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1 Einleitung 

1.1 Aktuelle Epidemiologie und Bedeutung des kolorektalen 

Karzinoms (KRK) 

Dickdarmkrebs ist seit vielen Jahren eine der Krebsarten mit der höchsten 

Prävalenz und Mortalität. Für das Jahr 2019 wurde von der American Cancer 

Society die Zahl der neuen KRKs auf 145600 und die daraus resultierenden 

Todesfälle auf 51020 allein in Amerika geschätzt.[1] Damit liegt die geschätzte 

Prävalenz auf Platz vier aller Karzinome. Dies wird nur von Lungen-, Brust- und 

Prostatakarzinomen übertroffen. Auch in Deutschland lagen die Zahlen im Jahr 

2017 bei 23134 Todesfällen.[2] Es gibt jedoch eine rückläufige Tendenz: 

Das Robert Koch-Institut (RKI) berichtete im Jahr 2016, dass im Zeitraum von 

2003 bis 2013 der aktuelle Trend der durchschnittlichen jährlichen Veränderung 

der altersstandardisierten Rate -2,0% bei den Frauen und -1,7% bei den Männern 

betrage. Die Mortalität sei sogar noch stärker gesunken um 3,1% bei den Frauen 

und 2,4% bei den Männern. Das RKI führt diesen Rückgang unter anderem auf 

die Verbesserung der sekundären Prävention durch die Einführung des 

Koloskopiescreenings ab dem 55. Lebensjahr seit Oktober 2002 zurück. Dadurch 

stieg die Rate der Adenome, die bereits im in-situ Stadium diagnostiziert wurden, 

was somit den Outcome für diese Patientengruppe verbesserte.[3] 

1.2 Diagnostik, Staging und Therapie  

Die Koloskopie ist der Goldstandard für das Screening der asymptomatischen 

Bevölkerung auf KRK. Das Alter bei der ersten Untersuchung und die Häufigkeit 

der Diagnostik wird von verschiedenen Risikofaktoren, wie dem Vorliegen einer 

FAP (familiäre adenomatöse Polyposis) oder einem HNPCC-Syndrom 

(hereditäres, non-polypöses Kolonkarzinom) beeinflusst. Zum Staging und der 

präoperativen Untersuchung empfehlen die aktuellen S3-Leitlinien eine 

Abdomensonographie und eine konventionelle Röntgenaufnahme des Thorax. 

Eine zusätzliche CT-Untersuchung (Computertomographieuntersuchung) ist bei 
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Verdacht auf Fernmetastasen oder Infiltration der Nachbarorgane indiziert.[4] 

Entscheidend für die Prognose und Therapieplanung ist die UICC (Union for 

International Cancer Control) TNM-Klassifikation. Dabei beschreibt das T 

(Tumor) die Eindringtiefe des Primarius in das Gewebe, das N (Nodus) den 

Lymphknotenbefall und das M (Metastasen) die Metastasen.[5] Die häufigsten 

Metastasierungsorte des KRK sind Thorax, Peritoneum, Leber, Nervensystem, 

Knochen und andere Organe des Gastrointestinaltrakts. Dabei hat der Ort der 

Metastasierung einen großen Einfluss auf den Outcome. Beispielsweise 

beschreibt eine Studie von Matias Riihimäki 2016, dass Patienten mit 

Fernmetastasen in der Leber ein medianes Überleben von 9 Monaten aufwiesen. 

Hingegen liege bei Patienten mit peritonealen Metastasen nur ein medianes 

Überleben von 7 Monaten vor.[6] Es gibt also eine starke Indikation dafür, dass 

der Ort und die Ausbreitung der Metastasen einen großen Einfluss auf die 

Therapieentscheidung haben. In der Regel wird bis auf wenige Ausnahmen eine 

chirurgische Resektion durchgeführt. Bei Patienten im Stadium IV mit 

ausgedehnten Lebermetastasen und asymptomatischen Primärtumor wird 

beispielsweise ohne Resektion des Primarius primär eine Chemotherapie 

durchgeführt. Die Entscheidung, ob eine neoadjuvante, adjuvante oder palliative 

Therapie von Nöten ist, ist ebenfalls von dem Stadium des Tumors und den 

Risikofaktoren des Patienten abhängig.[4, 7-11] Der Trend zur personalisierten 

Medizin nimmt zu. Es wird empfohlen bereits vor Therapiebeginn den 

Mutationsstatus von BRAF und RAS festzustellen, um eine möglichst wirksame 

und nebenwirkungsarme Therapie der Erkrankten zu ermöglichen.[4, 7, 12, 13]  

1.3 Entstehung des kolorektalen Karzinoms  

Bereits 1966 postulierte Morson B. C., dass KRKs aus einer Vorläuferläsion 

entstehen. Er nannte sie „Pre-invasive Carcinoma of the Rectum“.[14] In den 

darauf folgenden Jahren wurde weiter an diesem Ansatz geforscht und der 

Grundstein für die Theorie der „Adenom-Karzinom Sequenz“ gelegt.[15] 

Mittlerweile unterteilt man die Tumorgenese des KRK in zwei Pfade:  

Die Adenom-Karzinom Sequenz (AKS) und die serratierte Kanzerogenese. 
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Bei der AKS entsteht das Karzinom aus den tubulären, tubovillösen oder villösen 

Adenomen. Es ist eine dynamische Entwicklung, der eine Mutation des 

APC-Gens zu Grunde liegt. Darauf folgen weitere Mutationen von P53 und KRAS 

und die Entwicklung einer chromosomalen Instabilität. Jedoch behalten die 

Zellen ihren stabilen Mikrosatelliten-Status.[11, 16, 17] 

Das sessile, serratierte Adenom stellte sich als Vorläuferläsion der serratierten 

Kanzerogenese heraus. Die Mutation des BRAF-Gens spielt dabei eine 

Schlüsselrolle, die zusammen mit einer Methylierung von CpGIs mehrere 

Genausfälle zur Folge hat und häufig eine Mikrosatelliteninstabilität mit sich 

zieht.[16, 17] 

Eine weitere Möglichkeit ist die initiale Mutation im KRAS- Gen, die sowohl in der 

AKS, als auch in der serratierten Kanzerogenese auftreten kann. Diese geht 

ebenfalls mit weiteren Promotor-(CpG) Methylierungen und Genausfällen einher. 

Der Mikrosatellitenstatus kann stabil oder niedrig instabil sein.[17, 18] 
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1.4 Entstehung der Metastasen 

Dass verschiedene Tumore unterschiedliche Organe für ihre Metastasierung 

bevorzugen ist gemeinhin bekannt. Auch das KRK bildet dabei keine Ausnahme. 

Besonders häufig findet man dabei Metastasen in Leber, Thorax, Peritoneum, 

Knochen, Nervensystem und anderen gastrointestinalen Organen.[6] Über die 

Ausbreitung der Metastasen sowie die konsekutive Infiltration von 

Fremdgeweben existieren unterschiedliche Theorien.  Eine davon ist die „Seed 

and Soil“- Theorie, die S. Paget begründete. Sie besagt, dass sich der „Seed“ 

des Primarius  nicht zufällig in den Organen niederlässt, sondern ein bestimmtes 

„Soil“, also die richtige Umgebung mit den passenden Voraussetzungen 

benötigt.[19, 20] Eine andere Theorie ist die anatomisch/mechanische 

Hypothese, die besagt, dass sich Ableger des Tumors, dem Blut-/Lymphfluss 

folgend mit größter Häufigkeit im nächsten Organ in Flussrichtung festsetzen.[20, 

21] 

Grundlegend müssen für eine Metastasierung jedoch drei Schritte durchlaufen 

werden: 

Die Invasion des Tumors in das umliegende Gewebe, die Intravasation in 

Blut-/Lymphgefäße und die Extravasation um den Ort des neuen Befalls zu 

erreichen.[22] 

Die EMT (epitheliale-mesenchymale Transition) spielt eine wichtige Rolle in der 

embryonalen Entwicklung und Wundheilung, aber auch bei vielen pathologischen 

Prozessen, Fibrosen und der Entstehung von Metastasen. Bei der 

Metastasierung ist sie von großer Bedeutung für den Vorgang der Migration von 

Zellen aus dem Primarius heraus, da dabei der epitheliale Zellphänotyp, der unter 

anderem von Zelladhäsionskomplexen wie den Tight Junctions (TJs) geprägt 

wird, verlassen wird. Somit wird eine Loslösung aus dem Primarius und eine 

Intravasation in die Blutgefäße ermöglicht. Dabei handelt es sich 

höchstwahrscheinlich um ein Spektrum, das von keiner EMT (im soliden 

Primarius), teilweiser EMT, bis zu reiner EMT (vereinzelt vorkommend an der 

Invasionsfront) reicht.[23] 
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Die durch Intravasation entstehenden zirkulierenden Tumorzellen treten einzeln 

oder in Zellverbänden auf. Ein Großteil zirkulierender Tumorzellen besitzt 

zumindest einen intermediären EMT Phänotyp, das heißt vor allem in den 

Zellverbänden liegen nebeneinander sowohl Zellen vom epithelialen als auch 

vom mesenchymalen Phänotyp vor.  

Um sich am Metastasierungsort anzusiedeln müssen sich Zellen vom 

mesenchymalen Typus jedoch zurück zu ihrem epithelialen Phänotyp 

umwandeln.[23]   

Unter anderem wurde in Mammakarzinomen und Prostatakarzinomen eine 

höhere Widerstandsfähigkeit der zirkulierenden Zellverbände gegen Apoptose 

und eine Korrelation mit einer schlechteren Prognose gefunden.[24] Außerdem 

beschreiben einige Studien eine höhere Metastasierungsrate der Zellcluster im 

Vergleich zu den einzelnen zirkulierenden Zellen.[25, 26] 

Um die EMT zu aktivieren ist ein Zusammenspiel vieler verschiedener Stoffe und 

Signalwege notwendig. Hierzu gehören beispielsweise die 

Transkriptionsfaktoren SNAI1 und SNAI2, TGF-β, BMP, RTK und Wnt. 

GSK-3β bildet einen Komplex mit Axin und APC. Dieser phosphoryliert β-Catenin 

und markiert es für den proteasomalen Abbau.  

Im Wnt/β-Catenin Signalweg binden und aktivieren Wnt Liganden den 

plasmamembranständigen Frizzled-Rezeptor. Dies verursacht eine 

Deaktivierung der hemmenden Funktion von GSK-3β auf β-Catenin. Dadurch 

kann β-Catenin in den Nucleus wandern und an Transkriptionsfaktoren (z.B. 

LEF-1) binden, welche die Exprimierung zahlreicher Gene auslöst, die für EMT 

von großer Bedeutung sind.[27, 28] 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Wnt-Signalwegs (modifiziert nach 
Gonzalez 2014 [27]) 

Letztendlich steht fest, dass Metastasierung ein Zusammenspiel von 

Zelladhäsion, Proteolyse, Migration, Lymph- und Angiogenese ist.[29-32] Alle 

diese Mechanismen sind Gegenstand aktueller Forschung. 
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1.5 Claudinfamilie und Tight Junctions 

Bei der Claudinfamilie handelt es sich um Transmembranproteine, die 

entscheidend für die Bildung und Aufrechterhaltung der TJs sind. Sie bestehen 

aus vier Transmembranhelices und ihre zwei extrazellulären Segmente 

beinhalten ein anti-paralleles Betafaltblatt. (s. Abb.2)[33] 

 

Abbildung 2: Claudin-3 - Anfärbung entsprechend der Sekundärstruktur (RCSB 
Proteindatabank 2019 – gezeigt ist eine Claudineinheit der Struktur des 
Heterodimers mit CPE [34]) 

Die TJs sind von großer Bedeutung für Epithel- und Endothelzellen, da durch sie 

der interzelluläre Raum versiegelt wird und sie somit als Diffusionsbarriere für 

Plasmamembranlipide und Proteine dienen. Dies hilft dabei den apikalen und 

basolateralen Pol zu definieren und ermöglicht die Bildung von elektrischen und 

chemischen Gradienten. Zudem vermitteln TJs die Zell-Zell-Kontakte und 

verhindern Zellmigration. Weiterhin beeinflussen sie die Kommunikation 

zwischen den Zellen, helfen die Zellpolarität aufrecht zu erhalten und 

beeinflussen Zellwachstum und Proliferation.[22, 35] 

Sie bestehen aus drei Komponenten: 

Den IgG-like family of junctional adhesion molecules (JAMs), den Occludinen 

und den bereits genannten Claudinen.[36] JAMs interagieren häufig  mit 

Integrinen und sind an vielen Prozessen wie Entzündung, Angiogenese, 

Hämostase und der Epithelbarrierenbildung beteiligt.[37] Occludine hingegen 
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sind weniger an der Bildung der TJs beteiligt, sondern an deren 

Aufrechterhaltung und deren Barrierefunktion, was wiederum eine wichtige 

Rolle in Entzündungsabläufen einnimmt.[36, 38]   

Es existieren mindestens 27 verschiedene Claudine.[39-41] Diese Untertypen 

sind in verschiedenen Organen unterschiedlich stark exprimiert.[42-44] Der 

Ausfall einzelner Mitglieder hat bereits schwere Folgen. Beispielsweise führt das 

Fehlen von Claudin-1 zu sklerosierender Cholangitis[45], im Falle von Claudin-14 

zu rezessiver Taubheit[46] und bei Claudin-16 zu familiärer 

Hypomagnesiämie[47].[43] 

Die Konzentration der Claudine wird von vielen Faktoren beeinflusst. Auf Grund 

der gewebeabhängigen Expression mehrerer unterschiedlicher Claudine ist eine 

Interaktion zwischen den verschiedenen Klassen der Claudine wahrscheinlich, 

durch die die Zusammensetzung und somit die Permeabilität der TJs beeinflusst 

werden kann. Claudine interagieren dabei entweder lateral auf Membranebene 

(heterometrisch) oder zwischen zwei benachbarten Zellen (heterotyp).[48, 49] 

ZO-1 und ZO-2 sind weitere Proteine, die für die Bildung der TJs notwendig sind. 

Diese verankern die Claudine mit dem Aktinfilament der Zelle.[48, 50] Weiterhin 

wird die Claudinregulation von Phosphorylierung beeinflusst.[48] Beispielsweise 

durch die Phosphorylierung von Claudin-3 durch die Proteinkinase A wird die 

Stärke der TJ–Bindung in Ovarialkarzinomzellen geschwächt.[51] Auch 

verschiedene Entzündungsparameter wie Tumornekrosefaktor-α, Interferon-γ 

oder Interleukin-13 schwächen die Zell-Zellkontakte durch Beeinflussung der 

Claudine.[48] 

Zudem wurde festgestellt, dass die Claudinuntertypen sowohl in 

Entzündungsreaktionen als auch in unterschiedlichen Tumoren sowohl hoch-, als 

auch herunterreguliert werden.[22, 28, 41, 43] Die Expressionen von Claudin-1 

und Claudin-4 sind beispielsweise in Mammakarzinomen je nach Tumorart 

entweder gesteigert oder supprimiert. In Tumoren der Zervix, des Kolons, 

Rektums, Magens und in Melanomen beschreiben Studien ebenfalls eine 

Hochregulation. In hepatischen oder Prostatakarzinomen hingegen wird 

Claudin-1 verringert exprimiert. Claudin-4 verhält sich in diesen Geweben sehr 

ähnlich – allerdings ist es bei Prostatakarzinomen hochreguliert.[22, 52] 
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Auch wird vermutet, dass die Expression einzelner Claudine weitere Mitglieder 

ihrer Proteinfamilie beeinflussen können. Zum Beispiel wiesen Ip et al. mittels 

Real-Time PCR in Zelllinien des hepatozellulären Karzinoms nach, dass eine 

vermehrte Claudin-10 Expression ebenfalls mit einer Hochregulation von 

Claudin-1, -2, und -4 einhergeht. Es herrscht ein Diskurs darüber, ob bereits 

durch Messung der Expression eines Claudins eine Aussage über den jeweiligen 

spezifischen Tumor abgeleitet werden kann. 

Jiang et al. wiesen bereits 2014 nach, dass Claudin-3 als unabhängiger 

prognostischen Faktor für das Überleben von hepatozellulären Karzinomen 

betroffenen Patienten genutzt werden kann.[53] 2017 wiesen Worst et al. erhöhte 

Claudin-3 Werte in Prostatakarzinomen mit einem Gleason-Score ≥8 im 

Vergleich mit Patienten mit benigner Prostatahyperplasie und Patienten mit 

einem Gleason-Score von 6-7 nach. Damit postulierten sie, dass Claudin-3 ein 

möglicher Biomarker des Prostatakarzinoms sein könnte.[54] Eine weitere 

Entdeckung machten Jääskeläinen et al. 2018. Ihre Daten zeigten, dass sowohl 

Claudin-3 als auch Claudin-7 als potenzieller prognostischer Faktor bei triple-

negativem Mammakarzinom nutzbar wäre.[55] 

1.6  Entscheidung für Claudin-3 als Forschungsobjekt 

In vorausgehenden Studien der Arbeitsgruppe „Gastrointestinale Pathologie“ der 

Ludwig-Maximilians-Universität wurde der Biomarker Claudin-3 mittels 

Genexpressionsanalysen als vielversprechend bezüglich seiner Expression in 

KRKs mit unterschiedlichen Mutationslokationen ermittelt. Die Familie der 

Claudine hat sich bereits in multiplen Studien als vielversprechender Ansatzpunkt 

herausgestellt, um diverse Pathologien und vor allem die Entstehung, 

Metastasierung und das Outcome von verschiedenen Karzinomen zu erforschen.  

Besonders Claudin-3 war in mehreren Studien vielversprechend als potenzieller 

prognostischer Marker für das jeweilige Tumorgewebe. Es stellte sich daher die 

Frage, ob sich Claudin-3 als prospektiver Biomarker von KRKs eignet und ob 

man anhand der Expression frühzeitige Aussagen über das 

Metastasierungsverhalten des Primarius treffen kann.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Erstellung der Kohorten 

Die drei Kohorten ohne Metastase (M0), Lebermetastase (HEP) und 

Peritonealmetastase (PER) entstanden in Zusammenarbeit mit der 

Viszeralchirurgie und dem Pathologischen Institut der LMU München. Die 106 an 

KRK erkrankten Patienten, die sich in München im Zeitraum von 2003 bis 2016 

einer Resektion unterzogen hatten, wurden aus der Datenbank der 

Viszeralchirurgie herausgesucht, mit dem Tumorregister abgeglichen und in die 

Kohorten eingeteilt. Sie erhielten jeweils eine Kohortennummer. Anschließend 

wurden die entsprechenden HE (Hämatoxilin-Eosin)-gefärbten Schnitte aus dem 

Pathologischen Archiv anhand ihrer Journalnummer herausgesucht und erneut 

mikroskopiert, um sicher zu gehen, dass genügend qualitativ verwertbares 

Tumormaterial und idealerweise auch umgebende Schleimhaut auf ihnen zur 

Verfügung stand. Die den Schnitten zugeordneten Paraffinblöcke mit den 

entsprechenden Geweben wurden erneut geschnitten. Die so entstandenen 

Schnitte wurden abermals durch Mikroskopie kontrolliert und anschließend 

immunhistochemisch angefärbt (s. 2.2). 

2.2 Durchführung der Immunhistochemie 

Für die Claudin-Immunhistochemie wurde ein polyklonaler Claudin-3 Rabbit anti- 

Human Antikörper von der Firma Abcam verwendet. Es fand eine 

Hitzevorbehandlung mit Target Unmasking Fluid der Firma Pan Path 

(Produktnummer: Z000R0000) statt. Anschließend wurde der Primärantikörper 

für 60 min bei Raumtemperatur in einer Verdünnung von 1:800 inkubiert. Als 

Detektionssystem wurde das ImmPRESS Anti-Rabbit IgG Polymer Kit der Firma 

Vector (Produktnummer: MP-7401) verwendet. Für die Färbung wurde als 

Chromogen DAB+ von Agilent Technologies (Produktnummer: K3468) und als 

Gegenfärbung Hematoxylin Gill`s Formula von Vector (Produktnummer: H-3401) 

benutzt. 
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2.3 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen 

Die Auswertung der mit Claudin-3 angefärbten Schnitte erfolgte doppelverblindet 

zusammen mit dem erfahrenen Pathologen Neumann. Diskrepante Fälle wurden 

gemeinsam mikroskopiert und ein Konsensus-Score erstellt. Zur Beurteilung 

wurde der Histoscore (H-Score) verwendet. Dies ist ein semiquantitatives 

Verfahren, in dem der Beurteiler den Anteil der Zellen anhand der Stärke ihrer 

immunhistochemischen Anfärbung im Vergleich mit umliegendem Darmgewebe 

in folgende Gruppen einteilt: 

Tabelle 1: Gruppeneinteilung nach Anfärbeintensitäten  

 

 

Gruppe 0 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 

Intensität der 

Anfärbung 

keine 

Färbung 

schwache 

Färbung 

moderate 

Färbung 

starke 

Färbung 

Multiplikationsfaktor 0 1 2 3 

 

 

Abbildung 3: Immunhistochemische Färbung geordnet von keiner Färbung (links) 
bis starke Färbung (rechts) 

 

Die jeweilige Prozentzahl wird mit dem jeweiligen Gruppenwert multipliziert und 

anschließend zu den anderen Gruppen addiert. 

 

H-Score = „% in 0“ x 0 + „% in 1“ x 1 + „% in 2“ x 2 + „% in 3“ x 3 
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Dadurch erhält man einen semiquantitativen Wert, mit dem man die 

Färbungsintensität und Menge der angefärbten Zellen pro Schnitt vergleichen 

kann.  

 

        

Abbildung 4: Beispielhafte Schnittbilder eines Patienten der Kohorte M0 in 
verschiedenen Vergrößerungen (A) Tumormasse und Schleimhaut in 50-facher 
Vergrößerung. (B) Schleimhaut in 100-facher Vergrößerung. (C, D) Verschiedene 
Ausschnitte des Primarius mit unterschiedlichen Färbungsintensitäten in 100-facher 
Vergrößerung. 

 

 

 

A B 

C D 
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Abbildung 5: Beispielhafte Schnittbilder eines Patienten der Kohorte PER in 
verschiedenen Vergrößerungen (A) Tumormasse und Schleimhaut in 50-facher 
Vergrößerung. (B) Schleimhaut in 200-facher Vergrößerung. (C, D) Verschiedene 
Ausschnitte des Primarius mit unterschiedlichen Färbungsintensitäten in 200-facher 
Vergrößerung. 

2.4 Statistische Methoden 

Zur Sammlung der Daten und Darstellung der Kohorten wurde Microsoft Excel 

für Microsoft 365 MSO 64-Bit (Version 2101) verwendet. Die grundlegende 

Datenanalyse und statistischen Berechnungen wurden mit dem Programmpaket 

IBM SPSS Products: Intel Compiler 19.1 durchgeführt. Verwendet wurden 

COX-Regressionen, Chi-Quadrat-Tests und Student‘s T-Test wobei der p-Wert 

< 0,05 als signifikant angenommen wurde. 

  

B A 

C D 
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3 Ergebnisse 

3.1 Korrelation der allgemeinen Patientendaten  

Für die Auswertung standen insgesamt 106 Fälle zur Verfügung (s. Tab.2). Für 

diese lag jeweils sowohl genug färbbares Gewebe in ihren Blöcken vor und die 

zugehörigen Datenbankeinträge waren vollständig. Sie wurden in die drei 

Kohorten M0 (35 Patienten ohne Metastasen in Leber oder Peritoneum), HEP 

(39 Patienten mit Metastasen in der Leber) und PER (32 Patienten mit 

Metastasen im Peritoneum) eingeteilt. Die angegebenen p-Werte entstanden 

durch das Berechnen von Chi-Quadrat-Tests. Die p-Werte waren in den 

Unterpunkten T, N und Zeitpunkt der Metastase kleiner als 5 % und sind somit 

als signifikant anzunehmen. Für die Kategorien Geschlecht, Altersgruppe und Ort 

des Primarius konnte kein Zusammenhang zwischen den Kohorten dargestellt 

werden.  

Beim Vergleich der Kohorten mit Metastasen untereinander zeigt sich in unserer 

Studie der statistisch signifikante Zusammenhang (p < 0,001), dass bei einer 

tieferen Eindringtiefe (höheres T) mehr solitäre peritoneale Metastasen als 

Lebermetastasen auftreten. 
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Tabelle 2: Übersicht über Patientendaten, Korrelation der Kohorten mit den 
Patientendaten mittels Chi-Quadrat-Test und Vergleich der Kohorten HEP und 
PER untereinander mittels Student’s T-Test 

                

Total M0 HEP PER P 

N = 106  N =  35  N =  39  N =  32 
Global 
p 

HEP mit 
PER 

Geschlecht                  

Männlich 19 54,3% 20 51,3% 13 40,6% 0,504 0,370 

Weiblich 16 45,7% 19 48,7% 19 59,4%     

Altersgruppe              
<65 15 42,9% 17 43,6% 14 43,8% 0,997 0,989 

≥65 20 57,1% 22 56,4% 18 56,3%     

Seite des 
Primarius                 

Rechtes Kolon 13 37,1% 11 28,2% 16 50,0% 0,169 0,060 

Linkes Kolon 22 62,9% 28 71,8% 16 50,0%     

T              
0 1 2,9% 0 0,0% 0 0,0% < 0,001 < 0,001 

1 6 17,1% 1 2,6% 0 0,0%     

2 8 22,9% 3 7,7% 0 0,0%     

3 16 45,7% 33 84,6% 6 18,8%     

4 4 11,4% 2 5,1% 26 81,3%     

N              
0 22 62,9% 12 30,8% 4 12,5% 0,001 0,185 

1 7 20,0% 13 33,3% 14 43,8%     

2 6 17,1% 14 35,9% 14 43,8%     

Zeitpunkt der 
Metastase             

Keine 
Metastasen 35 100,0% 0 0,0% 0 0,0% < 0,001 0,112 

Synchron 0 0,0% 30 76,9% 19 59,4%     

Metachron 0 0,0% 9 23,1% 13 40,6%     

Grading              
1 4 11,4% 1 2,6% 0 0,0% 0,204 0,649 

2 19 54,3% 21 53,8% 17 53,1%     

3 12 34,3% 17 43,6% 15 46,9%     

Perforation             
0 35 100,0% 30 76,9% 22 68,8% 0,076 0,205 

1 0 0,0% 1 2,6% 3 9,4%     
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3.2 Überlebensfunktionen aller Kohorten 

 

Abbildung 6: Überlebensfunktionen aller Kohorten in einer Kaplan-Maier-Kurve, 
Berechnung der P-Werte mittels COX-Regression 

 

Hierbei wurden die Kohorten um die Kohorte HEP + PER, die alle Patienten mit 

Metastasen (also Kohorte HEP + Kohorte PER) beinhaltet, ergänzt. Es zeigte 

sich, dass Patienten, die sich in der Kohorte ohne Metastasen befanden das 

längste Überleben hatten. Ein ebenfalls signifikanter Unterschied ergab sich auch 

zwischen den Gruppen mit Metastasierung. Es stellte sich heraus, dass 

Patienten mit peritonealen Metastasen ein deutlich kürzeres Überleben hatten 

als Patienten mit Lebermetastasen. 

Dies alles stützt die Aussage, dass es sich bei den Kohorten um ein 

repräsentatives Modell handelt.[56]  
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3.3 Vergleich der H-Scores  

Im Folgenden wird der H-Score der Kohorten in einem Boxplot dargestellt. Hier 

wurden signifikante Unterschiede des H-Scores zwischen den Gruppen M0 mit 

PER (zweiseitiger p-Wert = 0,048) und M0 mit HEP + PER (zweiseitiger p-Wert 

= 0,034) festgestellt. Der H-Score der Kohorte M0 war signifikant höher als in der 

Kohorte PER oder der Kohorte HEP + PER. Die Anfärbung der Schnitte und somit 

die Expression von Claudin-3 war in PER im Vergleich zu M0 erniedrigt.  

 

 

Abbildung 7: H-Scores der Kohorten in einem Boxplot und Vergleich der H-Scores 
der Kohorten untereinander mittels Student’s T-Test 
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3.4 Vergleich der Gruppen mit Low- und High Claudin-3 

Expression 

Tabelle 3: Korrelation der Gruppen von Low- und High Expression mit den 
Patientendaten mittels Chi-Quadrat-Test 

  Expression of Claudin 3   

Total Low Expression (≤ 155) High Expression (>155) P 

N = 106 N = 50 N = 56  
Geschlecht           

Männlich 20 40,0% 32 57,1% 0,078 

Weiblich 30 60,0% 24 42,9%  
Altersgruppe           

<65 22 44,0% 24 42,9% 0,906 

≥65 28 56,0% 32 57,1%  
Seite des 
Primarius           

Rechtes Kolon 20 40,0% 20 35,7% 0,650 

Linkes Kolon 30 60,0% 36 64,3%  
T           

0 0 0,0% 1 1,8% 0,622 

1 2 4,0% 5 8,9%  
2 6 12,0% 5 8,9%  
3 25 50,0% 30 53,6%  
4 17 34,0% 15 26,8%  
N           

0 19 38,0% 19 33,9% 0,697 

1 14 28,0% 20 35,7%  
2 17 34,0% 17 30,4%  

Zeitpunkt der 
Metastase           

Keine Metastase 14 28,0% 21 37,5% 0,372 

Synchron 23 46,0% 26 46,4%  
Metachron 13 26,0% 9 16,1%  

Grading           

1 1 2,0% 4 7,1% 0,186 

2 31 62,0% 26 46,4%  
3 18 36,0% 26 46,4%  

Perforation           

0 43 86,0% 44 78,6% 0,982 

1 2 4,0% 2 3,6%  
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Der H-Score wurde in die zwei Gruppen Low-Expression (H-Score ≤ 155) und 

High-Expression (H-Score > 155) eingeteilt. Als Grenze zwischen diesen beiden 

Gruppen wurde der Mittelwert des H-Scores der Kohorten M0, HEP und PER 

(H-Score = 155) gewählt. 

Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen ist, konnten keine signifikanten Unterschiede in 

den Unterkategorien zwischen den Gruppen Low- und High-Expression 

nachgewiesen werden. 

 

Tabelle 4: Korrelation der Kohorten miteinander bezüglich Low- und High 
Expression 

Claudin-3 
Expression 

M0 HEP PER 

P 

Gesamt 
p 

HEP vs 
PER 

M0 vs HEP + 
PER 

Low Expression 
(≤ 155) 

14 40,0% 19 48,7% 17 53,1% 0,545 0,716 0,304 

High Expression 
(>155) 

21 60,0% 20 51,3% 15 46,9%     

 

In Tabelle 4 ist die Verteilung der Low- und High-Expression in den jeweiligen 

Gruppen dargestellt. Diese zeigt zwar prozentuale Unterschiede, ist allerdings 

insgesamt nicht signifikant (p = 0,545). Die Tendenz, dass in M0 ein größerer 

Anteil eine höhere Claudin-3-Expression besitzt, ist allerdings auch hier sichtbar. 
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3.5 Kaplan-Maier-Überlebenskurven der einzelnen Kohorten 

Auch beim Vergleich innerhalb der einzelnen Kohorten konnte nicht 

nachgewiesen werden, dass die Intensität der Claudin-3-Anfärbbarkeit einen 

Rückschluss auf das Überleben der Patienten zulässt. Anhand des graphischen 

Verlaufs in Kohorte M0 können keine Aussagen gemacht werden, da in unserer 

Stichprobe von 35 Patienten nur vier an den Folgen ihres Krebsleidens starben 

(s. Abb.8). Innerhalb der Kohorte HEP könnte über eine Tendenz des längeren 

Überlebens bei niedriger Expression spekuliert werden, diese ist jedoch nicht 

statistisch signifikant (s. Abb.9). In der Kohorte PER wird das Überleben der 

Patienten von der Claudin-3 Expression innerhalb der Kohorte nicht beeinflusst 

(s. Abb.10).  

 

 

Abbildung 8: Kaplan-Maier-Kurven des Überlebens der Patienten in der Kohorte 
M0 mit Low- und High Expression 
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Abbildung 9: Kaplan-Maier-Kurven des Überlebens der Patienten in der Kohorte 
HEP mit Low- und High Expression 

 

 

Abbildung 10: Kaplan-Maier-Kurven des Überlebens der Patienten in der Kohorte 
PER mit Low- und High Expression 

  



 
 

27 
 

4 Diskussion 

4.1 Expression des Claudin-3 in kolorektalen Karzinoms 

Es konnte gezeigt werden, dass Claudin-3 in  vielen verschiedenen gesunden 

Geweben, wie der Haut, dem endokrinen Gewebe, dem Pankreas und auch dem 

Kolon exprimiert.[42] Da die Methode, die in dieser Studie verwendet wurde, das 

Darmgewebe in direkter Umgebung des Primarius mitanfärbt und keine 

Quantifizierung der Expression erlaubt, können keine absoluten quantitativen 

Aussagen bezüglich der exakten Höhe der Expression von Claudin-3 sowohl im 

Tumor als auch dem umgebenden Gewebe gemacht werden. Jedoch eignet sich 

die Anfärbung und die Interpretation mit dem semiquantitativen H-Score, um die 

Expression in der umgebenden Schleimhaut relativ zum Primarius zu 

vergleichen. Ein Vorteil der Methode ist, dass der systematische Fehler zwischen 

den verschiedenen Objektträgern minimiert wird. Denn durch den direkten 

Vergleich zu der umgebenden Schleimhaut ist eine interne Referenz gegeben. 

Zusätzlich können damit bereits Veränderungen innerhalb des Primarius und in 

den Invasionszonen erkannt und interpretiert werden. Jedoch kann keine 

Aussage bezüglich der Claudin-3 Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe 

gemacht werden. 

Claudin-3 liegt bereits in gesunden Geweben beispielsweise des Pankreas, der 

Niere und des Kolons  in hohen Dosen vor.[43] Zusätzlich scheint die Regulierung 

der Claudin-3 Expression tumorabhängig zu sein, da die Claudin-3 Konzentration 

in einigen Tumoren, wie z. B. der Pleura, Prostata, Mamma, Niere und Ovar im 

Vergleich zu normalen Gewebe erhöht ist.[28, 43, 52, 54] In anderen Tumoren, 

beispielsweise in ovariellen Keimstrang-Stroma-Tumoren und Hepatoblastomen, 

ist sie jedoch im Vergleich zu gesunden Gewebe erniedrigt.[28] 

Zudem existieren bezüglich des KRK widersprüchliche Studienergebnisse. In 

einer Studie aus 2006 beschreiben Hewitt et al., dass die Claudine-3, -4 und -7 

in vielen Tumoren und gesunden Geweben ein ähnliches Exprimierungsmuster 

besitzen - unter anderem sind sie auch in KRKs präsent und häufig erhöht.[43] 
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Eine weitere oft zitierte Studie wurde 2005 von de Oliveira et al. veröffentlicht. 

Diese zeigt anhand von zwölf Proben, dass sowohl Claudin-1, -3 und -4 in KRKs 

vermehrt exprimiert sind.[57] 

Andererseits fanden Tang et al. 2011 in 50 Patienten, die auf Grund eines KRK 

operiert wurden, eine deutliche Verringerung der Expression von Claudin-3.[58] 

Diese Widersprüche können mit unserer Studie nicht ausgeräumt werden, sollten 

jedoch in weiteren Studien wiederaufgegriffen und geklärt werden.  
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4.2 Einfluss des Claudin-3 auf die Metastasierung des 

kolorektalen Karzinoms  

Nicht nur für das KRK, sondern auch für das hepatozelluläre Karzinom und das 

Plattenepithel der Lunge konnten Interaktionen zwischen Claudin-3 und dem 

Wnt/β-Catenin Signalweg nachgewiesen werden. Jeweils eine Erniedrigung oder 

der Knockout des Claudin-3 hat eine Aktivierung des Wnt/β-Catenin Signalwegs 

zur Folge. Eine Überexpression des Claudin-3 hingegen inhibiert den 

Wnt/β-Catenin Signalweg. Zusätzlich konnte in diesen Studien ein 

Zusammenhang zwischen niedriger Claudin-3 Expression und einer 

schlechteren Survivalprognose festgestellt werden.[53, 59, 60]  

Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigte sich im Vergleich der Kohorten 

in M0 ein signifikant höherer H-Score (Vergleich von M0 mit HEP + PER: 

p=0,034; M0 mit PER: p=0,048), der mit einer vermehrten Expression von 

Claudin-3 einhergeht. Wie der graphischen Darstellung (s. Abb.7) zu entnehmen 

ist, ist die Verminderung der Expression von Claudin-3 in der Gruppe mit den 

peritonealen Metastasen am stärksten ausgeprägt. Dieser Effekt reicht jedoch 

nicht aus, um einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

verschiedenen Metastasierungslokalisationen aufzuzeigen. Zudem konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Kohorte M0 und HEP (p=0,096) 

dargestellt werden, auch wenn eine derartige Veränderung anhand des Graphen 

zu vermuten wäre. (s. Abb.7) Da der aktivierte Wnt/β-Catenin Signalweg EMT 

auslöst (s.o.), ist dies ein möglicher Ansatz, der den direkten Zusammenhang 

zwischen den Metastasierungseigenschaften des Karzinoms und der Expression 

von Claudin-3 begründet. Daraus könnte auch indirekt auf das kürzere Überleben 

der Patienten mit niedrigerer Claudin-3 Expression geschlossen werden. Dass 

Patienten mit metastasierten KRKs ein kürzeres Überleben besitzen, wurde 

bereits in vielen Studien bewiesen und konnte auch von uns bestätigt werden (s. 

Abb.6).[6, 56] 

Ein weiterer Effekt des erniedrigten Claudin-3 auf das Überleben innerhalb der 

Kohorten konnte statistisch nicht nachgewiesen werden. Dennoch lässt sich 

innerhalb der HEP Kohorte eine Tendenz des längeren Überlebens bei niedriger 

Expression vermuten (s. Abb.9). 
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Andererseits zeigten de Souza et al. in einer Studie von 2013, dass auch eine 

erzwungene Überexprimierung von Claudin-3 das durch EGF (Epidermal Growth 

Faktor) induzierte maligne Potential erhöht.  Auch fanden sie in derselben Studie 

heraus, dass ein Silencing von Claudin-3 zwar die durch EGF induzierte 

Malignität ausschaltet, jedoch das gesamte maligne Potential der Krebszellen 

erhöht.[61] 

Dieser Effekt liegt jedoch nicht in jedem Organ gleichermaßen vor. Zhang et al. 

zeigten, dass eine Überexpression von Claudin-3 in Zellen des Adenokarzinoms 

der Lunge ebenfalls eine Erhöhung des durch EGF induzierten malignen 

Potentials auslöst. Jedoch inhibierte in ihrer Studie eine Herabregulation von 

Claudin-3 das Tumorwachstum in Nacktmäusen.[62] 

2020 veröffentlichten Pérez et al. eine Studie, in der sie die Expression von 

Claudin-3 in den CMS (Consensus molecular subtypes) des KRK untersuchten. 

Die CMS werden aus 4 Untertypen gebildet: Der CMS1 (MSI immun), der CMS2 

(kanonisch), der CMS3 (metabolisch) und CMS4 (mesenchymal).[63] Sie fanden 

heraus, dass eine hohe Expression von Claudin-3 in den CMS2 und CMS3 das 

Langzeit-Überleben ihrer Patienten verkürzten. Zudem stellten sie fest, dass 

Claudin-3 in CMS1 weniger exprimiert wurde als in den anderen 

Untergruppen.[64] 

Hier fällt auf, dass allein durch eine weitere Unterteilung der KRKs in ihre 

molekularen Subtypen ein unterschiedliches Expressionsmuster von Claudin-3 

ergibt. 

Romani et al. zeigten 2020, dass eine geringe Expression von Claudin-7, jedoch 

nicht Claudin-3 als Marker für Fernmetastasen in Ovarialkarzinomen genutzt 

werden kann.[65] 

Ein 2019 von Zhou et al. veröffentlichter Artikel beschreibt den Zusammenhang 

von erhöhtem Claudin-3 und vermehrten Fernmetastasen.[66] 

Dies alles weist auf die gewebeabhängige Rolle der Wirkung von Claudin-3 auf 

den komplexen Vorgang der Metastasierung hin.   
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Klaver et al. veröffentlichten 2018 eine Studie, die die bekannte Verbindung 

zwischen der Kategorie T4 der „klassischen“ TNM-Klassifikation mit peritonealen 

Metastasen genauer untersucht. Sie fanden eine Verbindung zwischen 

„tatsächlicher peritonealer Penetration“ und höherer Wahrscheinlichkeit für 

peritoneale Metastasen.[67] 

Diese Ergebnisse stützen, dass Claudin-3 eine wichtige Rolle im 

Metastasierungsprozess des KRK spielt. Eine mögliche Erklärung wäre, dass 

durch verminderte Expression des Claudin-3 eine Funktionsstörung der TJs 

verursacht wird. Dies erleichtert das Herauslösen und die Migration von Zellen 

aus dem Primarius. Die erste Voraussetzung, die für den Vorgang der 

Metastasierung notwendig ist, ist dadurch erfüllt. Unsere Studie zeigt eine 

allgemein verringerte Expression von Claudin-3 in den Tumoren, die Metastasen 

entwickeln, was diese Theorie stützt. Weiterhin hatte die PER Kohorte den 

geringsten H-Score und wir konnten zeigen, dass ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen der Eindringtiefe des Tumors und peritonealer 

Metastasierung besteht (s. Tab. 2: p < 0,001). Dies weist darauf hin, dass die 

fehlende Expression von Claudin-3 eine tiefere Infiltration ins umliegende 

Gewebe ermöglicht.   
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick 

 

Die erhoffte Differenzierung zwischen Leber- und Peritonealmetastasen konnte 

nicht statistisch signifikant gezeigt werden. Dies spricht gegen Claudin-3 als 

prädiktiven, klinischen Marker zur Unterscheidung zwischen den beiden 

Metastaselokalitäten. Auf Grund der verwendeten Methode kann keine 

quantitative Aussage bezüglich der Claudin-3 Expression getroffen und nur ein 

Vergleich zum umliegenden Gewebe angestellt werden.  

Dennoch konnte in unserer Studie ein deutlicher Zusammenhang zwischen 

verminderter Expression von Claudin-3 und einer erhöhten Wahrscheinlichkeit 

der Metastasierung vor allem ins Peritoneum nachgewiesen werden. Hierbei 

handelt es sich um die entscheidende Beobachtung dieser Arbeit. 

Zusätzlich zeigen unsere Ergebnisse einen signifikanten Zusammenhang 

zwischen peritonealer Metastasierung und der Eindringtiefe des Primarius. Ein 

interessanter Ansatz für kommende Studien wäre die Expression von Claudin-3 

in einer größeren Kohorte innerhalb der Kategorie T4 zu untersuchen. 

Ob sich die Tendenz des längeren Überlebens bei niedriger Expression in der 

Kohorte HEP bewahrheitet und ob der Metastasierungsort zusammen mit der 

Expression von Claudin-3 Aussagen über das Überleben der Patienten zulässt 

sollte mit genauerem Matching innerhalb der Kohorten untersucht werden. 

Des Weiteren konnten die Widersprüche bzgl. der Expression von Claudin-3 in 

KRKs in dieser Arbeit nicht eindeutig geklärt werden (s. 4.1). Diese sollten mit 

einer größeren Anzahl an Probanden, einer gesunden Kontrollgruppe und unter 

Berücksichtigung möglicher Störfaktoren und Einflussgrößen wiederaufgegriffen 

und geklärt werden. Dabei sollte auch vermehrt auf die Interaktion der Claudine 

untereinander geachtet werden, da sich die unterschiedlichen Proteine der 

Claudinfamilie gegenseitig beeinflussen (s.o.) und die genauen Interaktionen 

noch nicht endgültig geklärt sind. 
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