in der Leber und im Peritoneum) in Abhangigkeit vom H-Score der Kerne

Kaplan Meyer Uberlebenskurve; n=20; Immunhistochemische Markierung des NDRGL1 in den
Zellkernen und Teilung der Patientenkohorte gemaf dem errechneten medianen H-Score von
45.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der untersuchte Biomarker
NDRG1 einen prognostischen Wert bei Patienten mit Lebermetastasen aufweist. So
war die Uberlebensrate bei niedergier NDRG1-Expression hoher. Die meisten Leber-
metastasen waren im KRK-Stadium Il nachweisbar, bei Peritonealmetastasen bestand
eine Haufung im Stadium IV. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine hohe

NDRG1-Expression im Kern mit einer erhéhten Metastasierungsrate einhergeht.

In der HEP-Gruppe verzeichnet zwar eine niedrigere NDRG1-Expression ein langeres
mittleres Uberleben. Dennoch gibt es auch hier keinen statistisch signifikanten Unter-
schied in der Uberlebenszeit sowohl in Abhangigkeit von der NDRG1-Expression im

Zytoplasma als auch in Abhéngigkeit von der NDGR1-Expression im Zellkern.

Auch in der HEP+PER-Gruppe kann ein langeres Uberleben bei einer geringeren
NDRG1-Expression verzeichnet werden, sowohl beim Zytoplasma als auch beim Zell-
kern, wobei sich auch hier die Kurven spéter angleichen. Der Effekt an sich ist weniger
deutlich als bei der HEP-Gruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied in Abhén-
gigkeit von der NDRG1-Expression existiert ebenfalls nicht. Es ergab sich in der MO-
Gruppe und in der PER-Gruppe kein statistisch signifikanter Unterschied im Uberle-
ben, weder in Abhangigkeit von der NDRG1-Expression im Zytoplasma noch von der
NDGR1-Expression im Zellkern.

4.1 Limitationen der Studie

Die zentralen Limitationen der vorliegenden Arbeit, bei der es sich um eine retrospek-
tive Analyse handelt, ergeben sich aus der geringen Anzahl an Patienten in den einzel-
nen Subgruppen. Als weitere Einschrdnkung kann auch genannt werden, dass die
NDRG1-Expression nicht kontinuierlich beobachtet werden konnte und somit wich-
tige Daten fehlen. Als Basis standen die Paraffinblocke der Tumoren zur Verfugung.
Nach Entnahme des Tumorgewebes erfolgte auch keine weitere Dokumentation spa-

terer Metastasierungen.
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Auch der Median als Grenze zwischen hoher und niedriger Expression scheint zu un-
genau. So wird zum Beispiel in der Arbeit von Chen et al. in der Metaanalyse angege-
ben, dass nur in der Arbeit von Strzelczyk der Median als Grenzwert verwendet wurde
[58,67].

4.2 Prognostischer Wert der NDRG1 Expression beim KRK

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen keine quantitativen, wohl aber qualitative
Aussagen zu einer Koinzidenz der NDRG1-Expression mit dem KRK zu. So zeigen
die Ergebnisse bei Leberbeteiligung einen prognostischen Wert, bei Peritonealmeta-
stasen kann hingegen auf keinen prognostischen Wert geschlossen werden.

Das Fehlen einer absoluten Aussage zur NDRG1-Expression im KRK spiegelt sich in
den teils widerspriichlichen Ergebnissen bereits publizierter Studien wider. Dies be-
ruht meist auf der Betrachtung verschiedener Teilaspekte. So wurden im Vergleich zur
hier vorgelegten Studie andere Antikorper eingesetzt, andere Zeiten der Probengewin-
nung betrachtet, Patientenkohorten mit gréReren Subgruppen und Messungen zu meh-
reren Zeitpunkten im Krankheitsverlauf analysiert. Weiterhin ist die Definition einer

geringen Expressionsrate nicht standardisiert.

Die Studie von Mao et al. aus dem Jahre 2013 kam zu anderen Ergebnissen als die hier
vorliegende Arbeit. Die statistische Analyse ergab hier eine signifikante inverse Kor-
relation der NDRG1-Expression mit dem Tumorstadium, dem Differenzierungsstatus
und der Metastasierung des KRK. Im Vergleich zur NDRG1-negativen Gruppe hatte
die NDRG1-positive Gruppe Uber einen Zeitraum von 5 Jahren ein langeres krank-
heitsfreies bzw. Gesamtiiberleben (p= 0,001) [57]. Diese Abweichung kann auf eine
mehr als doppelt so groRRe Patientenkohorte von 240 Patienten, von denen mehr als die
Hélfte verschiedene préoperative Komorbiditaten aufzuweisen hatten, zuriickzufuhren
sein. Aber auch dies traf nicht auf alle Krebsarten zu, so kamen Mao et al. auch zum
Ergebnis, dass NDRG1 in Leber- und Gebarmutterhalskrebs bei Uberexpression mit
Metastasierung und schlechter Prognose assoziiert war. In den hier vorgelegten Ergeb-
nissen verzeichnet man auch, dass z.B. die HEP-Gruppe bei niedrigerer NDRG1-Ex-

pression ein langeres mittleres Uberleben aufweist.
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Die Studie von Chen et al. von 2018 berichtet, dass die prognostische Bedeutung der
NDRG1-Expression je nach Krebsart bei Patienten mit DSC (Digestive System
Cancer) variiert. Dartiber hinaus fordert eine erhohte NDRG1-Expression die Prolife-
ration und Invasion in vitro sowie das Tumorwachstum und die Angiogenese in vivo
bei Leber- und Magenkrebs. Angesichts der Tatsache, dass diese Metaanalyse mehrere
Einschrankungen aufwies, sind weitere Studien erforderlich, um den prognostischen
Wert der NDRG1-Expression bei Patienten mit DSC und relevanten Mechanismen
weiter zu bewerten. Auch fuigen Chen et al. hinzu, dass der prognostische Wert von
NDRG1 weiterhin umstritten bleibt [67].

In Zusammenschau der Daten aus der Literatur mit den hier vorgelegten Ergebnissen
zeigt sich, dass die Expression von NDRG1 und seine klinische Bedeutung beim KRK

weiterer Forschung bedrfen.

4.3 Bedeutung der NDRG1-Expression bei der Metastasierung des KRK

Die Ergebnisse beweisen nicht, dass NDRG1-Expression keine Auswirkung auf die
Metastasierung des KRK aufweist. Es gibt verschiedene Studienergebnisse, die eine
signifikante umgekehrte Korrelation der NDRG1-Expression und der Metastasierung
aufzeigen [57]. Die Metastasierung ist nach wie vor eine der haufigsten Ursachen fur
ein schlechtes Langzeitlberleben von Patienten mit KRK [57]. Die vorliegende Arbeit
konnte aul’erdem beweisen, dass eine hohe NDRG1-Expression im Kern mit einer er-
hohten Metastasierungsrate in der Tat einhergeht.

Aufgrund verschiedener anderer Beobachtungsweisen (andere Antikdrper, Beobach-
tungszeitrdume, grolRere Patientenkohorten etc.) gab es zu diesem Thema unterschied-
liche Ergebnisse. So zum Beispiel demonstrierten Wang et al. in ihrer Studie aus dem
Jahr 2004, dass sich der NDRG1-Proteinspiegel schrittweise im Laufe der kolorekta-
len Karzinogenese erhoht und dass es einen signifikanten Unterschied in der Expres-
sion von NDRG1 zwischen nicht-metastatischen und metastatischen Tumoren gibt
[59]. Wei et al. konnten beweisen, dass die Claudin-2-Depletion die Transkription des
NDRG1 erheblich fordert, das zur Beendigung des Wachstums des KRK und der Me-
tastasierung in vitro und in vivo fihrt [68]. Jedoch sind dies Ergebnisse von Studien,
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die sich mit anderen Fragestellungen zu NDRG1 befassen und damit auch ganz andere
Voraussetzungen und Ziele verfolgten als die vorliegende Arbeit.

Zusammenfassend konnte die Untersuchung von Wangpu et al. von 2015 zeigen, dass
die antimetastatische Aktivitat von NDRG1 bei KRK durch die Herunterregulierung
von nuklearem B-Catenin erfolgt, und legt nahe, dass die weitere Betrachtung von
NDRG1 ein wichtiges therapeutisches Ziel ist [69].

Neuere Studien deuten darauf hin, dass NDRG1 bei bestimmten Krebsarten posttrans-
lational verandert wird, moglicherweise durch die Aktivitat endogener Trypsine, was
zu einer anschlieRenden Veranderung seiner Metastasensuppressoraktivitét fuhrt [70].

Der Zusammenhang zwischen NDRG1 und der Prognose von Krankheitsverlaufen ist
umstritten. Einige Studien haben ergeben, dass eine Herunterregulierung von NDRG1
bei Krebs die Prognose verschlechtert. Bei Prostatakrebs besteht ein umgekehrter Zu-
sammenhang zwischen dem Ausmal’ der NDRG1-Expression und dem Gleason-Grad
des Tumors. Bei Patienten mit Darmkrebs betrug die 2-Jahres-Uberlebensrate bei Pa-
tienten mit hoher NDRG1-Expression 82,4 %, wahrend sie bei Patienten mit niedriger
NDRG1-Expression nur 69,6 % betrug [71]. Die Beobachtungszeit in der vorliegen-
den Arbeit ist jedoch viel langer, darauf kdnnte auch der Unterschied zurtickzufiihren

sein.

4.4  Schlussfolgerung und Ausblick

Die Untersuchungen zeigten, dass bei HEP- und HEP+PER-Gruppe eine geringere
Expression an NDRG1 mit einem langeren Uberleben assoziiert ist, dennoch konnte
kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. Weitere Schlussfolge-
rungen sind ein besseres Uberleben der HEP-Gruppe gegeniiber Patienten mit Peri-
tonealmetastasen (PER und HEP+PER).

Ob das Protein NDRG1 als ein prognostischer und diagnostischer Biomarker genutzt
werden kann, ist zum jetzigen Zeitpunkt schwer zu beurteilen und hangt von weiteren
Studien ab, die mit gréReren Patientenkohorten durchgefiihrt werden sollten. Ein inte-

ressanter Ansatz fur weitere Studien wére die Expression von NDRGL1 in einer
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groReren Kohorte innerhalb der T3-Kategorie (hier sind die meisten HEP und
HEP+PER nachweisbar) und T4- Kategorie (80 % aller PER und damit groRte Hau-

fung aller Peritonealmetastasen) zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Das hier vorgelegte Projekt beschéftigte sich mit der Frage, wie und ob NDRGL1 seine
Rolle als Tumor- und Metastasensuppressor in der weiteren Entwicklung des KRK
erfillt und welche Auswirkung dies auf die Prognose hat. Unter anderem ware
NDRG1 als ein weiterer standardisierter Biomarker ein bedeutsamer Schritt zur Opti-
mierung der Therapie von KRK-Patienten und liel}e eine deutlichere Aussage zum
Krankheitsverlauf des KRK zu.

NDRG 1, ein Metastasensuppressor, der in die Zellproliferation eingreift und an der
Karzinogenese beteiligt ist, zeigt zwar unter dem Mikroskop eine hohe Expressions-
rate vor allem bei Peritonealmetastasen . Dennoch konnte ich durch unsere Ergebnisse
keine Signifikanz beobachten und somit kann aufgrund der verwendeten Methode
keine quantitative Aussage beziglich der NDRG1-Expression getroffen werden.

Die HEP-Gruppe zeigt ein besseres Uberleben (im Median 82 Monate, insgesamt 15
Todesfélle) als Patienten mit Nachweis einer Peritonealkarzinose und Patienten mit

kombinierter Lebermetastasierung und Peritonealkarzinose.

Dadurch mdochte ich nicht schlussfolgern, dass das multifunktionale Protein ,,N-myc
downstream-regulated gene 1 (NDRG 1) als prognostischer Biomarker fiir KRK eher
ungeeignet ist, da es sich je nach unterschiedlicher Krebsart sowohl als ein Parameter

flr guten als auch schlechten Outcome erwiesen hat.

Wie die Arbeit gezeigt hat, bedarf es weiterer Analysen zur NDRG1-Expression im
KRK. Weitere Studien mit gréReren Kohorten, unter Berticksichtigung moglicher Ein-
flussgroRen und Storfaktoren, wéren notwendig.
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