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Zusammenfassung

Expression von Molekiilen des Wnt-Sighalweges in der hepatischen und
lymphatischen Metastasierung des kolorektalen Karzinoms

Einleitung: Nukledres B-Catenin weist auf eine Aktivierung des Wnt-Signalweges, einem der
wichtigsten intestinalen Stammzellsignalwege, hin. Durch den Wnt-Signalweg werden nicht nur eine
Reihe wichtiger Zielgene fir Differenzierung und Proliferation aktiviert, sondern auch die epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT). Diese ist eine wichtige Voraussetzung fur die Disseminierung und
Metastasierung epithelialer Tumorzellen. Das Tumor-Suppressor-Protein APC ist an einem
Proteinkomplex beteiligt, der fir den Abbau von B-Catenin verantwortlich ist. Im Falle einer Mutation
des Tumor-Suppressor-Genes, einer der frilhsten genetischen L&sionen bei der Entstehung
kolorektaler Karzinome, kann B-Catenin nicht mehr phosphoryliert und abgebaut werden, was zu einer
nukledren Akkumulation fihrt. Wnt-Faktoren sind Proteine, die an dem transmembran Rezeptor
Frizzled binden und dadurch eine Signalkaskade aktivieren, die letztendlich ebenfalls zu einer
nukledren Akkumulation von B-Catenin fuhrt. Material und Methode: Insgesamt wurden 24
Primartumore (PT) und deren autologe Lebermetastasen (HEP) sowie 20 dazugehérige
Lymphknotenmetastasen (LK) mittels immunhistochemischer Analysen an Paraffinschnitten bezlglich
der B-Catenin, APC und Wnt-1 Expression untersucht. Als Negativ-Kontrollen dienten irrelevante
Isotyp-Antikérper. Die Visualisierung spezifisch gebundener Antikérper erfolgte mit der ABC-Methode
(Vectastain-Kit®, Vector Laboratories) und Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen. Bei den
Primartumoren wurden die Zentralen Areale und die Invasionsfront getrennt ausgewertet. Fir die
Bestimmung der Anzahl positiver Tumorzellen diente eine Skala von 0-100% in 10% Schritten. Die
Féarbeintensitat wurde von 0-3+ kategorisiert. Zusatzlich wurde der Immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele (0-12 Punkte) verwendet. Ergebnisse: Nukledres B-Catenin war im Bereich der
Invasionsfront der Primartumoren signifikant hochreguliert (p<0,001). In Bezug auf die zentralen
Tumoranteile zeigte sich in den hepatischen und lymphatischen Metastasen ein homogenes
Expressionsmuster. Im Vergleich zu den Normalmukosen war die Expression von B-Catenin im
Zytoplasma signifikant hochreguliert (PT p<0,001, HEP p=0,001, LK p=0,017). Das membranéare
Expressionsmuster zeigte sich in allen Geweben homogen. Die Expression von Wnt-1 war in den
Lebermetastasen signifikant vermindert (p=0,003). APC war in den Primartumoren (p=0,022), Leber-
(p=0,006) und Lymphknotenmetastasen (p=0,012) signifikant vermindert exprimiert. Diskussion: Eine
Charakterisierung der Proteinexpression aller drei Molekile zusammen an demselben
Patientenkollektiv wurde bis jetzt nicht beschrieben. Mit Hilfe dieser Studie war es mdglich, das
Expressionsmuster dieser drei Moleklle kontextabhdngig zueinander ndher darzustellen. Die
Ergebnisse geben Hinweis darauf, dass sich disseminierte Tumorzellen wahrend der Ausbildung zu
Metastasen an ihre jeweilige spezifische Tumorumgebung (Microenvironment) anpassen und somit

ein paralleles Tumor-Progressionsmodell unterstitzen.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfihrung

In den westlichen Industrielandern sind die Mehrzahl aller Krebsneuerkrankungen und
krebsbezogenen Todesfélle auf maligne Tumoren epithelialen Ursprungs zurlckzufihren.
Bei frihzeitiger Diagnose koénnen Karzinome heute durch eine vollstandige operative
Entfernung des Primértumors kurativ behandelt werden. Dennoch kann es immer wieder zu
einer Erkrankung des Gesamtorganismus kommen, wobei nach der systemischen
Ausbreitung von bdsartigen Tumorzellen Metastasen entstehen, die in der Mehrheit der Félle
zum letalen Ausgang der Tumorerkrankung fihren [1].

Tumorwachstum und systemische Ausbreitung sind morphogenetische Prozesse, welche
sich durch fortschreitende Veradnderungen in der Struktur des Tumors und der
Differenzierung auszeichnen. Zellulare Veranderungen, die solchen Prozessen zu Grunde
liegen, weisen Ahnlichkeiten mit zelluldren Veranderungen in der Embryonalentwicklung auf
[2], [3]. Dies wird auch durch die Tatsache gestitzt, dass wichtige Signalwege, welche die
Morphogenese der frihen Embryogenese regulieren, bei vielen Karzinomen aktiviert sind [4].
In den kolorektalen Adenokarzinomen konnten solche morphogenetischen Veranderungen
klar identifiziert werden. So fihrt eine entscheidende Alteration in den meisten kolorektalen
Karzinomen zum Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens APC (adenomatous polyposis
coli), was in der Folge eine nukledre Akkumulation von B-Catenin bewirkt. 3-Catenin ist der
Haupteffektor des Wnt-Signalweges und leitet als Transkriptionsfaktor genetische
Programme ein, welche bei epithelialen Zellen den Wechsel zu einem dedifferenzierten,
mesenchymalen Phéanotyp bewirken kénnen. Dieser Prozess, der in der embryonalen
Entwicklung eine entscheidende Rolle spielt, scheint auch bei der Metastasierung ein
entscheidender Schritt zu sein [5].

In der vorliegenden Studie sollen wichtige Effektorproteine des Wnt-Signalweges in der
synchronen hepatischen und lymphatischen Metastasierung kolorektaler Karzinome
bestimmt werden. Insgesamt wurden 24 Primartumore (PT) und deren autologe
Lebermetastasen (HEP) sowie 20 dazugehérige Lymphknotenmetastasen (LK) mittels
immunhistochemischer Analysen an Paraffinschnitten bezlglich der p-Catenin-, APC- und
Whnt-1-Expression untersucht.
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1.2 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom entwickelt sich sporadisch, in Zusammenhang mit hereditéaren
Karzinom-Syndromen oder auf dem Boden chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. Als
Grundlage fir die Entwicklung der kolorektalen Karzinome steht die Adenom-Karzinom-
Sequenz nach Morson [6]; auch konnten in den letzten Jahren verschiedenste molekulare
Veranderungen nachgewiesen werden. Die Prognose wird durch individuelle Faktoren
beeinflusst: Durch die Art der Behandlung, durch das Tumorstadium sowie von der Expertise
der behandelnden Arzte [7].

1.2.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist der dritthdufigste Tumor weltweit und die vierthaufigste
krebsbedingte Todesursache. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erkranken
weltweit jahrlich 945.000 Menschen, 492.000 sterben an den Folgen der Erkrankung [8]. Es
zeigt sich, dass das kolorektale Karzinom haufiger in westlichen Industriestaaten vorkommt
als in Entwicklungsstaaten. Hier ist es die zweithdufigste Tumorerkrankung; das
Lebenszeitrisiko  fur die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms fur die
Allgemeinbevélkerung betragt 5%. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt in den USA bei (iber
60%, in den Entwicklungsstaaten unter 40% [8]. Nach dem Mamma-Karzinom ist es das
zweithaufigste Karzinom der Frau, nach dem Prostata- und Bronchialkarzinom ist es das
dritthaufigste Karzinom des Mannes.

Selten wird die Erkrankung vor dem 40. Lebensjahr diagnostiziert, weniger als 10% der
Patienten sind zum Zeitpunkt der Diagnose junger als 50 Jahre [9]. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 67 Jahren fur Manner und 72 Jahren fur Frauen. Manner sind
insgesamt etwas haufiger betroffen als Frauen. Die Mortalitatsrate betragt fir Manner 32 und
fir Frauen 21 auf 100.000 Einwohner. Insgesamt starben 2005 etwa 29.000 Menschen an
einem kolorektalen Karzinom in Deutschland [10]. Die epidemiologischen Basiszahlen sind
Tabelle 1 zu entnehmen.

1.2.2 Inzidenz, Atiologie und Pradisposition

In den meisten Fallen ist die Atiologie der kolorektalen Karzinome nicht geklart [7]. Tabelle 2
gibt eine Ubersicht der Risikofaktoren und familiaren Syndrome des kolorektalen Karzinoms.
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Tabelle 1. Epidemiologische Basiszahlen zum kolorektalen Karzinom [9].

Kollektiv Frauen Ménner
Neuerkrankungen
Jahrl. Neuerkrankungen Deutschland 2000 34175 32 602
(ICD 10: C18-21) ®
Anteil an allen Krebsneuerkrankungen2000 17,6% 16,3%

(ICD 10: C18-21) ®

Inzidenz Weltstandard 2000 30,3 je 100000 44,2 je 100000
(ASR; Saarland, ICD 9: 153-154) °
Inzidenz Weltstandard 2000 23,9 je 100000 40,0 je 100000
(ASR; TRM ICD 10: C18-21) ©
Alter
Medianes Erkrankungsalter ° 1998-2003 73,1 Jahre 68,0 Jahre
Erkrankungsalter (10% jlnger als/ 1998-2003 54,7/86,5 Jahre 54,2/81,9 Jahre
10% &lter als) ©
Medianes Sterbealter 2000 78,5 Jahre 72,4 Jahre
(tumorbedingt verstorben) °
Uberleben )
5- / 10-Jahres-Uberlebensrate 1990 61,7% / 56,5% 62,2% / 57,5%
(relatives Uberleben, SEER) ¢
5- / 10-Jahres-Uberlebensrate 1988-2004 61,5% / 52,3% 62,4% / 51,7%
(relatives Uberleben, TRM) °
5- / 10-Jahres-Uberlebensrate 1988-2004 52,1% / 37,2% 51,8% /35,1%
(Gesamtiiberleben, TRM) ©
Pravalenz
5-Jahres-Préavalenz Deutschland © 1988-2004 3,4fache d. jahrl. 3,4fache d. jahrl.

Neuerkrankungen
Neuerkrankungen

—116 000 —110 000
Sterbefille
Jahrliche Sterbefélle in Deutschland 2003 14 598 13 991
(ICD 10: C18-21)
Anteil an krebsbedingten Sterbefallen 2003 14,8% 12,6%

In Deutschland (ICD 10: C18-21) '

Mortalitat Weltstandard (ASR,; 2000
Saarland, ICD 9: 153-154) °
Mortalitat Weltstandard 2000

(ASR; TRM ICD 10: C18-21) °

13,9 je 100000

10,9 je 100000

20,7 je 100000

19,9 je 100000

? Arbeitsgemeinschaft Bevélkerungsbezogener Krebsregister in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut
(2004) Krebs in Deutschland — Haufigkeiten und Trends (4. Uberarbeitete, aktualisierte Ausgabe)

b Krebsregister Saarland, www.krebsregister.saarland.de

¢ Tumorregister Miinchen (TRM), epidemiologische Auswertung im Internet (Typ E bzw. Typ A zu
epidemiologische Daten). Der DCO-Anteil betragt 8,6%.

4 Ries LAG, Eisner MP, Kosary CL, Hankey BF, Miller BA, Clegg L, Mariotto A, Feuer EJ, Edwards BK (eds)
SEER Cancer Statistics Review, 1975-2001, National Cancer Institute. Bethesda,MD,
http://seer.cancer.gov/csr/1975_2001/, 2004

€ Tumorregister Miinchen (TRM), Survivalanalyse (Typ S) im Internet (nur fiir kooperierende Kliniken)

' Statistisches Bundesamt, Fachserie 12, Reihe 4, 2005:Todesursachen in Deutschland 2003

ASR steht fir ,Age Standardised Rate”
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Weltweit finden sich groBe Unterschiede in der Inzidenz des kolorektalen Karzinoms. Die
héchsten Inzidenzraten werden in Europa und Nordamerika, die niedrigsten in afrikanischen
und asiatischen L&ndern beobachtet. Als Hinweis auf das Vorliegen von lebensstil- und
ernahrungsbedingten Ursachen wird gewertet, dass die erste Generation von Einwanderern
aus einem Niedriginzidenzgebiet in ein Hochinzidenzgebiet bereits das gleiche Risiko fir die
Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms aufweisen, wie die Bevdlkerung des
Einwanderungslandes [8], [9]. Eine Erndhrung reich an Ballaststoffen, Gemise und Obst
fihrt zu einem erndhrungsbedingt erniedrigten Risiko. Hoher Fleisch- und Alkoholkonsum
erhéhen hingegen das Risiko. Auch konnte gezeigt werden, dass eine an Folsaure und
Kalzium reiche Nahrung mit einem erniedrigten Risiko einhergeht [7-9].

Ungefahr 20% der Patienten mit einem kolorektalem Karzinom weisen in der Anamnese eine
familiare Belastung auf, jedoch ohne die Kriterien eines hereditéaren kolorektalen Karzinoms
zu erfillen [7], [8]. Ist ein erstgradiger Verwandter an einem kolorektalen Karzinom erkrankt,
ist das Risiko etwa 1,7fach erhéht im Vergleich zur Normalbevélkerung; andere Autoren
geben sogar ein 2,3fach erhéhtes Risiko an [9]. Das Risiko steigt weiter mit der Zahl
betroffener erstgradiger Verwandter und jingerem Erkrankungsalter. Das mit Abstand
hoéchste Erkrankungsrisiko haben Patienten mit hereditdren Syndromen. Etwa 90% aller
Falle sind als sporadische Erkrankungen anzusehen, ungeféhr 5-10% entstehen auf dem
Boden hereditarer Syndrome und 1-2% liegen chronisch entziindliche Darmerkrankungen
zugrunde [7-9].

Zu den hereditaren Syndromen z&hlen eine Vielzahl von Erkrankungen, wie die familidre
adenomatdse Polyposis coli (FAP) und das hereditéare nicht-polypdse kolorektale Karzinom
(Hereditary Non-Polyposis Colorectal Carcinoma, HNPCC). Zusatzlich bestehen noch
hamartése Polyposis-Syndrome, die ebenfalls mit einem erhdhten Risiko der Entstehung
eines kolorektalen Karzinoms einhergehen, welches jedoch deutlich geringer ist [7-9], [11],
[12]. Hierzu zahlen das Peutz-Jeghers-Syndrom, die juvenile Polyposis und das Cowden-
Syndrom. Hiervon abzugrenzen sind die nicht-erblichen Polyposis-Syndrome wie das
Cronkhite-Canada-Syndrom, die entzindlichen bzw. lymphoiden Polyposis-Erkrankungen
und die Pneumatosis cystoides intestinales. Diese gehen nicht mit einem erhdhten Risiko fur
kolorektale Karzinome einher [9].

Der Begriff der ,Adenom-Karzinom-Sequenz® wurde 1975 von Morson und Mitarbeitern
eingefihrt und schlagt eine schrittweise morphologische Entwicklung von kolorektalen
Karzinomen vor, in Zusammenhang mit der Akkumulation von genetischen Veranderungen
[6], [13], [14] .
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Tabelle 2. Risikofaktoren und Entstehungsursachen des kolorektalen Karzinoms [9].

Sporadische kolorektale Karzinome (88-94%)

Alter, mannliches Geschlecht, Cholezystektomie, hormonelle Faktoren (Nullipara, spéate
Erstschwangerschaft, frihe Menopause), fett- und fleischreiche Erndhrung, Adipositas, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus, Alkoholabusus, Strahlentherapie, Asbestose

Kolorektale Polypen, bekanntes kolorektales Karzinom (1,5-3fach erhéhtes Risiko flr Rezidiv in den
ersten 5 Jahren), Dinndarm-, Endometrium-, Mamma- oder Ovarialkarzinom

Positive Famlienanamnese (20%):
e Verwandte 1. Grades 2,3 fach erhéhtes Risiko
e Zwei oder mehr Verwandte 1. Grades 4,25fach erhdhtes Risiko
e Erkrankungsalter <45 Jahre 3,9fach erhdhtes Risiko
e Kolorektale Adenome 2fach erhdhtes Risiko

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (1-2%)
Colitis ulcerosa
Morbus Crohn

Hereditére kolorektale Karzinome (5-10%)

Polyposis-Syndrome: Familiare adenomatdse Polyposis coli (FAP), Gardner-Syndrom, Turcot-
Syndrom, attenuierte FAP, Flat-Adenom-Syndrom

Hereditares nicht-polypdses kolorektales Karzinom (HNPCC)

Hamart6se Polyposis-Syndrome: Peutz-Jeghers-Syndrom, juvenile Polyposis, Cowden-Syndrom

Die Adenom-Karzinom-Sequenz beschreibt die bei kolorektalen Karzinomen beobachtete
Entwicklung des invasiven Karzinoms Uber verschiedene adenomatbse Zwischenstadien
Uber einen Zeitraum von 10-15 Jahren. 1990 ordneten dann Fearon und Vogelstein erstmals
Mutationen verschiedener Gene einzelnen histologischen Entwicklungsstufen der
kolorektalen Karzinogenese zu [15]. In der Genese des sporadischen kolorektalen
Karzinoms wird die chromosomale Instabilitat (CIN) von der Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

unterschieden.

CIN findet sich bei etwa 85% aller kolorektalen Karzinome. Diesen Tumoren liegt wie der
FAP als erster Schritt der molekularen Karzinogenese meist eine Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens APC (adenomatous polyposis coli) zu Grunde. Die Hauptfunktion des
APC liegt in der Regulation des Proto-Onkogens B-Catenin. Mikrosatelliteninstabile Tumoren
weisen einen Defekt im DNA-Reparatursystem auf [13]. Des Weiteren fand sich in diesen
Tumoren wegen eines defekten Mismatch-Repairs eine Vielzahl von Genmutationen, die
durch Nukleotidverluste bestimmter kodierter Genabschnitte (Exon) zu
Leserahmenverschiebungen (Frameshift-Mutationen) flhren. Entsprechende Mutationen
wurden in Wachstum- und Apoptose-regulierenden Genen nachgewiesen [9].
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1.2.3 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Die Einteilung des kolorektalen Karzinoms erfolgt nach der Empfehlung der
Weltgesundheitsorganisation [16] und den Kriterien der International Union Against Cancer
(Union Internationale Contre Cancer, UICC) [17]. Zur Beurteilung werden die Lokalisation
des Tumors, dessen histomorphologischer Typ und sein Differenzierungsgrad, die
anatomische Ausbreitung des Tumors sowie das potentielle Vorhandensein von
Tumorgewebe nach chirurgischer Therapie herangezogen.

1.2.4 Lokalisation

Kolorektale Karzinome treten im Dickdarm gehauft im Rektosigmoid (mindestens 55%) auf,
dabei befinden sich 40% im Rektum. Anatomisch haben Rektum und Colon sigmoideum
keine exakte Grenze. Man definiert die Rektumlange gemessen mit einem starren Rektoskop
ab der Linea dentata mit 12 cm, ab der Anokutanlinie mit 16 cm. Fur die Definition
Rektumkarzinom entscheidend ist der mit dem starren Rektoskop ab Linea dentata
gemessene untere Tumorrand. Ein Karzinom wird auch dann noch als Rektumkarzinom
bezeichnet, wenn die Tumorhauptmasse zwar im Sigma lokalisiert ist, der Unterrand aber in
das Rektum hineinreicht [18]. An zweiter Stelle sind proximale Kolonkarzinome zu nennen
mit 13% im Bereich des Z6kums und 9% im Colon ascendens. Selten sind die Tumoren im
Colon transversum (11%) wund im Colon descendens (6%) zu beobachten.
Mehrfachkarzinome liegen nur in 2-3% der Félle vor. In den letzten Jahrzehnten ist eine
Umverteilung der Adenome und Kolonkarzinome Uber den gesamten Dickdarm aufgefallen.
Altersabhangig (>70 Jahre) und geschlechtsbezogen (haufiger Frauen) findet sich eine
Inzidenzzunahme rechtsseitiger Kolonkarzinome bei gleichzeitiger Inzidenzabnahme

rektosigmoidaler Neoplasien [9].

1.2.5 Histopathologische Klassifikation und Grading

Die Adenokarzinome stellen mit etwa 90% den histologischen Haupttyp des kolorektalen
Karzinoms dar. An zweiter Stelle folgen die muzindésen Adenokarzinome mit einer Haufigkeit

von 5-10%. Alle anderen histologischen Typen sind selten (Tabelle 3) [9].

Nach ihrem Differenzierungsgrad werden gut (G1), maBig (G2), schlecht differenzierte (G3)
und undifferenzierte Karzinome (G4) unterschieden (siehe Tabelle 4). Ausschlaggebend ist
der prozentuale Anteil der vorhandenen Drisenstrukturen. Gut differenzierte Karzinome (G1)

lassen in >95% der Félle ein glandulares Baumuster erkennen.
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Tabelle 3. Histopathologische Klassifikation der kolorektalen Karzinome [9].

Adenokarzinome 85-90%
Muzinése Adenokarzinome  5-10%
Siegelringzellkarzinome 1%

Plattenepithelkarzinome
Adenosquamdse Karzinome
Medullare Karzinome
Undifferenzierte Karzinome

Sehr seltene Tumoren sind:  Karzinoide, Lymphome, maligne und
benigne Bindegewbstumoren

MaBig differenzierte Karzinome (G2) zeigen in 50-95% der Félle eine Drisenstruktur, gering
differenzierte Karzinome (G3) in nur noch 5-50% der Félle und bei undifferenzierten
Karzinomen (G4) liegt der glandulare Anteil <5%. Hier finden sich meist hochgradig
pleomorphe, solide Tumoren mit Polaritatsverlust der Zellkerne und irregular angeordneten
Tumorzellnestern. Muzinése Adenokarzinome und Siegelringzellkarzinome stuft man als

gering differenzierte Karzinome (G3) ein [16], [17].

Im Dokumentationssystem der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Tumorzentren (ADT) ist in
Ubereinstimmung mit der Internationalen Histologischen Klassifikation der WHO zusétzlich
die Zusammenfassung von G1 und G2 zu einem niedrigen Malignitatsgrad (,low grade®) und
von G3 und G4 zu einem hohen Malignitatsgrad (,high grade®) vorgesehen [19].

Tabelle 4. Histopathologisches Grading.

Histopathologisches Grading (G)

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1 Gut differenziert

G2 MaBig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

1.2.6 Tumorstaging (TNM-Klassifikation)

Die Therapie sowie die Prognose des kolorektalen Karzinoms ist entscheidend davon
abhangig, in wie weit die Erkrankung fortgeschritten ist [7]. Deswegen wurden Systeme fir
die Stadieneinteilung entwickelt. Friher wurde die Einteilung nach Dukes verwendet [20].
Diese Einteilung wurde zu Gunsten der wesentlich differenzierten Systeme der TNM-
Klassifikation und der UICC aufgegeben (sieche Tabelle 5 und 6) [9]. Die klinische
Klassifikation beruht auf den vor der Therapie erhobenen Befunden, insbesondere
Endoskopie, Ultraschall und CT (cTNM). Die pathologische Klassifikation pTNM erfolgt nach
Resektion und histologischer Aufarbeitung. Ein nach neoadjuvanter Therapie erhobenes

7
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Tumorstadium wird durch das Prafix y gekennzeichnet (yTNM); endosonographische
Befunde werden mit dem Préfix u gekennzeichnet (uTN) [16].

Nach der lokalen Tiefeninfiltration des Primartumors in die kolorektalen Wandschichten
erfolgt die Einteilung des Primartumorstadiums (T) (siehe Tabellen 5und 6). AuBerdem gibt
es eine Reihe von weiteren morphologischen Kriterien, die eine prognostische Aussage
zulassen, hierzu zéhlen zum Beispiel eine Invasion lymphatischer (L) und vendser GefaBe
(V). Diese fuhren zu einer Verschlechterung der Prognose [9].

Kolonkarzinome metastasieren lymphogen und hamatogen. Die Lymphabflusswege des
Kolons verlaufen entlang der groBen Arterien. Die Inzidenz einer lymphatischen
Tumorinvasion ist variabel und steigt mit dem Tumorstadium und Tumorgrad an [21], [22].

Um eine pathologische Diagnostik erreichen zu kénnen, missen 12 oder mehr Lymphknoten
aus dem perikolischen bzw. perirektalen Fettbindegewebe untersucht werden. Metastasen,
die auBerhalb der regionaren Lymphknoten gefunden werden, werden als Fernmetastasen
dokumentiert (pM1 LYM) [23], [24].

Das am haufigsten betroffene Zielorgan der hamatogenen Metastasierung ist die Leber (70-
80%) entsprechend dem vendsen Abfluss Uber das Pfortadersystem. Zweithaufigster
Metastasierungsort ist die Lunge (10-35%), gefolgt von Skelettmetastasen, Befall der
Nebennieren und des Gehirns. In 17-32% der Falle beobachtet man eine peritoneale
Aussaat. Die Wahrscheinlichkeit einer syn- bzw. metachronen Metastasierung wird durch
verschiedene Faktoren des Primartumors beeinflusst. Die Inzidenz steigt dabei mit
zunehmender T- und N-Kategorie und abnehmender Tumorzelldifferenzierung [9].

Das Fehlen oder Vorhandensein eines Residualtumors nach chirurgischer Intervention wird
durch die R-Klassifikation beschrieben (siehe Tabelle 7).

1.2.7 Diagnostik und Therapie

Kolorektale Karzinome zeigen tberwiegend erst im fortgeschrittenen Tumorstadium klinische
Symptome. Insbesondere proximal gelegene Tumoren sind auf Grund der weichen
Stuhlkonsistenz lange Zeit asymptomatisch. Anderungen der Stuhlgewohnheiten, rektale
Blutungen, Tenesmen und Gewichtsverlust kénnen auf ein Kolonkarzinom hinweisen. Ein
Subileus, eine Blutungsanédmie oder lokale Schmerzen sind Spatsymptome im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf.
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Tabelle 5. TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms [17].

T Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt far Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert die Muscularis propria hindurch in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes
perikolisches oder perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das viszerale
Peritoneum

N Regionédre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in ein bis drei regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in vier oder mehr regiondren Lymphknoten

pNO Regionare Lymphadenektomie und histologische Untersuchung Ublicherweise von zwdlf oder
mehr Lymphknoten.

M Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 6. Stadiengruppierung nach UICC, TNM-Klassifikation und Dukes im Vergleich [9].

UICC TNM Dukes
Stadium 0 Tis NO MO

Stadium | T1, T2 NO MO Dukes A
Stadium I T3, T4 NO MO Dukes B
Stadium Il jedes TN1, N2 MO Dukes C
Stadium IV jedes TN1, N2 M1 Dukes D

Tabelle 7. R-Klassifikation.

Residualtumor (R)

RX Vorhandensein eines Residualtumors kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor am Resektionsrand

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Die Koloskopie stellt den Goldstandard in der Diagnose des kolorektalen Karzinoms dar [7].
Zusétzlich soll eine grindliche kérperliche Untersuchung, eine Sonographie des Abdomens
sowie ein Rontgen-Thorax durchgefihrt werden. Die Notwendigkeit einer routinemaBigen
praoperativen Computertomographie (CT) steht zur Diskussion, da sie die chirurgische
Therapie nur in wenigen Fallen beeinflusst und far den Patienten eine doch nicht
unerhebliche Strahlenexposition zur Folge hat [25].
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Die Deutsche Gesellschaft fir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) hat
Empfehlungen fiir die préoperative Ausbreitungsdiagnostik bei Kolonkarzinomen formuliert.
Folgende Untersuchungen wurden dabei als obligater Bestandteil der praoperativen
Diagnostik zusatzlich zur rektal-digitalen Untersuchung und kompletten Koloskopie mit
Biopsie angesehen: Die Sonographie des Abdomens, die Réntgenaufnahme des Thorax in
zwei Ebenen und die CEA-Bestimmung [18].

Bei einem Karzinom des Kolons ohne Fernmetastasen besteht die Méoglichkeit, einen
kurativen Therapieansatz bestehend aus der operativen Beseitigung des Primartumors en
bloc mit dem Lymphabflussgewebe durchzuflihren. Lokal eingeschrankte Therapieverfahren
wie endoskopische Polypektomien kénnen in Ausnahmeféllen nur beim Low-risk-Karzinom
(pT1, G1-2, keine LymphgefaBinfiltration) empfohlen werden [26], [27]. Im Allgemeinen wird
jedoch bei lokal begrenztem, nicht metastasiertem Tumor primar eine RO-Resektion des
Tumors angestrebt. Je nach Stadium ist anschlieBend Uber eine adjuvante Chemotherapie
zu entscheiden [9].

Bei gefédhrdeten  Patienten mit  schlechtem  Allgemeinzustand kann  eine
Diskontinuitatsresektion nach Hartmann durchflihrt werden [18].

Bei vollstéandiger Entfernung sowohl synchroner als auch metachroner hepatischer und/oder
pulmonaler Metastasen stellt dies fur einen Teil der Patienten eine Heilungschance dar [28].
Die Entscheidung Uber das therapeutische Vorgehen beginnt daher mit der Beurteilung der
Resektabilitat vorliegender Metastasen. Bei RO-resektablen Metastasen sollte eine priméare
Operation angestrebt werden. Ist dies nicht der Fall, sollte primar eine systemische
Chemotherapie erfolgen [18].

In bis zu 15% der Falle ist wegen ausgedehnter Metastasierung bzw. schlechtem
Allgemeinzustand und in etwa 5% der Félle wegen lokaler Inoperabilitdt eine kurative
Operation nicht méglich. Wenn bei peritonealer Aussaat bzw. nicht kurativ resektablen
Fernmetastasen eine radikale Resektion des Primartumors nicht méglich ist, sollte dennoch
versucht werden, den Tumor so vollstandig wie mdglich zu resezieren, um weiteren

Tumorkomplikationen wie Blutung, Tumorzerfall, Perforation oder lleus vorzubeugen [9].

In ausgewahlten Fallen kann bei einer peritonealen Aussaat eine hypertherme
intraperitoneale Chemotherapie durchgefiihrt werden [11], [12]. Nur wenn der
Allgemeinzustand eine grdBere Operation nicht zulasst oder die lokale Tumorausdehnung
als inoperabel einzustufen ist, bleibt als letzte Mdglichkeit die Anlage einer inneren
Umgehungsanastomose oder eines vorgeschalteten Anus praeter.
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T1/T2-Kolonkarzinome haben bei negativen Lymphknotenstatus und Fehlen von
Fernmetastasen (UICC-Stadium 1) eine ausgezeichnete Prognose, weshalb in diesen
Stadien eine adjuvante Nachbehandlung nicht indiziert ist [18]. Bei Patienten mit einem
kurativ resezierten Kolonkarzinom im Stadium |l ist eine adjuvante Chemotherapie in der
Regel nicht indiziert, da mit 5-Jahres-Uberlebensraten um 80% gerechnet werden darf und
sich kein signifikanter Uberlebensvorteil durch eine postoperative adjuvante Chemotherapie
zeigt [29], [30]. Eine adjuvante Therapie ist bei Patienten mit Lymphknotenbefall (T1-T4, N1-
2, M0) und fehlenden Kontraindikationen grundsétzlich indiziert [31].

Die Radiotherapie hat in der Primé&rtherapie des Kolonkarzinoms praktisch keine Bedeutung.
Nur sehr selten ergibt sich bei T4-Tumoren die Indikation zu einer Radiotherapie. In spaten
fortgeschritten metastasierten Krankheitsstadien hat die Radiotherapie aber einen groBen
Stellenwert. Hier sind besonders Skelett- und Hirnmetastasen zu nennen [9].

Bei Patienten mit Rektumkarzinom soll die Radiotherapie die Wahrscheinlichkeit eines
Lokalrezidives verringern und das Uberleben verlingern [7]. StandardmaBig ist die Indikation
zur adjuvanten Radiochemotherapie bei Patienten mit rektalem Karzinom UICC-Stadium Il
und Il (T1-T4, N1-N2) gegeben, nach neoadjuvanter Radiochemotherapie ist eine adjuvante
Chemotherapie unabhangig vom postoperativen Tumorstadium indiziert [18]. Eine
neoadjuvante  Radiochemotherapie wird bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen
durchgefihrt (uT3/4 und/oder uN+), da sich in Metaanalysen eine verbesserte Wirksamkeit
der praoperativen im Vergleich zur postoperativen Bestrahlung gezeigt hat [32], [33].

1.2.8 Prognose

Es sind eine Reihe von Kklinischen, histologischen und molekulargenetischen
Prognosefaktoren beschrieben worden. Der mit Abstand wichtigste Prognosefaktor ist jedoch
das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Therapie. Im Stadium UICC | betragt die
tumorbedingte Mortalitdt innerhalb finf Jahren nahezu Null, wahrend im Tumorstadium |l
Uber 40% der Patienten innerhalb von finf Jahren versterben. [9].

Des Weiteren héangt die Prognose von Patienten mit kolorektalem Karzinom von der
Behandlung ab. Viele Studien konnten zeigen, dass eine hohe Fallzahl und eine
Spezialisierung erheblich zu einer Verbesserung der Prognose beitragen [34]. Es wurde
geschéatzt, dass 43.318 Lebensjahre in den USA gerettet werden kdnnten, wenn alle
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom an hochspezialisierten Zentren behandelt werden
wirden [35]. Die Qualitat der chirurgischen Therapie kann anhand der Anzahl der gewonnen
Lymphknoten beurteilt werden. Patienten, bei denen mehr Lymphknoten aufbereitet werden
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kdénnen, haben eine bessere Prognose, da es ein praziseres Staging ermdglicht. Dies zeigt,
welchen hohen Stellenwert die griindliche Lymphadenektomie einnimmt [36]. Die R-Situation
nach chirurgischer Intervention stellt einen der wichtigsten Prognosefaktoren dar [17], [37].

1.3 Der Wnt-Signalweg

Mitglieder der Wnt-Familie stellen extrazelluldre Glykoproteine dar, die eine Vielzahl von
wichtigen Funktionen wéhrend der Embryogenese besitzen. Der Name Wnt setzt sich als
Chimare aus den Bezeichnungen fir die Gene Wingless (Drosophila) und Int-1 (Maus)
zusammen [38]. Die Bezeichnung Wingless stammt aus Beobachtungen bei der Fruchtfliege,
Drosophila melanogaster, bei der Mutationen im Wingless-Gen zu fligellosen Organismen
fihren [39]. Das Int-Gen férdert bei Mausen die Entwicklung von Brustkrebs, wenn seine
Expression durch die Integration des Mouse Mammary Tumorvirus (MMTV) in der Nahe des
Int1-Gens (heute Wnt-1) aktiviert wird [40].

1.3.1 Grundlagen

Von entscheidender Bedeutung fir die maligne Transformation von Zellen sind die
Fahigkeiten der Invasion und Metastasierung. Dazu missen sich Tumorzellen vom
Primartumor 16sen und sich nach Erreichen von Blut- oder lymphatischen GeféaBen im
gesamten Korper verteilen (disseminierte Tumorzellen) [41]. Letztendlich mulssen die

disseminierten Tumorzellen erneut proliferieren um Metastasen zu bilden.

Diese Dynamik ist fUr epitheliale Zellen eigentlich sehr ungewdhnlich. Gut differenzierte
Adenokarzinome behalten ihren epithelialen Ph&notyp bei und wachsen weiterhin in
tubuldren Strukturen und besitzen dennoch die Fahigkeit zu metastasieren [5]. Es wird
angenommen, dass die Dedifferenzierung (epitheliale-mesenchymale Transformation, EMT)
von Tumorzellen im Bereich der Invasionsfront, welche durch einen Verlust der epithelialen
Strukturen der Tumorzellen gekennzeichnet ist, den kolorektalen Karzinomen ein invasives
und metastatisches Wachstum erlaubt [42], [43]. Fast alle Metastasen kolorektaler
Karzinome weisen die Differenzierung und Morphologie der Prim&rtumore im Sinne einer
epithelialen und tubuldren Struktur auf, trotz des offensichtlichen Wechsels im Bereich der
Invasionsfront, so dass von einer erfolgten Redifferenzierung (mesenchymale-epitheliale
Transformation, MET) auszugehen ist. So ist anzunehmen, dass dieser Prozess, bestehend
aus Dedifferenzierung und Redifferenzierung, nicht alleine auf genetischen Alterationen

beruht, sondern auch durch Interaktionen der Tumorzellen und des Microenvironments des
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Tumors reguliert wird [5]. Die Auslaufer der epithelialen Tumoren bilden mit dem
Microenvironment ein Mikrodkosystem, in dem Myofibroblasten mit Parenchymzellen
interagieren und die extrazellulare Matrix bilden [44].

Unter dem Gesichtspunkt, dass die Tumorprogression nicht allein auf einen unidirektionalen
Mechanismus von genetischen Alterationen beruht, sondern es sich um einen dynamischen
Vorgang handelt, einen regulierten Prozess mit Veradnderungen der Struktur und
Differenzierung des Tumors, lasst die komplexe Tumorprogression in einem anderen Licht
erscheinen. Der wichtigste Aspekt hierbei ist die Veranderung der Gewebestruktur, die
wahrend der Tumorprogression durchlaufen wird, &hnlich der Histogenese wahrend der
embryonalen Entwicklung. Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, dass die wichtigsten
Signalwege, die die Morphogenese in der Embryogenese regulieren, wie der Wnt-Signalweg,

in den meisten Karzinomen alteriert sind [4].

1.3.2 Uberblick

Die wichtigsten Bestandteile eines epithelialen Phanotyps sind homophile Zellkontakte und
eine zellulare Polaritat, bestehend aus einer basalen und apikalen Anordnung. Beides wird
wesentlich durch das Adhé&sionsmolekil E-Cadherin reguliert, welches an der Oberflache
epithelialer Zellen exprimiert wird. Ein Verlust dieser epithelialen Charakteristiken kann durch
eine Stérung der Funktion des E-Cadherin verursacht werden, was zu einem
dedifferenzierten mesenchymal-dhnlichen Phanotyp fihrt [1], [45]. B-Catenin bindet
intrazelluldar an die Doméne von E-Cadherin und verbindet es auf diese Weise mit dem
Zytoskelett.

Eine andere Funktion des B-Catenin besteht darin, dass bei nukledrem Transfer 3-Catenin
mit DNA-bindenden-Proteinen der T-cell-factor (TCF)/lymphoid enhancer factor- (LEF)-
Familie interagiert und so als Transkriptions-Aktivator fungiert [46], [47].

Das Signalprotein Wnt ist ein von Krebszellen sezerniertes Glykoprotein, welches an den
Transmembranrezeptor Frizzled und LRP-5 und -6 (low-density lipoprotein-receptor-related
proteins) bindet (siehe Abb. 1). Insgesamt wurden 19 Wnt-Proteine identifiziert, jedoch nur
einige (Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8) aktivieren den Wnt-Signalweg [48]. In Abwesenheit von Wnt
wird B-Catenin mit Hilfe der Glykogen-Synthase-Kinase 33 (GSK3B) phosphoryliert. Daran
beteiligt ist APC, Axin/Conductin sowie die Casein-Kinase | (CKI). Dieser Vorgang ist
wesentlich effizienter in der Anwesenheit von Axin. Eine Uberexpression von Axin/Conductin
fihrt zu einer schnelleren Phosphorylierung von B-Catenin. Axin und Conductin besitzen
eine Ubereinstimmung von 45% der gleichen Aminosduren und scheinen die gleichen
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biochemischen Funktionen auszudben, werden jedoch unterschiedlich reguliert. W&hrend
Axin wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert wird, scheint Conductin spezifisch in
Geweben exprimiert zu werden, die durch einen aktivierten Wnt-Signalweg charakterisiert
sind [48]. Letztendlich wird phosphoryliertes B-Catenin durch die Ubiquitin-E3-Ligase

5= TrCP ubiquitiniert und in Proteasomen abgebaut.
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Abb. 1. Der Wnt-Signalweg [48].

Werden Wnt-Proteine sezerniert, kommt es zu einer Blockierung des Abbaus von B-Catenin
durch Aktivierung des zytoplasmatischen Phoshoproteins Dishevelled, welches die GSK3f3
inhibiert. Es erfolgt der nukleare Transport von B-Catenin, der abhangig ist von der Bindung
an Bcl-9 und Pygopus-Co-Faktoren. Im Zellkern bilden B-Catenin und TCF/LEF einen
Komplex, welcher an DNA bindet und spezifische Zielgene aktiviert (siehe Abb. 2). TCF/LEF-
Molekule sind DNA-bindende Proteine, die die gleiche Promotor-Sequenz erkennen [49]. Ist
der Wnt-Signalweg nicht aktiviert, sind die TCF/LEF-Molekile an Transkriptions-
Repressoren wie Groucho gebunden, welche den Gen-Promotor inaktivieren [5]. Eine
nukleadre Akkumulation von B-Catenin 16st Groucho von der TCF/LEF Bindung. Die DNA-
bindenden Proteine spielen eine Rolle in der Chromatin-Umgestaltung und flhren zu einer
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Veranderung der Promotor-Architektur, welche den Promotor zugéanglich flr verschiedenste
Transkriptionsfaktoren macht [46], [48].

1.3.3 Der Wnt-Signalweg in der kolorektalen Karzinogenese

Es ist zu differenzieren, dass B-Catenin zwei voneinander getrennte Rollen ausfillt: 1. In
Verbindung mit E-Cadherin trégt es zur Erhaltung eines epithelialen Phanotyps bei. 2. Es
agiert als Transkriptionsfaktor und Haupteffektor des Wnt-Signalweges und ist damit fr die
Aufrechterhaltung der Stammzellen des Kolons und der Krypten von essentieller Bedeutung.
Ein aktivierter Wnt-Signalweg hat offenbar eine entscheidende Bedeutung fir die kolorektale
Karzinogenese. Bereits in der adenomatésen Zwischenstufe ist nukledres B-Catenin zu
detektieren mit zunehmender Expression bis hin zum Adenokarzinom [50].

Da nukledres p-Catenin als ein Transkriptionsfaktor klassifiziert wurde, ist die Identifizierung
der Zielgene von immenser Bedeutung, um die Rolle von B-Catenin und des Wnt-
Signalweges in der Tumorprogression zu verstehen.

Die ersten Gene dieser Art, die identifiziert werden konnten, sind die Onkogene c-myc und
Cyclin D1 [51-53]. Diese fuhren zu einer dysregulierten Proliferation. Auch das Gastrin-Gen,
welches ein trophischer Faktor fir intestinales Tumorwachstum zu sein scheint, wird durch
nukledres B-Catenin aktiviert [54]. Ebenso PPAR® (peroxisome proliferator-activated
receptor), ein Mitglied der nukledren Rezeptor Familie, der ein potenter Aktivator flr das
Tumorwachstum ist, wird durch B-Catenin/TCF aktiviert [55]. Andere Zielgene sind MDR1
(multidrug resistance) und Survivin, welche Zelltod-Signalwege supprimieren [56], [57].

Es konnte gezeigt werden, dass nukledres B-Catenin eine wichtige Rolle in der
Dedifferenzierung von epithelialen Zellen im Bereich der Invasionsfront spielt [58], [59].
Diese Annahme wird dadurch gestarkt, dass eine zunehmende Anzahl von Zielgenen des
Wnt-Signalweges identifiziert werden konnten, welche Regulatoren der Zelldifferenzierung
und Effektoren der Invasion und Disseminierung darstellen. Zu nennen sind Cdx-1, 1d2
(inhibitor of differentiation) und ENC1 (ectodermal-neural cortex) [60-62]. Alle drei Proteine
inhibieren die epitheliale Differenzierung und halten die Zellen in einem weniger
differenzierten, stammzell-dhnlichen Zustand. Eine Aktivierung solcher Gene durch
nukleares B-Catenin kénnte den dedifferenzierten Phénotyp von Kolonkrebszellen im
Bereich der Invasionsfront erkléaren [5].

Andere Gene, die durch nukledres B-Catenin reguliert werden, und Effektoren der
Tumorprogression in kolorektalen Karzinomen darstellen, sind uPAR (urokinase receptor)
[63], MMP-7/Matrilysin (matrix metalloproteinase) [64], [65], c-jun [63], ets2 [66], VEGF
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(vascular endothelial growth factor) [67], bFGF (basic fibroblast growth factor) [5], Fibronectin
[68], Laminin-5 [69] und CD44 [70]. uPAR und Matrilysin werden von Tumorzellen exprimiert
und ermdglichen der extrazelluldren Matrix die Proteolyse. Dadurch kdnnen sich die
Tumorzellen vom Primartumor lésen und erh6hen deren Beweglichkeit. Laminin-5 wird in
den dedifferenzierten Tumorzellen der Invasionsfront Uberexprimiert und ist einer der
potentesten Aktivatoren der epithelialen Zellmigration [71], [72]. Das Onkoprotein c-jun, ein
Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1, ist seinerseits ebenfalls ein Transkriptionsfaktor
der die Invasionsfaktoren uPAR, Matrilysin und Laminin-5, ebenso wie ets2 aktiviert [73].

c-mye, cyelin 071 growth
PPARS
MDRT, survivin survival

_ mANA COX-1, Id-2, ENK1 dedifferentiation

'x‘tranz-c:riptiun

MMP-7, uPA-R proteolysis
laminin-5 32 chaln migration
bFGF, VEGF stroma induction, angiogenesis
Ch44 dissemination
E-cadherin cellular detachment

loss of function

Abb. 2. Zielgene des Wnt-Signalweges [5].

APC besitzt unabhangige B-Catenin-Effekte auf die kolorektale Karzinogenese. Das APC-
Bindungsprotein Asef-1 bindet an der N-terminalen APC-Region, welche in den meisten
kolorektalen Karzinomen erhalten ist und agiert so als GEF (guanine nucleotide exchange
factor) und aktiviert die GTPasen Rho und Rac, die weitere Effektorproteine stimulieren,
welche letztendlich fir die Organisation des Zytoskeletts und damit die Auspragung der
Zellgestalt in disseminierten Tumorzellen verantwortlich sind [74]. Des Weiteren spielt APC
eine wichtige Rolle in der Chromosomentrennung wahrend der Mitose, indem es an
Mikrotubuli und die Kontrollproteine Bub 1 und 3 bindet [75], [76]. Diese APC-Region existiert
in den meisten kolorektalen Karzinomen mit APC-Mutationen nicht und kdnnte die hohe Rate
an CIN in diesen Tumoren erklaren.
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Die meisten kolorektalen Karzinome weisen als erste genetische Alteration APC-Mutationen
auf. Es gibt jedoch auch mikrosatelliteninstabile Karzinome, darunter fallen die HNPPC und
etwa 15% der sporadischen kolorektalen Karzinome. In mehr als der Halfte dieser
Karzinome kénnen keine APC-Mutationen nachgewiesen werden [77]. Mutationen in andere
Effektoren des Wnt-Signalweges, die zu einer erhéhten B-Catenin Aktivitat fihren, konnten
in einer hohen Anzahl in MSI-Tumoren gefunden werden. Zu nennen waren da Mutationen
der GSK3B und auch B-Catenin. Diese Mutationen konnten in 27% der MSI-Tumoren
identifiziert werden und flihren ebenfalls zu einer nuklearen Akkumulation von B-Catenin
[78]. Mutationen im Conductin/Axin-2-Gen wurden in 25% dieser Tumoren gefunden und
fihren ebenfalls zu einer nukledren Akkumulation von B-Catenin [79]. In 39% der MSI-
Tumoren wurden Frameshift-Mutationen im TCF-4-Gen gefunden [80]. Ebenso konnte in
Colitis-ulcerosa-assoziierten kolorektalen Karzinomen APC-Mutationen mit nuklearer (-
Catenin Akkumulation nachgewiesen werden [81]. Somit konnten in fast allen kolorektalen
Karzinomen ein aktivierter Wnt-Signalweg durch Mutationen von APC, B-Catenin oder
anderen Effektoren festgestellt werden.

1.4 Ziel der Studie

Ein aktivierter Wnt-Signalweg in der kolorektalen Karzinogenese wurde in vielen Studien
belegt. Dem Studiendesign entsprechend ist es das Ziel, erstmalig die Proteinexpression der
drei wichtigsten Signalproteine des Wnt-Signalweges gemeinsam im kolorektalen Karzinom
sowie synchronen Leber- und Lymphknotenmetastasen zu charakterisieren. Es soll die
Dynamik der Proteinexpressionen kontextabhangig herausgearbeitet werden, um ein
besseres Verstandnis der Metastasierung der kolorektalen Karzinome zu erlangen. Dies ist
fir eine frihzeitige molekulare individualisierte Therapiestrategie (,Targeted Therapy")

unerlasslich.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

In der vorliegenden Studie wurde von 24 Patienten, die an einem kolorektalen Karzinom
erkrankt waren, Paraffin eingebettetes Gewebe aus dem Zeitraum von 1996 bis 2005 aus
dem Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Disseldorf (Direktor: Prof. Dr. med. H.
E. Gabbert) verwendet. Die Praparate wurden gemaB der Richtlinien der 7. Auflage der
TNM-Klassifikation der UICC hinsichtlich des  Tumorstadiums (TNM), des
Differenzierungsgrades (G) sowie des Resektionsstatus (R) histopathologisch beurteilt [82] .

Das Patientenkollektiv (siehe Tabelle 8) bestand aus 13 Mannern (54,16%) und 11 Frauen
(45,83%) (siehe Tabelle 10). Der Altersmedian betrug 62 Jahre (41-85 Jahre), das mittlere
Lebensalter 62,9 + 10,3 Jahre. In 7 Féllen (29,16%) war der Primartumor im Colon
ascendens, jeweils in 6 Féllen (25%) im Sigma und Rektum, in 4 Fallen (16,6%) im Caecum
und in einem Fall (4,16%) im Colon descendens lokalisiert (siehe Tabelle 8).

2.2 Gewebeaufbereitung

Die aus dem Operationsresektat reprasentativen Tumorgewebeproben wurden in Paraffin
eingebettet. Mithilfe eines Schlittenmikrotoms (SM2000R Mikrotom, Leica Microsystems,
Wetzlar) wurden aus den Tumorproben konsekutive Gewebeschnitte mit einer Dicke von 4
um (Mikrometer) hergestellt und auf Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig) aufgebracht. Diese wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei +4°C gelagert.

2.3 Immunhistochemie

Ziel der immunhistochemischen Untersuchung ist es, eine definierte Gewebe- bzw.
Zelldeterminante mittels einer Antigen-Antikérper-Reaktion sichtbar zu machen. Dazu bedarf
es spezifischer Primarantikérper.

Zur Detektion des sog. Priméarantikérpers wurde eine indirekte enzymatische Methode
angewandt. Im Gegensatz zur direkten Methode, bei der der Primarantikdrper selbst mit
einem Enzym gekoppelt ist und so direkt nachgewiesen werden kann, greift bei der
indirekten Technik ein zweiter sog. Sekundar- oder Briickenantikérper den Ersten am Fc-Teil
an. Dieser Sekundarantikérper verbindet den Prim&rantikérper mit einem Enzymkomplex.
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Tabelle 8. Patientenkollektiv.

Klinisch-pathologische Parameter n Patienten (%)
Patienten (n=24)
Mannlich 13 (54,16%)
Weiblich 11 (45,83%)

Altersmedian: 62 Jahre (41-85 Jahre)

Mittleres Alter: 62,9 + 10,3 Jahre

Lokalisation

Colon ascendens 7 (29,16%)

Sigma 6 (25%)

Rektum 6 (25%)

Caecum 4 (16,6%)

Colon descendens 1 (4,16%)
Differenzierungsgrad

G1 0

G2 17 (70,83%)

G3 6 (25%)

G4 1 (4,16%)
Primartumorstadium/T-Klassifikation

pT1 2 (8,3%)

pT2 1 (4,16%)

pT3 13 (54,16%)

pT4 8 (33,3%)
Lymphknotenstadium/N-Klassifikation

pNO 4 (16,6%)

pN1 1 (4,16%)

pN2 19 (79,16%)
Fernmetastasierung/M-Klassifikation

pMO 10 (41,6%)

pM1 (HEP) 14 (58,3%)
Residualtumor/R-Klassifikation

RO 19 (79,16%)

R1 5 (20,83%)
UICC-Stadiengruppierung

Stadium | 3 (12,5%)

Stadium I 1 (4,16%)

Stadium 1l 6 (25%)

Stadium IV 14 (58,3%)
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Avidin-Biotin-Methode (ABC-Methode) verwendet
(siehe Abb. 3). Diese Technik nutzt die starke Affinitdt von Avidin/Streptavidin fir Biotin.
Avidin besitzt vier Bindungsstellen fur Biotin. Jedoch binden aufgrund der molekularen
Konfiguration in der Regel weniger als vier Biotinmolekule. Dieses Verfahren benétigt einen
biotinylierten Zweitantikérper. Die Biotinylierung ist ein schonender Vorgang, wobei Biotin
kovalent an den Antikérper gebunden wird. Freie Bindungsstellen am Avidin des Avidin-
Biotin-Komplexes binden an das Biotin des Brlickenantikérpers. Die Uberaus starke Affinitat
von Avidin gegenuber Biotin sowie der chemisch milde Biotinylierungsprozess verschafft der
ABC-Methode eine héhere Sensitivitat im Vergleich zu anderen Farbemethoden.

Es werden drei Reagenzien verwendet: erster und zweiter biotinylierter Antikérper sowie der
Strept-Avidin-Biotin-Komplex. Der erste Antikérper ist spezifisch fir das Antigen und
lokalisiert es. Der zweite Antikdrper bindet an den ersten und ist dabei an Biotin gekoppelt.
Das dritte Reagenz ist ein Komplex von an Avidin und Biotin konjugierter
Meerrettichperoxidase (ABC-Reagenz). Die unbesetzten Stellen des Avidin-Molekiils
gestatten das Binden an das Biotin des zweiten Antikdrpers. Die Peroxidase und somit auch
das Antigen werden mit Hilfe eines Chromogens sichtbar gemacht.

® é ®
o 'jl* Bictin-& vicin-komplesx

bictinylierter
Sekundérantikirper

JL Primérantikdrper

A /\ Artigen

Abb. 3. ABC-Methode.

(aus Boenisch ,Handbuch Immunhistochemische Farbemethoden®, 2003)
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2.3.1 Priméarantikorper und Sekundarantikérper

Zur Darstellung von B-Catenin wurde ein monoklonaler Kaninchen-Antikdrper verwendet.
Dieser reagiert mit einem Peptid nahe des C-terminalen Endes des B-Catenin-Proteins je
nach Lokalisation membranstandig, im Zytoplasma oder im Zellkern. Die Detektion von APC
erfolgte durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikérper, der mit einem Peptid in der Nahe
des c-terminalen Endes des APC-Proteins im Zytoplasma reagiert. Fir die
immunhistochemische Farbung des Wnt-1 Proteins wurde ein polyklonaler Kaninchen-
Antikérper verwendet. Dieser reagiert im Zytoplasma mit einem Peptid nahe des N-
terminalen Endes des Wnt-Proteins. Weitere Einzelheiten sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9. Prim&rantikdrper*.

Klon Spezifitat Spezies Verdiinnung Konzentration
E247 B--Catenin Kaninchen 1:250 4ug/ml
Polyklonal APC Kaninchen 1:50 4ug/ml
Polyklonal Whnt-1 Kaninchen 1:50 4ug/ml

*Die Primarantikérper wurden von Thermo Scientific, Fremont, Kalifornien, USA, bezogen.

Alle Primarantikérper wurden in 10%igem AB-Serum (Biotest, Dreieich) und Phosphat-
gepufferter Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) auf die erwiinschte Konzentration
verdinnt. AB-Serum ist ein antikérperfreies, humanes Serum der Blutgruppe AB. Anhand
von Schnittpréparaten von normaler Kolonmukosa, deren Epithelien die gesuchten Molekile
regelhaft exprimieren, wurden die einzelnen Antikérper in unterschiedlichen Verdinnungen
auf ein optimales Farbeergebnis hin titriert. Dabei zeigte die Verdinnung aller verwendeten
Antikérper bei einer Konzentration von 4ug/ml eine kraftige, spezifische Anfarbung bei
Ausbleiben einer unspezifischen Hintergrundfarbung.

Zum Ausschluss falsch negativer Resultate dienten als Positivkontrolle Gewebeschnitte von
normaler Kolonmukosa, die stets mitgefarbt wurden. Zum Ausschluss falsch positiver
Ergebnisse wurde zu jedem Pr3parat ein konsekutiver Schnitt im Verdinnungsansatz
mitgefarbt (irrelevante Isotyp-Kontrolle).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchflhrung der immunhistochemischen Analysen ein
Vectastain® ABC-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA) verwendet, welches
einen biotinylierten Sekundarantikdrper enthélt, der gegen den primaren Antikdrper gerichtet
ist und an diesen bindet.

21



2. Patienten, Material und Methoden

2.3.2 Durchfithrung der Inmunhistochemie

Die bis zum Zeitpunkt der Farbung bei +4°C gelagerten Gewebeschnittpraparate wurden
zunachst entparaffiniert. Hierfir wurden die Schnittpraparate 3x10 Minuten in Xylol und
danach jeweils 5 Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe (99,5-70% vol.) inkubiert.

Nun erfolgte die Demaskierung der Proteine des formalinfixierten, paraffineingebetteten
Gewebes. Die Gewebeschnittpraparate wurden hierflr in einer Target Retrieval Solution
(DakoCytomation GmbH, Hamburg) fir 30 Minuten inkubiert, welche zuvor in einem
Wasserbad auf 95°C erhitzt worden war. AnschlieBend erfolgte die AbklUhlung bei
Raumtemperatur far 20 Minuten.

Zur weiteren Vorbereitung wurde das Gewebe auf den Objekttragern mit einem Fettstift
(DakoCytomation GmbH, Hamburg) umrundet, um einen mdglichst geringen Verlust der
verwendeten Reagenzien wahrend der Immunhistochemie zu erlangen. In den nun
folgenden Schritten wurde darauf geachtet, dass die Schnittpraparate fiir die gesamte Dauer
der Immunhistochemie nicht austrocknen. Samtliche Inkubationsschritte wurden in einer

feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefahrt.

Zunachst erfolgte nun die Blockierung der endogenen Peroxidase zur Reduzierung
unspezifischer Reaktionen und damit verbundenen Hintergrundfarbungen. Hierzu wurden die
Schnittpraparate fir 30 Minuten mit 0,3%igem Wasserstoffperoxid (H,O,) versetzt.

Zum Blockieren unspezifischer Proteinbindungen wurden im folgenden Schritt die
Schnittpraparate fir 30 Minuten mit Normalserum versetzt.

Nach Verdinnung des Primédrantikérpers in AB-Serum/PBS auf die gewlnschte
Konzentration, wurden die Gewebeschnitte mit diesem fir 30 Minuten inkubiert. Nun erfolgte
die Inkubation fir 30 Minuten mit dem biotinylierten Sekundarantikérper und abschlieBend
fir 30 Minuten mit dem ABC-Reagenz.

Zur Entwicklung der Farbreaktion wurde Diaminobenzidin (DAB+) als Chromogen
(DakoCytomation GmbH, Hamburg) eingesetzt. Vorbereitend wurde DAB+ mit einem
Substratpuffer versetzt. Darauf wurden die Gewebeschnitte mit DAB+ fir 10 Minuten
inkubiert.

Nun erfolgte die Anfarbung in Hamalaun nach P. Mayer. Hierfir wurden die Gewebeschnitte
kurz in einer Hamalaun-L&sung inkubiert und dann fir 15 Minuten bei langsam flieBendem
Leitungswasser gewaschen. H&malaun bindet u. a. an die negativ geladenen
Phosphatgruppen von Nukleinsauren, was in einer blaulichen Anfarbung der Kernstruktur
resultiert. Zuletzt wurden die Schnittpriparate mit einem wéassrigen Eindeckmittel (Aquatex®,
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Merck KGaA, Darmstadt) Uberschichtet, welches die abschlieBend aufgelegten Deckglaser

nach Lufttrocknung Uber Nacht dauerhaft fest mit dem Objekttrager verband.

2.4 Auswertung

Bei den Primartumoren wurden die zentralen Areale und die Invasionsfront getrennt
analysiert. FUr die Bestimmung der Anzahl positiver Tumorzellen diente eine Skala von 0-
100% in 10%-Schritten. Die Farbeintensitat wurde von 0 bis +3 kategorisiert. Ferner wurde
der Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner verwendet [83]. Die
Auswertungskriterien  dieses semiquantitativen  Verfahrens sind in Tabelle 10

zusammengefasst.

Tabelle 10. Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner.

Anzahl positiver Tumorzellen Farbeintensitat

Keine positiven Zellen 0 Punkte keine Farbung 0 Punkte
<10% 1 Punkt schwach 1 Punkt
10-50% 2 Punkte maBig 2 Punkte
51-80% 3 Punkte stark 3 Punkte

> 80% 4 Punkte

Anzahl positiver Tumorzellen X Farbeintensitat = IRS  (0-12 Punkte)

2.4.1 Statistische Analysen

Samtliche Parameter wurden mit dem Programm SPSS 16.0 statistisch ausgewertet. Ferner
wurde Microsoft Excel 2003 verwendet. Fir die statistische Analyse wurden nicht
parametrische Variablen mit Hilfe von Rangsummentests (Mann-Whitney-Test) ausgewertet.
Dartiber hinaus wurden der Chi-Quadrat-Test sowie der Fisher's-Exact-Test fir die
multifaktorielle Analyse entsprechender Parameter verwandt. Das Signifikanzniveau wurde
auf p<0,05 festgelegt. P-Werte zwischen 0,05 und 0,1 wurden als Tendenz bewertet.

Der Mann-Whitney-Test ist den nichtparametrischen Tests zuzuordnen [84].
Nichtparametrische Tests zeichnen sich insgesamt dadurch aus, dass die Werte keiner
normalverteilten Grundgesamtheit angehéren mussen. Der Mann-Whitney-Test zeigt, ob
zwei unabhangige Stichproben derselben Grundgesamtheit entstammen. In  der
vorliegenden Arbeit wurden hierdurch vergleichende Analysen der Proteinexpressionen in
den unterschiedlichen Geweben durchgefuhrt. Letztendlich wird eine Signifikanz fir die
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Nullhypothese berechnet. Die Nullhypothese, die davon ausgeht, dass die untersuchten
Werte einer gleichen Grundgesamtheit angehéren, kann somit bestétigt oder

zurlickgewiesen werden.

Fir die statistische Berechnung einer mdglichen Signifikanz zwischen den
Proteinexpressionen und den histopathologischen Parametern wurde der Chi-Quadrat-Test
eingesetzt [85]. Die Nullhypothese geht davon aus, dass kein Zusammenhang zwischen den
untersuchten Variablen besteht. Bei einem p-Wert <0,05 kann dies zurlickgewiesen werden
und man kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgehen, dass ein Zusammenhang
zwischen den Variablen, also der untersuchten Proteinexpressionen und histopathologischen
Parametern, in dem untersuchten Kollektiv besteht.

Der Fisher-Exact-Test kalkuliert anhand einer Vierfeldertafel einen Wahrscheinlichkeitswert
fur die Beziehung zwischen zwei dichotomisierten Variablen. Hierbei entspricht der Fisher's-
Exact-Test dem Chi-Quadrat-Test. Der Chi-Quadrat-Test gibt jedoch nur eine Schatzung des
wahren Wahrscheinlichkeitswertes, die bei einer Anzahl von weniger als finf in einem Feld
unsicherer wird. Sodann erhalt der Fisher-Exact-Test den Vorzug.
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3. Ergebnisse

3.1 B-Catenin

B-Catenin stellt die Endstrecke der Wnt-Signalkette dar. Eine nukleére $-Catenin-Expression
ist als Hinweis auf einen aktivierten Wnt-Signalweg zu werten (siehe Abb. 4 bis 6). Die
Auswertung der nukledren Expression erfolgte nach positiver und negativer Kernféarbung der
epithelialen Zellen beziehungsweise der Tumorzellen. Insbesondere war in den
Primartumoren der Unterschied der nuklearen Expression von B-Catenin in den zentralen
Bereichen sowie deren peripheren Auslaufern von Interesse, da nukleares B-Catenin eine
wichtige Rolle in der Dedifferenzierung von epithelialen Krebszellen im Bereich der
Invasionsfront zu spielen scheint [57], [58]. Deshalb wurde in den kolorektalen Karzinomen
die nukledre Expression in den zentralen Tumoranteilen und den peripheren
Tumorauslaufern (Invasionsfront) getrennt ausgewertet (siehe Abb. 5,7 und 8).

-. ;'
'v. s
gy

Abb. 4. B-Catenin-Expression in Normalmukosa (A), Primartumor (B), Lymphknoten— (C) und
Lebermetastase (D), 100fache VergréBerung.
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Abb. 5. Expression von B-Catenin im Bereich der Invasionsfront (A) und zentralen
Tumoranteilen (B) eines Priméartumors, 200fache VergréBerung.

Im Normalgewebe zeigte sich keine nukledre Proteinexpression von B-Catenin. In den
zentralen Tumoranteilen zeigten 49,17% eine starke nukledre Expression (3+), im Bereich
der Invasionsfront waren es 78,34% der Tumorzellen. Dieses Ergebnis war statistisch
signifikant (p<0,001). In den Leber- (45,84%) und Lymphknotenmetastasen (45%) zeigte sich
ein homogenes nukledres Expressionsmuster in Bezug auf die zentralen Tumoranteile der
Primartumoren (siehe Abb. 7 und 8). Hier ergab sich keine statistische Signifikanz zwischen

den Primartumoren sowie den Leber- und Lymphknotenmetastasen.

Abb. 6. Expression von nukledrem B-Catenin (siehe Pfeile). Perinukleare zytoplasmatische
Farbung. 400fache VergrdBerung, Aufnahme aus einem Primartumor.
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Abb. 7. Nukleére Expression von B-Catenin in Normalmukosa (NM), Invasionsfront Primartumor
(PTInv), Primartumor (PT), Leber (HEP) und Lymphknoten (LK). Keine nukleédre Expression zeigte
sich in der Normalmukosa. Statistisch signifikant erhdht (p<0,001) war die nukledre Expression von -
Catenin in den Tumorzellen im Bereich der Invasionsfront in Gegenlberstellung der zentralen
Tumoranteile der Primartumoren.
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Abb. 8. Verteilungsmuster der nukleédren B-Catenin-Expression. Deutlich zu erkennen ist das
signifikant erhéhte Expressionsniveau im Bereich der Invasionsfront der Primartumoren (p<0,001). In
den zentralen Anteilen der Primartumoren zeigte sich das Verteilungsmuster in Bezug auf die Leber-

und Lymphknotenmetastasen homogen.
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Im Verlauf eines nukleédren Transfers von B-Catenin liegt dieses in einem ,freien“ Zustand im
Zytoplasma vor. Insofern ist die zytoplasmatische Expression von (B-Catenin als Teil der
Endstrecke der Wnt-Signalkette von Bedeutung.

Die Tumorzellen der Primartumoren wiesen im Zytoplasma eine Expressionsrate (3+) von
durchschnittlich 74,58% auf. In den Leber- (71,67%) und Lymphknotenmetastasen (62%)
zeigte sich ebenfalls eine hohe zytoplasmatische Proteinexpression. Im Vergleich zu der
zytoplasmatischen Expression von B-Catenin im Normalgewebe der epithelialen Zellen,
(41,67%) war die Expression in den Tumorzellen der Primartumoren (p<0,001), den Leber-
(p=0,001) und Lymphknotenmetastasen (p=0,017) statistisch signifikant erhéht (siehe
Tabelle 11) .

Tabelle 11. Zytoplasmatische p-Catenin-Expression.

Anzahl d. Zellen in % 0 1+ 2+ 3+ p-Wert
Normalmukosa 0% 8,75% 49,58% 41,67%

Priméartumor 0,42% 3,75% 21,25% 74,58% p<0,001
Leber 0% 2,92% 25,42% 71,67% p=0,001
Lymphknoten 0% 4,5% 33,5% 62% p=0,017

B-Catenin ist in Verbindung mit E-Cadherin fir die Aufrechterhaltung eines epithelialen
Phéanotyps verantwortlich [5]. Diese Funktion entspricht der membranaren Expression von $3-
Catenin (siehe Abb. 9 und 10). Hierbei war in der vorliegenden Arbeit von Interesse die
membrandre Expression von (-Catenin in den Primartumoren sowie Leber- und

Lymphkontenmetastasen in Bezug auf das Normalgewebe zu charakterisieren.

Legt man den prozentualen Mittelwert der membranaren Expression der starksten Kategorie
3+ der epithelialen Zellen des Normalgewebes (76,67%) als Ausgangswert fest, findet sich in
den anderen untersuchten Geweben ein homogenes Expressionsmuster: in den
Primartumoren wiesen 72,92% der Tumorzellen eine starke membranadre Expression auf; in
den Lebermetastasen 81,25% und in den Lymphknotenmetastasen 83,5% der Tumorzellen
(siehe Tabelle 12). Statistisch signifikant war die membranare Expression in den tumordsen
Geweben im Vergleich zum Normalgewebe nicht.

Tabelle 12. Membranére B-Catenin-Expression.

Anzahl der Zellen in % 0 1+ 2+ 3+
Normalmukosa 0% 1,25% 22,08% 76,67%
Priméartumor 0,83% 2,08% 24,17% 72,92%
Leber 0% 0% 18,75% 81,25%
Lymphknoten 0% 0% 16,5% 83,5%
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Abb. 9. Membranéare B-Catenin-Expression (siehe Pfeile) in einem Primartumor, 200fache
VergrdBerung.
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Abb. 10. Vergleich der B-Catenin-Expression in einer Lymphknoten- (A) und Lebermetastase
(B), 100fache VergréBerung.

Zusatzlich war es eines der Ziele der vorliegenden Arbeit die Proteinexpression von f3-
Catenin in Korrelation zu TNM-Status und G-Kategorie zu stellen, um mdglicherweise
Aussagen anhand des Tumorstadiums Uber den zu erwartenden Krankheitsverlauf zu

ermdéglichen. Hierfir wurden Gruppen nach Kklinisch-pathologischen Gesichtspunkten
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gebildet, die miteinander verglichen wurden (T1/2 versus T3/4 usw.). Einzelheiten sind
Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13. Ergebnisse der B-Catenin-Expression in Korrelation mit dem TNM-Status und
histopathologischem Grading (G).

Anzahl positiver Zellen in % NM PT HEP LK
Nukleares B-Catenin

T1/2 0% 46,67% 30% 50%

T 3/4 0% 49,52% 48,1% 44.73%
NO 0% 40% 27,5%

N1/2 0% 51% 49%

MO 0% 47% 39% 50%
M1 0% 50,7% 50,7% 42,3%
G1/2 0% 47,64% 49,4% 40,71%
G 3/4 0% 52,85% 37,41% 55%

Anzahl positiver Zellen in %
der Kategorie 3+

Zytoplasmatisches B-Catenin

T1/2 50% 80% 60% 70%

T 3/4 40.48% 73,81% 73,33% 61,58%
NO 50% 60% 60%

N1/2 40% 77,5% 74%

MO 46% 77% 63% 68,58%
M1 38,58% 72,86% 77,86% 58,46%
G1/2 41,18% 77,65% 75,88% 56,43%
G 3/4 42,86% 76,14% 61,43% 75%
Membranares 3-Catenin

T1/2 90% 76,67% 80% 70%

T 3/4 74,76% 72,38% 81,43% 84,21%
NO 87,5% 60% 80%

N1/2 90% 80% 80%

MO 84% 75% 81% 82,86%
M1 71,43% 71% 81,43% 83,85%
G1/2 76,47% 74,7% 81,76% 81,42%
G 3/4 77,15% 68,57% 80% 88,33%

Ein Trend entsprechend einer erhéhten nukledren B-Catenin Aktivitat in Korrelation mit
einem zunehmenden TNM-Status konnten nicht gezeigt werden. Im G1/2-Stadium zeigten
56,43% der Tumorzellen in den Lymphknotenmetastasen eine starke zytoplasmatische
Farbeintensitat (3+); im Stadium G3/4 lag diese bei 75% (p=0,062). Dies ist als statistischer
Trend zu werten (siehe Abb. 11).
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Abb. 11. Verteilungsmuster der zytoplasmatischen Expression von -Catenin in
Lymphknotenmetastasen von ,,Jow-grade“(G1/2)- und ,,high-grade*“(G3/4)-Tumoren. Erkennbar
ist das erhdhte Expressionsniveau in Lymphknotenmetastasen von G3/4-Tumoren (p=0,062).

3.2 Wnt-1

Whnt-1 ist ein Glykoprotein, welches flir die Signallibertragung an der Plasmamembran
essentiell und auf diese Weise flir die nukledare Akkumulation von [3-Catenin
mitverantwortlich ist [5] [48]. Anhand der Proteinexpression soll in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss von Wnt-1 in der Metastasierung innerhalb des Wnt-Signalweges untersucht
werden. Die Proteinexpression von Wnt-1 wird im Zytoplasma detektiert, wobei innerhalb der
Zellen eine verstarkte Anfarbung in den basalen Abschnitten zu verzeichnen war.

Tabelle 14. Expression von Wnt-1.

Anzahl d. Zellen in % 0 1+ 2+ 3+ p-Wert
Normalmukosa 5,2% 28,04% 37,68% 25,72%

Priméartumor 5,6% 29,64% 40,48% 20,52%

Leber 20,8% 55,64% 16,48% 3,32% p=0,003
Lymphknoten 4,23% 33,86% 46,77% 11,09%

In allen Geweben zeigte sich ein hoher Anteil aller Expressionsstarken und somit ein
heterogenes Verteilungsmuster (siehe Tabelle 14 und Abb. 12 und 13). Legt man den
héchsten Expressionsgrad (3+) zu Grunde, wiesen in der Normalmukosa im Zytoplasma
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25,72% aller epithelialer Zellen eine entsprechende Farbung auf, in den Prim&rtumoren

20,52% aller Tumorzellen.

Abb. 12. Wnt-1-Expression in einem Primartumor, 100fache VergréBerung.

In den Leber- und Lymphknotenmetastasen war die Anzahl der Tumorzellen entsprechend

eines zytoplasmatischen Expressionsgrades von 3+ niedriger: In den Lebermetastasen

3,32% (p=0,003) und in den Lymphknotenmetastasen 11,09% aller Tumorzellen.
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Abb.13. Verteilungsmuster der Wnt-1-Expression. Insgesamt imponiert ein sehr heterogenes
Expressionsmuster mit der héchsten Verteilungsbreite im Normalgewebe (NM).Im Median zeigt sich
die héchste Expression in den Primartumoren. In der Leber (HEP) zeigt sich eine signifikant

reduzierte Expression (p=0,003).
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In Korrelation nach dem TNM-Status sowie dem histopathologischen Grading fand sich in
allen gebildeten Gruppen kein Ergebnis, welches weiterfuhrende Rickschlisse anhand der
genannten Parameter zulasst (siehe Tabelle 15). Die Proteinexpression von Wnt-1 zeigte
entsprechend den zugeordneten Parametern keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 15 Ergebnisse der Wnt-1-Expression in Korrelation mit dem TNM-Status und
histopathologischem Grading (G).

Anzahl positiver Zellen in %

der Kategorie 3+ NM PT HEP LK
T1/2 30% 20% 0% 0%
T3/4 26,19% 21,43% 3,81% 12,11%
NO 22,5% 17,5% 0%

N1/2 27,5% 22% 4%

MO 19% 28% 2% 11,43%
M1 32,14% 16,43% 4,29% 11,54%
G1/2 25,88% 22,35% 1,76% 10,71%
G 3/4 28,57% 18,57% 7,14% 13,33%
3.3 APC

Da die meisten kolorektalen Karzinome als genetische Alteration eine APC-Mutation
aufweisen, war es einer der Ziele dieser Arbeit, die Proteinexpression von APC in den
Primartumoren sowie den synchronen Metastasen zu untersuchen. Die Detektion von APC
erfolgte im Zytoplasma. In den vorliegenden Ergebnissen zeigte sich eine Betonung der
Proteinexpression der basalen Abschnitte innerhalb der einzelnen Tumorzellen (siehe Abb.
14).

Eine starke, kraftige Anféarbung im Sinne einer starken Proteinexpression von APC (3+) war
nicht zu verzeichnen (siehe Tabelle 16). Die Expression in allen untersuchten Geweben
waren der Kategorie 1+ und 2+ zuzuordnen, so dass das Expressionsmuster sehr heterogen
imponierte. Die hdchste Proteinexpression war in der Normalmukosa zu werten, in der
35,42% aller epithelialen Zellen der Kategorie 2+ zugeordnet werden konnten. In Bezug
hierauf war in den Primartumoren sowie Leber- und Lymphknotenmetastasen eine signifikant
reduzierte Expression zu sehen. In den Primartumoren waren 10,42% (p=0,002) der
Tumorzellen entsprechend der Kategorie 2+ positiv, in den Lebermetastasen 1,67%
(p=0,006) und den Lymphknotenmetastasen 5,5% (p=0,012) aller Tumorzellen.
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3. Ergebnisse

Tabelle 16. Expression von APC.

Anzahl d. Zellen in % 0 1+ 2+ 3+ p-Wert
Normalmukosa 19,17% 44,58% 35,42% 0,83%

Primartumor 2417% 65,42% 10,42% 0% p=0,022
Leber 59,17% 39,17% 1,67% 0% p=0,006
Lymphknoten 35% 59,5% 5,5% 0% p=0,012

Analog zu der Expression von Wnt-1 fanden sich nach Kklinisch-histopathologischen

Parametern keine weiterfihrenden Ergebnisse. Die Proteinexpression in den untersuchten

Geweben zeigte keine Ergebnisse, die weiterflihrende Aussagen zulieB (siehe Tabelle 17).

Abb. 14. APC-Expression, 100fache VergrdBerung.

Tabelle 17. Ergebnisse der APC-Proteinexpression in Korrelation mit dem

histopathologischem Grading (G).

Anzahl positiver Zellen in %

TNM-Status und

der Kategorie 2+ NM PT HEP LK
T1/2 33,33% 13,33% 6,66% 0%

T 3/4 35,71% 10% 0,96% 5,79%
NO 25% 15% 5%

N1/2 37,5% 9,5% 1%

MO 31% 11% 2% 5,71%
M1 38,57% 10% 1,43% 5,38%
G1/2 33,53% 12,35% 1,18% 5%

G 3/4 40% 5,72% 2,86% 6,66%
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4. Diskussion

4.1 B-Catenin

B-Catenin ist der Haupteffektor des Whnt-Signalweges und im Darm am Erhalt eines
epithelialen Phanotyps (membrandre Lokalisation) beteiligt. In nukledrer Lokalisation agiert
es als Transkriptions-Aktivator [5]. In der vorliegenden Untersuchung konnte eine nukleare
Expression von B-Catenin im Normalgewebe nicht beobachtet werden. Hingegen war in den
kolorektalen Karzinomen eine starke nukledre Proteinexpression zu detektieren. In den
Primartumoren zeigte die Auswertung der invasiven Tumorauslaufer (Invasionsfront) in
Bezug auf die zentralen Tumoranteile einen statistisch signifikanten Anstieg der nukleéren
Expression im Bereich der Invasionsfront. Die nukledre Proteinexpression der zentralen
Tumoranteile der Primartumoren im Vergleich zu den synchronen Leber- und
Lymphknotenmetastasen zeigte sich homogen (siehe Abb. 7 und 8).

Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen auch Brabletz et al. [86]. Es wird vermutet, dass
durch die nukleare Lokalisation von B-Catenin der funktionelle Wechsel zu einem Aktivator
fir die Transkription verschiedenster Zielgene erfolgt (siehe 1.3.3). Durch die starke
Aktivierung des Wnt-Signalweges kann es dann zu einer epithelialen-mesenchymalen
Transformation (EMT) der Tumorzellen kommen, so dass diese dann in ihrem invasiven und

metastatischen Wachstum bestarkt werden [42], [43].

In den Tumorzellen der Leber- und Lymphknotenmetastasen zeigte sich im Verhaltnis zu der
Invasionsfront der Primartumoren wieder eine reduzierte nukleare Expression von 3-Catenin.
Dies kénnte fur die These sprechen, dass im Rahmen der Metastasierung die Tumorzellen
eine mesenchymalen-epithelialen Transformation (MET) durchlaufen [5], [87]. Einige Studien
haben diese Uberlegung untersucht und analog zu den Primartumoren die Proteinexpression
von B-Catenin in den Metastasen entsprechend den zentralen Anteile und Invasionsfront
getrennt ausgewertet [5], [87]. Diese Auswertungen zeigten ebenfalls in den zentralen
Anteilen der Metastasen eine verminderte Proteinexpression. Diese Ergebnisse legen den
Verdacht nahe, dass es sich bei der Metastasierung um einen dynamischen Prozess
handelt. Dieser Eindruck wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt. Es
hat den Anschein, dass kolorektale Tumorzellen entsprechend ihrer ,Wnt-Aktivitat® in
verschiedenen Aktivierungsstufen miteinander interagieren kdnnen [87], [88] .

Brabletz et al. konnten nachweisen, dass die Proliferationsaktivitdt in disseminierten
Tumorzellen erniedrigt ist, trotz einer starken nukledren (-Catenin-Expression. Zwar
exprimierten diese Tumorzellen Cyclin D1, ein Zielgen des Wnt-Signalweges und zugleich
ein starker Aktivator der Proliferation, jedoch fand sich gleichzeitig auch eine starke
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Expression von p16, einem Inhibitor des Zellzyklus. Somit erklart sich die niedrige
Proliferationsrate in diesen Zellen. Méglich wéare, dass p16 durch Tumorzellen mit nuklearer
B-Catenin Expression aktiviert wird. Ein Verlust des epithelialen Phanotyps der Tumorzellen
im Rahmen einer EMT geht mit einer Reduktion der Proliferationsrate einher. Um das
Wachstum der Metastasen zu férdern, missen disseminierte, dedifferenzierte Tumorzellen

ihre epithelialen Funktionen wiedererlangen (MET) [87].

Untersuchungen des Microenvironment kolorektaler Tumorzellen anhand von in vivo
Genexpressionsanalysen mittels Microarrays konnten im Bereich der Invasionsfront Gene
identifizieren, welche fur entziindliche Prozesse sowie fur die Wundheilung von Bedeutung
sind. Diese scheinen eine Stabilisierung von nukledrem B-Catenin zu bewirken und somit auf

den Prozess der Metastasierung Einfluss zu nehmen [88].

In einer weiteren Arbeit wurde der Promotor von B-Catenin im Bereich der Invasionsfront
von kolorektalen Lebermetastasen untersucht. Hierbei fihrte ein verstarktes Ablesen des
Promoters zu einer erhdhten Proteinkonzentration von B-Catenin im Zytoplasma und
konsekutiv im Nukleus. Der Promoter wird Uber Zytokine und Chemokine des umliegenden
Bindegewebes aktiviert. Des Weiteren scheint die eigene transkriptionelle Aktivitdt des
Promoters Uber einen positiven Feedback-Mechanismus autoreguliert zu werden [89].

Zytoplasmatisches B-Catenin in den Primartumoren war in der vorliegenden Arbeit im
Verhaltnis zum Normalgewebe signifikant héher exprimiert, ebenso in den synchronen
Leber- und Lymphknotenmetastasen. Mdglicherweise ist dies durch eine hdhere
Konzentration von ,freiem* zytoplasmatischem B-Catenin im Verlauf des nuklearen Transfers
bedingt. Hugh et al. konnten eine verstarkte zytoplasmatische B-Catenin-Expression bei
ihren immunhistochemischen Analysen in kolorektalen Karzinomen und Lebermetastasen
ebenfalls beobachten [90]. Aufféllig — wenn auch nicht statistisch signifikant — war die
positive Korrelation zwischen der Expression von zytoplasmatischen B-Catenin und
steigendem G-Status in den Lymphknotenmetastasen. Hierbei kénnte es sich um ein
Zeichen der Dedifferenzierung handeln.

In der vorliegenden Studie zeigte sich ein homogenes Expressionsmuster von
membrandrem B-Catenin. Andere Arbeiten konnten zeigen, dass es im Bereich der
Invasionsfront sowohl in kolorektalen Karzinomen als auch in metastatischen L&sionen zu
einer signifikanten Reduzierung der membranédren Expression von (-Catenin als Zeichen

der EMT und somit der Tumorprogression und Metastasierung kam [87].
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4.2 Wnt-1

Wnt-1 ist ein von Krebszellen sezerniertes Glykoprotein, welches fir die Signallbertragung
an der Plasmamembran essentiell und fir die nukledre Akkumulation von B-Catenin
mitverantwortlich ist [48]. Entgegen der Vorstellung, dass sich in Tumorgeweben eine
erhdhte Proteinexpression im Sinne eines aktivierten Wnt-Signalweges zeigt, fand sich ein
homogenes Expressionsverhalten. In den Lebermetastasen war die Expression sogar
signifikant erniedrigt.

Bei Durchsicht anderer wissenschaftlicher Publikationen finden sich unterschiedliche
Ergebnisse bezlglich der Expression von Wnt-1. Stanczak et al. fanden in ihrer
immunhistochemischen Studie an kolorektalen Primartumoren sowie Normalmukosa
gegensatzliches Expressionsverhalten von Wnt-1: eine starkere Proteinexpression in der
Normalmukosa und Abnahme der Expression in den Primartumoren [91]. Zu einem
gegenlaufigen Ergebnis kamen Khor et al. Diese untersuchten an 47 kolorektalen
Karzinomen die Wnt-1 Expression mittels immunhistochemischer Farbungen mit dem
Ergebnis, dass die Expression signifikant héher in den Primartumoren ausfiel, als im
Vergleich zum Normalgewebe. Zugleich fanden sich jedoch auch vereinzelt Falle, in denen
die Expression in den Normalmukosen héher war, als in den Primartumoren [92]. Eine
weitere Studie zeigte ein homogenes Expressionsmuster [93]. Studien zu dem
Expressionsverhalten von Wnt-1 in autologen Metastasen liegen nicht vor.

Die gegensatzlichen Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass weitere Wnt-1-unabhéangige
Mechanismen bestehen, welche zu einer nukledren Akkumulation von 3-Catenin fihren und
somit an Tumorprogression und Metastasierung des kolorektalen Karzinoms beteiligt sind.
Aufzufthren sind hier in erster Linie APC-Mutationen [9]. Jedoch scheint auch das den
Tumor umliegende Gewebe (Microenvironment) mit den Tumorzellen zu interagieren und

hierdurch auf Zellproliferation und Invasion miteinzuwirken [44].

Zum anderem ist bekannt, dass auBer dem ,klassischen* (kanonischen) Wnt/B-Catenin-
Signalweg sogenannte nicht-kanonische Whnt-Signalwege bestehen, welche ebenfalls in
Bereichen wie Zelladhdsion, Zellmigration und Gestaltung des Zytoskeletts eine Rolle
spielen. Nicht-kanonische Wnt-Signalwege sind p-Catenin-unabhangig. Méglich ist die
Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges iiber die Ca**-sensitiven Proteinkinase
C (PKC) sowie CamKIl (Wnt/ Ca**-Signalweg) oder (iber GTPasen wie Rho, Rac oder Cdc42
(PCP (planar cell polarity)-Signalweg) [94]. Hierbei Gbernimmt nicht Wnt-1, sondern vor
allem Wnt-4 und Wnt-5a die Signallbertragung an der Zellmembran [95].
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4.3 APC

Die meisten kolorektalen Karzinome weisen als erste genetische Alteration eine APC-
Mutation auf [9]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die h6chste Proteinexpression von
APC im Normalgewebe. In den Prim&rtumoren und insbesondere in den Metastasen war die
Expression signifikant erniedrigt.

Eine erniedrigte Proteinexpression von APC in kolorektalen Karzinomen in Bezug auf
tumorfreies Gewebe konnte durch Lugli et al. bestatigt werden [96]. Chen et al. konnten
dieses Ergebnis in ihrer Studie ebenfalls belegen. Interessanterweise zeigte sich hier jedoch
in den Lebermetastasen eine &hnlich hohe Proteinexpression von APC wie im
Normalgewebe; teilweise war die Proteinexpression sogar héher [97].

Die verminderte Proteinexpression von APC in den kolorektalen Tumoren ist bedingt durch
die Inaktivierung des APC-Genes durch Mutation und konsekutiver verminderter
Proteinexpression. Dies tragt zu einer Translokation von 3-Catenin in den Zellkern bei. Eine
weitere Mdglichkeit ist die Hypermethylierung des Promotors von APC. Hierdurch kann
ebenfalls eine Inaktivierung des APC-Genes erfolgen und somit zu einer nukleéren
Stabilisierung von B-Catenin fihren [98], [99]. Es konnte gezeigt werden, dass in
kolorektalen Metastasen eine Zunahme der Methylierung von APC zu verzeichnen ist,
mdglicherweise als Zeichen eines Tumorprogresses [97].

Griinde fir eine wiederum erstarkte Proteinexpression in kolorektalen Metastasen kénnte in
dem heterogenen epigenetischen und genetischen Hintergrund der metastasierten Zellen
liegen [97]. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Tumorzellen wahrend der Tumorprogression
ihre optimale ,Wnt-Aktivitat® verlieren. Dies kann zum einen durch das veranderte
Microenvironment bedingt sein, zum anderen durch die im Gegensatz zur normalen Zelle
vorhandene Polyploidie. Knudsons , Two-Hit*-Hypothese basiert auf der Grundlage diploider
Zellen. Diesem Modell zufolge ist ein Tumorsuppressorgen auf einem Allel durch eine
Frameshift-Mutation inaktiviert und auf dem anderen Allel ebenfalls durch eine Mutation,
oder durch Loss of Heterozygosity (LOH) [100].

Aufgrund des polyploiden Charakters der metastasierten Tumorzellen bestiinde jedoch die
Mdoglichkeit, dass zwei ,Hits* fir eine Inaktivierung eines bestimmten Gens nicht mehr
ausreichend sind. Somit waren ein ,3rd Hit* oder sogar weitere ,Hits“ notwendig. Da es sich
bei der Tumorprogression um einen dynamischen Prozess handelt, kbnnten verschiedene
Aktivierungsstufen des APC-Genes vorliegen, welche unterschiedliche Expressionsmuster in
kolorektalen Metastasen erkldren kénnten. Dies wére als Reaktion der metastasierten
Tumorzellen auf das verdnderte Microenvironment zu werten, um sich wieder einer

optimalen ,Wnt -Aktivitat* anzunahern [101].
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Hanahan und Weinberg stellten die These auf, dass Tumorprogression mit schrittweise
entstehenden Akkumulationen von Mutationen in verschiedenen Signalwegen einhergehen
[102]. Denkbar ware jedoch auch, dass die Befahigung von Tumorzellen sich an veranderte
Gegebenheiten anzupassen dem zu Grunde liegt, dass wiederholt der gleiche Signalweg
Ziel von Mutationen ist. Hierdurch waren die Tumorzellen in die Lage versetzt, sich
veranderten genetischen und zellularen Gegebenheiten anzupassen [101].

4.4 Schlussfolgerung

In vergleichbaren immunhistochemischen Studien zum Wnt-Signalweg wurde in erster Linie
das Expressionsmuster von B-Catenin untersucht. Immunhistochemische Analysen zu APC
oder Wnt-1 existieren ungleich weniger. Eine Charakterisierung aller drei Molekulle
zusammen an demselben Patientenkollektiv und insbesondere in Zusammenhang mit
synchroner lymphatischer und hepatischer Metastasierung wurde bis jetzt nicht beschrieben.
Mit Hilfe dieser Studie war es mdglich, das Expressionsmuster dieser drei Molekile
zueinander im Rahmen der synchronen Metastasierung von kolorektalen Karzinomen néher

darzustellen.

Es konnte dargelegt werden, dass Mitglieder des Wnt-Signalweges kontextabhangig
unterschiedlich exprimiert sind. Es ist mdglich, dass der Wnt-Signalweg durch
unterschiedliche Regulatoren aus der direkten Umgebung der Tumorzellen (tumor
microenvironment) justiert wird, da die Expression von nukledrem B-Catenin von der
unterschiedlichen Lokalisation der Tumorzellen (Invasionsfront versus zentrale Tumoranteile)
abhangig zu sein scheint. Eine anfangliche APC- oder B-Catenin-Mutation ist flr eine
Aktivierung des Wnt-Signalweges notwendig, jedoch nicht ausreichend [103]. Zusétzlich
kénnten weitere somatische Mutationen in anderen Tumorsuppressor- und Onkogenen
synergistisch die Aktivitdt des Wnt-Signalweges bestimmen. Intrinsische (Tumorzellen) und
extrinsische Faktoren (Microenvironment) spielen somit wahrscheinlich wichtige Rollen in
der Tumorprogression, Invasion und Metastasierung, indem sie den aktivierten Wnt-
Signalweg fein justieren [104].

Zuséatzlich bestehen Hinweise, dass der Wnt-Signalweg mit anderen Signalwegen vernetzt
ist. Im nicht-kanonischen Whnt-Signalweg agiert Wnt-5a als SignalUbermittler an der
Zellmembran. Uber die Ca?*-sensitive Proteinkinase C (PKC) kann auf diese Weise die GSK
3B beeinflusst werden und hierdurch indirekt die Lokalisation von B-Catenin [95]. Auch
scheint der Wnt-Signalweg autoregulatorischen Gegebenheiten zu unterliegen.
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Des Weiteren konnte in dieser Arbeit herausgearbeitet werden, dass auf Proteinebene
wichtige Mitglieder des Wnt-Signalweges in Primartumoren und synchronen Metastasen
heterogen exprimiert werden. Dies ist ein Ergebnis, welches in einer Studie zum Mamma-
Karzinom von Wu und Mitarbeitern ebenfalls gezeigt werden konnte [105]. Dort konnte zum
Beispiel belegt werden, dass EGFR (epidermal growth factor receptor) in den Metastasen
signifikant hochreguliert ist gegentber den Primartumoren. Interessant kdnnte dies flr
mogliche Therapiestrategien sein, die gegen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren gerichtet sind:
Metastatische Lasionen waren sensitiver gegenlber einer solchen Therapie als die

Primartumore [105].

Diese beobachtete heterogene Expression ist ein wichtiger Aspekt der Metastasierung, denn
bis vor einiger Zeit ging man davon aus, dass keine genetischen Unterschiede oder eine
veranderte Proteinexpression von Mitgliedern wichtiger Signalwege innerhalb der
Tumorzellen zwischen Metastasen und Primartumoren vorliegen. Diese Ansicht war konform
dem gangigen Modell der Tumorprogression, welches die Karzinogenese von der frihen
Lasion zum invasiven Karzinom und letztendlich der soliden Metastase als mehrstufigen
Prozess beschrieb (siehe Abb. 15) [15], [106].

Primary tumaur Prirnary Secondary b
0 ﬁ retastasis ﬁ metastasis /

12 years " Nmonths 30 days ! <30 days
Abb. 15. Lineares Tumor-Progressionsmodell [107].

Im Rahmen dieser Entwicklung akkumulieren die Tumorzellen im Prim&rtumor genetische
und epigenetische Veradnderungen, die zu einem invasiven Tumor flhren. Einige
Tumorzellen erlangen dann durch weitere Mutationen die Fahigkeit zur Metastasierung, so

dass die Disseminierung von Tumorzellen als ein spéates Ereignis zu werten ist.

Gegen dieses lineare Progressionsmodell sprechen jedoch neuere Studien, die eine
molekulare Charakterisierung disseminierter Tumorzellen mittels komparativer genomischer
Hybridisierung (comparative genomic hybridization, CGH) durchgefihrt haben (siehe Abb.
16). Unterschiedliche genomische Aberrationen - wie genomische strukturelle
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Veranderungen, Punkt-Mutationen oder subchromosomale DNA-Veranderungen - konnten
zwischen Primartumor, disseminierten Tumorzellen sowie soliden Metastasen an
kolorektalen, Osophagus- und Mamma-Karzinomen und anderen Tumor-Entitaten
nachgewiesen werden [108]. Aufgrund dieser Tatsache ist von einer Disseminierung von
Tumorzellen auszugehen, deren Ursache nicht in einer Selektion einzelner Zellklone oder
genetischen Alterationen zu sehen ist. Die Disseminierung von einzelnen Tumorzellen kann
zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Tumorprogression stattfinden und so zu einer
allopatrischen  Selektion einer Vielzahl variabler Zellen flihren, welche an ihr jeweilig
spezifisches Microenvironment angepasst sind [107].
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Abb. 16. Paralleles Tumor-Progressionsmodell [107].

Bedingt durch diesen Selektionsdruck sowie der genetischen Instabilitdt der Tumorzellen
kann dies zu unterschiedlichen genomischen Aberrationen zwischen Primartumoren,

disseminierten Zellen und soliden Metastasen fihren [107], [108].

Hierdurch waren Tumoren zum Beispiel in der Lage, auf einen bestimmten Selektionsdruck

selektiv zu reagieren und sich einer neuen bestehenden Situation anzupassen [109].

Baldus und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie zu KRAS-Mutationen an kolorektalen
Primartumoren sowie lymphatischen und soliden Metastasen eine genetische Heterogenitat

zwischen Primartumoren und Metastasen nachweisen. Es zeigte sich interessanterweise
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zusétzlich eine intratumorale Heterogenitat in den Primartumoren im Sinne eines vermehrten

Auftreten von KRAS-Mutationen in den zentralen Tumoranteilen [110].

Trotz unterschiedlicher genomischer Aberrationen konnten zwischen Primartumoren,
disseminierten Tumorzellen sowie soliden Metastasen auch gemeinsame genomische
Aberrationen festgestellt werden. Dies konnte Ausdruck einer konvergenten Evolution
bestimmter Zellklone eines Tumors sein. Hierbei kénnten Tumorzellen im Rahmen der

Tumorprogression von gemeinsamen genomischen Aberrationen profitieren [108].

Die Halfte aller Tumorpatienten entwickeln postoperativ Metastasen oder Rezidive - haufig
sogar Jahre nach Resektion des Primartumors. Diese Patienten haben eine schlechte
Uberlebensprognose. Die Behandlungsoptionen fiir dieses Stadium der Erkrankung sind
sehr limitiert und haben meist palliativen Charakter [111]. Eine adjuvante Chemotherapie
kann das Risiko einer Fernmetastasierung reduzieren, ist aber aufgrund der hohen
Nebenwirkungen nicht flr alle Patienten indiziert. Neuere Therapien verfolgen deshalb den
Ansatz einer angepassten, individuellen molekularen Interventionsstrategie (,Targeted
Therapy®). Dies ist mittlerweile durch das verbesserte Verstandnis der Signalwege im
Rahmen der Metastasierung mdglich. Stellvertretend flr die individualisierte Behandlung des
kolorektalen Karzinoms ist Cetuximab zu nennen, ein monoklonaler Antikérper gegen EGFR
[112], [113]. Es konnte in zahlreichen Studien eine verbessertes Ansprechen der Therapie in
Patienten mit nachgewiesenem Wildtyp-KRAS Status gezeigt werden (im Durchschnitt ca.
50%) [114-116]. Die genetische Hetereogenitdt von KRAS-Mutationen und anderen
abhangigen EGFR-Signalmolekiilen (BRAF, PIK3CA) scheint das verminderte Ansprechen
auch bei Patienten mit nachgewiesenem Wildtyp-KRAS Status zu erklaren [109], [110]. In
Zukunft kénnte es mdglich sein, dass aufgrund der bestehenden genomischen Aberrationen
zwischen Primartumoren und Metastasen zur Indikationsstellung einer entsprechenden
individuellen molekularen Intervention anstelle aus Primartumoren, Biopsien aus Metastasen

zur pathologischen Begutachtung zu Rate gezogen werden [109].

Signifikante klinisch-pathologische Aussagen konnten in dieser Studie nicht getatigt werden,
was jedoch auch nicht das primare Ziel dieser Studie war. Hierfir war das Patientenkollektiv
auch zu klein. Auffallend war dennoch die positive Korrelation zwischen der Expression von
zytoplasmatischem  B-Catenin und einer schlechten Differenzierung in den
Lymphknotenmetastasen. In einer Studie zum Mamma-Karzinom konnte gezeigt werden,
dass eine hohe zytoplasmatische Expression von -Catenin mit einer schlechten Prognose
einhergeht [117].

Weitere Studien konnten belegen, dass eine hohe nukledre Expression von (-Catenin mit
einem erhdhten Risiko von Lymphknoten- und Lebermetastasen sowie einer schlechten
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Prognose korrelieren. Ebenso konnte gezeigt werden, dass hdhere nukledre (-Catenin-
Expressionen in adenomatdsen Zwischenstufen das Risiko der Entwicklung eines Karzinoms
signifikant erhdhen [118], [119]. Vielleicht ist es in Zukunft mdglich, B-Catenin als klinischen
Marker einzusetzen, um Hoch- von Niedrig-Risikopatienten zu unterscheiden und diese

somit frihzeitig einer individualisierten Therapie zufihren zu kénnen.
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