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Abstract/Zusammenfassung

Hintergrund:
Das kolorektale Karzinom zahlt bei beiden Geschlechtern zu den haufigsten

malignen Tumorerkrankungen in den westlichen Industrienationen. Das
Haupterkrankungsalter liegt jenseits des 70. Lebensjahres, bei genetischer
Vorbelastung bereits im jungen Erwachsenenalter. Die absolute 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt in der Gesamtgruppe bei 52 %. Im Rahmen unserer Fall-
Kontroll-Studie wurde der kausale Zusammenhang zwischen der Expression des
Biomarkers KISS-1 auf den Tumorzellen und dem vermehrten Auftreten von

Lungenmetastasen untersucht.

Methode:

Bei der Planung der Studie wurden drei Gruppen generiert. Jede Gruppe umfasst
81 Patienten. Die Auswahl der zu untersuchenden Falle erfolgte anhand von
Daten des deutschen Tumorregisters. In die erste Gruppe wurden Patienten
aufgenommen, die mindestens eine solitdre Lungenmetastase, jedoch sonst
keine weiteren Metastasen in anderen Organen aufwiesen. In die zweite Gruppe
wurden Patienten aufgenommen, die in einem Zeitraum von funf Jahren nach der
Erstdiagnose keine Metastasen aufwiesen. Die dritte Gruppe bildeten Patienten,
die mindestens eine solitare Lebermetastase aufwiesen, jedoch sonst keine
weiteren Metastasen in anderen Organen diagnostiziert wurden. Die Auswertung
der in Formaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumorgewebeschnitte
erfolgte mittels Beurteilung der Intensitat immunhistochemischer Farbung und
Einteilung nach dem H-Score. Im Anschluss an die mikroskopische Beurteilung
erfolgte die statistische Auswertung. Bei den Merkmalen wurde die Lokalisation
des Tumors, das Grading, das pT-Stadium (postoperativ), der Nodal-Status, der
RAS-Status, der BRAF-Status, der MAP-Kinase-Status, MLH1 und MLH2, der
MMR-Status, die p53-Regulation, der beta-Katenin-2e Risikoscore und die
CD133-Risikogruppe in Bezug auf das Auftreten von KISS-1 untersucht.



Ergebnisse:
Im Rahmen der statistischen Auswertung unserer Ergebnisse konnte zunachst

ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression des
Biomarkers KISS-1 und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und einer
Mutation des MAP-Kinase- und beta-Catenin-Status erhoben werden. Bei 35 von
47 Patienten, die sowohl eine Mutation im MAP-Kinase-Status, als auch im beta-
Catenin-Status aufwiesen, konnte eine starke Expression des Biomarkers KISS-
1 festgestellt werden. Weiterhin konnte ein deutlicher signifikanter
Zusammenhang zwischen der Expression von KISS1 und dem CD133 und/oder
KRAS-Status festgestellt werden. Bei einer Mutation, die entweder im CD133
Score oder im KRAS-Status vorlag, kam es gleichzeitig bei 24 von 42 Patienten
zu einer verstarkten KISS1-Expression, bei einer Mutation in beiden Genen,

sogar bei 11 von 12 Patienten zu einer verstarkten Expression.

Schlussfolgerunag:

Es konnte nachgewiesen werden, dass kolorektale Karzinome, die pulmonale
Metastasen entwickelten eine signifikant hohere Expression des Biomarkers
KISS1 aufwiesen. In der weiterfuhrenden Diagnostik dieser Tumoren ware
besonders beim Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen, einer Mutation im
MAP-Kinase-Status, im CD133-Score und im KRAS-Status zukinftig eine
zusatzliche immunhistochemische Untersuchung auf die Expression des
Biomarkers KISS1 sinnvoll. Der Nachweis des KISS1 Biomarkers besonders im
Zusammenhang mit weiteren genetischen Veranderungen stellt einen
zusatzlichen Risikofaktor bei der Bildung von Lungenmetastasen dar. In Bezug
auf die Therapie kénnte zum Zeitpunkt der Diagnostik bereits Uber die
Notwendigkeit weiterer therapeutischer Malinahmen, wie beispielsweise einer

adjuvanten Chemo- oder Immuntherapie entschieden werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Atiologie und Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt zu den haufigsten malignen Tumorarten
in den westlichen Industrienationen. Im Jahr 2016 war Darmkrebs mit 12,5 %
nach Prostata- und Lungenkrebs auf Platz drei der haufigsten Krebsarten in der
mannlichen Bevolkerung, bei der weiblichen Bevdlkerung ist Darmkrebs mit 11,1
% nach Brustkrebs die zweithdufigste Tumorerkrankung (1, 2). Mit tber 50 %
liegt das Haupterkrankungsalter jenseits des 70. Lebensjahres und steigt bis ins
hohe Alter an. Weniger als 10 % der Neuerkrankungen werden vor dem 55.
Lebensjahr diagnostiziert. Zu den gr6f3ten Risikofaktoren gehdren Lebens- und
Ernahrungsgewohnheiten wie fett- und fleischreiche Nahrung, Adipositas,
Bewegungsmangel,  Nikotinkonsum  und regelmafiger, Ubermaliger
Alkoholkonsum (2). Weiterhin spielen auch die familiare Vorbelastung,
genetische Syndrome und langjahrig bestehende, chronische Erkrankungen eine
nicht unwesentliche Rolle bei der Entstehung der Entstehung von Kolon- und

Rektumkarzinomen.

1.1.1 Ernahrung

Die Erndhrung kann bei der Entstehung von Darmkrebs einerseits einen
Risikofaktor darstellen, andererseits auch eine protektive Funktion haben.

Als besonders hohe Risikofaktoren gelten hierbei eine fett- und fleischreiche
Ernahrung. Bei einem hohen tierischen Fettgehalt kommt es zu einer vermehrten
Bildung von Gallensauren. Die primaren Gallensauren (sog. Konjugierte
Gallensauren) sind an der Absorption der Nahrungsfette im Dinndarm beteiligt
und werden im lleum zu ca. 98 % ruckresorbiert. Ein restlicher kleiner Anteil von
ein bis zwei Prozent gelangt ins Kolon und wird mittels Verstoffwechselung durch
die Darmflora zu sekundéaren Gallensauren, die eine mutagene Wirkung haben
und die Entwicklung von malignen Dickdarmtumoren begunstigen (3). Der
vorwiegende Konsum von pflanzlichen Fetten wie z. B. Olivendl zeigt hingegen
einen protektiven Effekt und schitzt vor der Entwicklung eines Darmmalignoms
(4, 5). Weiterhin spielt ein vermehrter Verzehr von bestimmten Fleischsorten und
Fleischprodukten eine Rolle in der KRK-Genese. Besonders der vorwiegende

Verzehr von rotem Fleisch, wie Rind-, Schweine- und Lammfleisch korreliert mit
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Einleitung

einem erhohten Darmkrebsrisiko. Im Gegensatz dazu sind weil3e Fleischsorten

wie Fisch oder Hihnerfleisch mit einem geringeren KRK-Risiko assoziiert (4, 6).

1.1.2 Genussmittelkonsum

Der regelmallige Konsum verschiedener Genussmittel hat einen variablen
Einfluss auf die Entwicklung eines KRK. Nikotin- und Alkoholabusus gehen mit
einer erhdhten Inzidenz einher. Bereits der tdgliche Konsum von zehn Gramm
Alkohol geht mit einer erh6hten Inzidenz einher (7). Bei der Nikotinabhangigkeit
steigt das Risiko mit der Dauer der Nikotinabhangigkeit und der Anzahl der
gerauchten Zigaretten pro Tag (8). Der regelmallige Konsum von Kaffee und
Kaffeeprodukten stellt hingegen einen protektiven Faktor bei der

Darmkrebsentwicklung dar (9).

1.1.3 Familiare Vorbelastung und genetische Syndrome
Ein weiterer bedeutender Risikofaktor fur die Entwicklung eines KRK stellen zum

einen die familiare Vorbelastung zum anderen erbliche Tumorsyndrome dar.

1.1.3.1 Familiare Disposition

Bei einer familidren Disposition liegt ein autosomal-dominanter Erbgang vor, der
sich mit Hilfe molekulargenetischer Tests nicht nachweisen lasst. Bei dieser
Patientengruppe wird nicht die tatsachliche Krebserkrankung, sondern ein
deutlich erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines KRK vererbt. Von einem
familiar erhdhtem Risiko geht man aus, wenn bei einem direkten Verwandten
Darmkrebs diagnostiziert wurde und das Erkrankungsalter vor dem 50.
Lebensjahr liegt. Eine familiare Disposition liegt ebenfalls vor, wenn bei dem
betroffenen Patienten selbst oder einem direkten Verwandten Krebsarten wie
Ovarialkarzinom, Uteruskarzinom oder ein Karzinom der ableitenden Harnwege
festgestellt wurde. Bei etwa 20 % der Darmkrebspatienten liegt eine familiare
Vorbelastung vor (10).

1.1.3.2 Erbliche Darmkrebserkrankung

Im Gegensatz zur Familiaren Disposition kommt es bei der erblichen Form des
KRK mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit zu einem
Krankheitsausbruch. Sie entstehen im Rahmen von Polyposis-Syndromen und
kénnen im Unterschied zur familiaren Disposition mittels molekulargenetischer
Tests nachgewiesen werden, diese Form liegt bei ca. funf bis zehn Prozent der

KRK-Patienten vor (11). Zwei sehr bedeutsame Syndrome sind in diesem
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Zusammenhang die familiare adenomatdse Polyposis (FAP) oder das HNPCC-
Syndrom (Hereditary non polyposis colon cancer; Lynch-Syndrom) (2, 12, 13).
Lynch-Syndrom (HNPCC)

Das Lynch-Sydrom kennzeichnet sich durch einen Defekt in der DNA-Mismatch-

Reparatur aus. Bis zu 80 % der Patienten, die von dieser Mutation betroffen sind,
entwickeln im Laufe ihres Lebens ein KRK. Bei circa funf Prozent der
Darmkrebserkrankungen liegt ein Lynch-Syndrom vor. Da es sich in der Mehrzahl
der Falle um eine Keimbahnmutation handelt, besteht ein erhéhtes Risiko,
weitere Malignome zu entwickeln. Besonders haufig treten neben einem KRK
auch Magenkarzinome, Endometriumskarzinome, maligne Neubildungen im
Bereich der Harnleiter und des Nierenbeckens und Dinndarmkarzinome auf (11,
14-16).

Familiare adenomatdse Polyposis (FAP)

Die FAP ist hingegen durch die Bildung einer Vielzahl von Adenomen im Bereich
des Dickdarms bereits in jungen Jahren gekennzeichnet. Unbehandelt liegt das
Risiko bei 100 % ein Karzinom zu entwickeln und liegt bei 0,5 bis 1 % der KRK-
Erkrankungen vor (14, 16).

Weitere genetische Syndrome die mit einem erhdhten Risiko fir ein KRK
assoziiert sind, sind die attenuierte FAP, die MUTHY-assoziierte Polyposis

(MAP), das Peutz-Jeghers-Syndrom und das juvenile Polyposissyndrom (14-16).

1.2 Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

1.2.1 Makroskopische und Mikroskopische Veranderung bei der
Entstehung des KRK

Die haufigste Vorstufe des kolorektalen Karzinoms stellt das Adenom der
Dickdarmschleimhaut dar. Adenome entstehen vermutlich aus Stammzellen der
Dickdarmschleimhaut, von denen sich etwa ein bis funf Stlick pro Kolonkrypte
nachweisen lassen. Kommen weitere begunstigende Faktoren, wie eine
genetische Préadisposition, Ernédhrung und Karzinogene, bzw. Co-Karzinogene
Einflisse hinzu, kommt es zur malignen Transformation.

Das Adenom entsteht zunachst durch eine Proliferation von
Mukosaepithelzellen, die eine geringere Differenzierung als normale
Mukosazellen aufweisen. Weiterhin kommt es zu einer Strukturveranderung der

Drusen und in der Regel zu exophytischem Wachstum, wie es beim tubularen
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oder villdsen Adenom beobachtet wird. Flache Adenome treten selten auf. Nach
dem 60. Lebensjahr nimmt die Anzahl der Adenome im distalen Kolon nicht
weiter zu, jedoch die Adenome in proximalen Anteilen des Dickdarms. Dies fiihrt
man auf unterschiedliche Faktoren bei der Entstehung der Adenome zuriick, wie
unterschiedliche Funktionen der verschiedenen Kolonabschnitte und die
unterschiedliche Zusammensetzung des Darminhalts (17). Eine schematische
Darstellung der Veranderungen in der Darmmukosa bei der Bildung von

Adenomen bis hin zu einem Karzinom zeigt Abbildung 1 (18, 19)

APC inactivation KRAS mutation 18q, SMAD2/4 loss TP53 mutation
and loss N

Normal mucosa Early adenoma Intermediate adenoma Late adenoma Carcinoma

MMR mutation; BRAF mutation TGFBR2, IGF2R, BAX mutation
MLH1 methylation

Abbildung 1: genetische und morphologische Verdnderungen der Darmmukosa im Rahmen der Adenom-Karzinom-
Sequenz (Quelle: De Palma et al., 2019 (18))

1.2.2 Die Rolle von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen bei der
Entstehung und des KRK

Neben den exogenen Faktoren bei der Entstehung des KRK spielen auch
endogene Faktoren, wie genetische Variationen bei verschiedenen Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen eine Rolle.

Mutationen an zahlreichen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen sind an der
Entstehung kolorektaler Karzinome wesentlich beteiligt. Haufig treten sie im
Zusammenhang mit einer genetischen Vorerkrankung wie der FAP oder HNPCC
auf, sind jedoch auch bei spontanen Neubildungen von kolorektalen Karzinomen
nachzuweisen. Die Differenzierung dieser Genmuster hat nicht nur eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung und der Neigung zur Metastasierung von

KRK, sondern letztendlich auch bei der Prognose und der Wahl der Therapie.
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1.2.2.1 Onkogene

RAS-Gen

Bei den Saugetieren unterscheidet man im Wesentlichen drei RAS-Onkogene:
das H-RAS-, das N-RAS- und das K-RAS-Onkogen, die alle nahezu gleich grol3e
21-kDa-Proteine kodieren und zu der Gruppe der GTPasen gehéren. Man findet
ein gehauftes Auftreten von Mutationen in diesen Genen in ca. 15 % aller
Tumoren und bei nahezu 50 % aller kolorektalen Karzinome. Auch
hyperplastische Polypen weisen eine hohe Rate an mutierten RAS-Genen auf,
obwohl diese nicht primér als eine maligne Vorstufe angesehen werden und auch
selten maligne entarten (20).

BRAF

Das BRAF-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 7 an der Stelle 7934
lokalisiert (21) und kodiert fur ein Protein, das die Aktivierung des MAP-Kinase-
Signalwegs steuert. Es beeinflusst das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung und
die Zellmigration und regelt die Apoptose und das Zelliberleben. Die BRAF-
Mutation ist eine seltene, jedoch bedeutsame genetische Variante bei der
Entstehung und der Bewertung der Prognose des KRK. Etwa 8 bis 12 % der
Patienten mit KRK weisen diese Mutation auf. Bevorzugt zeigt sie sich bei KRK-
Patientinnen Uber 70 Jahren, bei rechtsseitig lokalisierten Tumoren und bei
muzindsen Karzinomen. 60 % der Tumore mit einer BRAF-Mutation sind schlecht
ausdifferenziert und es kommt zu einer gehauften Metastasierung ins
Peritoneum. Seltener sind die Lunge und die Leber von einem Metastasenbefall
betroffen (22).

HER2

Das HER2-Gen gehort zur Gruppe der Tyrosinkinaseinhibitoren und ist auf
Chromosom 17 lokalisiert. Die Familie der HER2-Rezeptoren wird auch in
normalen, gesunden Zellen exprimiert, wohingegen in Tumorzellen meist eine
starke Uberexpression vorliegt. HER2-Uberexressionen in Tumoren korrelieren
meist mit einem sehr aggressiven Wachstumsmuster, dass von einer schnellen
und tiefen Invasion und einer frihzeitigen Bildung von Lymphknoten- und
Fernmetastasen gekennzeichnet ist. Vorzugsweise tritt eine verstarkte HER2-
Expression in den distal lokalisierten Darmmalignomen und Rektumkarzinomen

auf.
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1.2.2.2 Tumorsuppressorgene

APC-Gen

Das Tumorsuppressorgen APC (Adenomatous Poliposis Coli-Gen) ist bei der
Kolonkarzinomentwicklung im Rahmen der FAP, aber auch bei spontan
auftretenden Tumoren von Bedeutung. Diese Mutation kann bereits in sehr
frihen Neoplasieformen nachgewiesen werden (20).

p53 Gen

Eine Mutation des Tumorsuppressorgen p53 liegt besonders beim sogenannten
Li-Fraumeni-Syndrom vor. Bei dieser Erkrankung kommt es vorwiegend zur
Entwicklung von Sarkomen, Mammakarzinomen, Gehirntumoren und Tumoren
an anderen Geweben, daneben wird auch ein vermehrtes Auftreten von
kolorektalen Karzinomen beobachtet (20).

DCC-Gen

Zitrka 60 bis 80 % der KRK zeigen einen Funktionsverlust des
Tumorsuppressorgens DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma-Gen) auf.
Allerdings lasst sich bei diesem Gen kein eindeutiger, direkter Zusammenhang
zwischen genetischer Mutation und der Entwicklung eines KRK herstellen, da auf

dem betroffenen Genlocus noch weitere Tumorsuppressorgene kodiert sind (20).

1.3 Lage des Primarius

Die Lage des Primartumors spielt insbesondere im Hinblick auf die Prognose und
die Wahl der Therapie eine Rolle. So zeigten Krebsregisterdaten aus
skandinavischen Landern und den USA, dass Patienten, je nachdem ob der
Primartumor rechtsseitig oder linksseitig erstmals diagnostiziert wurde, eine
unterschiedliche 5-Jahres-Uberlebensrate. Ein Beispiel hierfir ist das
amerikanische Register SEER (Survillance, Epidemiology and End Results),
dass bei 53.801 Kolonkarzinompatienten eine um 12 % geringere 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei fortgeschrittenem, rechtsseitig lokalisiertem
Primarius vorlag (23). Eine Studie von Schrag et al. 2016 zeigt, dass vor allem in
den héheren Tumorstadien Il und IV eine deutlich schlechtere Prognose bei
rechtsseitig lokalisierten Tumoren vorliegt. So zeigte sich im Tumorstadium 1lI
eine 3-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 62 % bei rechtsseitig
lokalisierten Tumoren und von 72 % bei einem linksseitig lokalisierten Primarius.

Im Stadium IV lag die 3-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einem
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Primartumor auf der rechten Seite bei 16 % und auf der linken Seite bei 27 %
(24). Eine mogliche Erklarung fur diese Unterschiede ist, dass linksseitige
Darmtumoren und im Rektumkarzinome friher Beschwerden hervorrufen, wie z.
B. Blutungen, Schmerzen oder Obstipation und somit friiher entdeckt werden
(23). Die Grunde fur die Unterschiede bei rechtsseitiger und linksseitiger Lage
liegen im embryologischen Ursprung und der Genetik der Tumorzellen. Eine
molekulargenetische Untersuchung von Guinny J. et al. 2015 zeigte, dass vor
allem Tumoren, die eine starke Hypermutation, Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)
und Immunaktivierung aufweisen, vorzugsweise rechtsseitige Primartumoren bei
weiblichen Patienten versursachten. Diese wurden zudem auch erst in einem
fortgeschrittenen Stadium entdeckt. Bei den linksseitigen Primartumoren
dominierte ein genetischer Typ, der vorwiegend durch einen epithelialen
Ursprung, Chromosomenabberationen und einer Aktivierung des WNT- und
MY C-Signalwegs charakterisiert ist (25). Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt eine
Ubersicht Gber die Kennzeichen der rechtsseitigen und linksseitigen primaren

Tumorlokalisation (23).

Lokalisation Rechtes Kolon Linkes Kolon
(Haufigkeit) (20 — 25 %) (75 - 80 %)
Inzidenz niedriger hoher
Geschlecht Frauen haufiger Manner haufiger
grofRere Tumoren kleinere Tumoren
Grole _ _
) TNM-Stadium hoher; TNM-Stadium
TNM-Stadium _ _ o
Haufig muzinds niedriger
. . schwacher
Immunogenitat stark immunogen _
immunogen
_ Verstarkte Methylierung
Molekularpathologische _ o - Chromosomen-
_ Mikrosatelliteninstabilitat/ _ -
Kennzeichen . instabilitat
Mismatchreparaturdefekt
Uberlebenszeit kirzer langer

Tabelle 1: Unterschiede zwischen rechtsseitig und linksseitig gelegenen Primértumoren

Auch bei der Therapie spielt die Lage des Primarius eine entscheidende Rolle.

Bedeutsam ist hierbei das Ansprechen auf eine Therapie mit monoklonalen
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Antikorpern. In der FIRE-3 und der CRYSTAL-Studie wurde die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von Cetuximab und Bevacizumab in Kombination mit der
Chemotherapie FOLFIRI untersucht. Diese Studien zeigten, dass Patienten mit
einem metastasierten, linksseitigen KRK und RAS-Wildtyp von einer
Kombinationstherapie aus FOLFIRI und dem EGFR-Antikbrper Cetuximab
profitierten, wohingegen bei Patienten mit einem rechtsseitigen Primarius sich
ein geringerer Behandlungserfolg zeigte (23, 26, 27). Bei Patienten mit
rechtsseitigem Primarius konnte in der CALBG/SWOG-Studie ein
Uberlebensvorteil bei einer zusatzlichen Gabe von Bevacizumab festgestellt
werden. Allerdings sind die Unterschiede im Behandlungserfolgs durch die
zusatzliche Gabe des Antikorpers in dieser Gruppe deutlich geringer als in der

Patientengruppe mit linksseitigem Primarius (23).

1.4 Metastasierung

Ein wesentliches Kennzeichen von malignen Tumoren ist neben der Invasion in
benachbarte Organe und Gewebe die Verschleppung von Tumorzellen aus dem
Primartumor in Lymphknoten oder weitere Organe, die sogenannte
Metastasenbildung. Diese kann lymphogen, hamatogen oder kavitar erfolgen
und verlauft in drei Stufen. Zunachst erfolgt das Eindringen der Tumorzellen in
die Metastasierungswege wie Blut- und Lymphbahnen, Hohlraumstrukturen oder
Nerven. Es kommt zu einer Verschleppung der Tumorzellen in weitere
anatomische Strukturen. Hier kommt es zur Extravasation, zum Austritt der
Tumorzellen aus den Metastasierungswegen. Durch einen lokalen
Gerinnungsvorgang entgeht der Tumorzellkomplex, der zum einen vor der
tumorziden Wirkung des Blutes schiitzt, zum anderen begtnstigt diese Reaktion
die Absiedelung der Tumorzellen in fremden Geweben. Viele Tumoren
metastasieren bevorzugt in bestimmte Zielorgane (Organpréaferenz). Als Ursache
hierfir werden beispielsweise Unterschiede bei Membranrezeptoren,
entsprechende Liganden bestimmter Organendothelien und Adhasionsmolekiile
der Immunglobulin-Superfamilie vermutet (28). Bei der Metastasierung des KRK
spielen besonders die lymphogene- und hamatogene Metastasierung eine Rolle,
eine bevorzugte Metastasierung findet in Leber und Lunge statt (29). Die kavitare

Metastasierung tritt beim KRK in Form der Peritonealkarzinose auf und beruht
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auf einem Befall und einer Ausbreitung der Tumorzellen in der freien Bauchhdhle.
(30).

1.4.1 Lymphogene Metastasierung

Die lymphogene Metastasierung kennzeichnet sich durch ein Eindringen der
Tumorzellen in spaltformige Offnungen der Lymphkapillaren. Zunachst kommt es
zu einem Befall des dem Tumor am néchsten gelegenen Lymphknotens und im
Anschluss zu einem Befall weiterer Lymphknotenstationen (Lymphangiosis
carcinomatosa). Schlussendlich gelangen die Tumorzellen Uber den Ductus
thoracicus in die Blutbahn, wobei ein erheblicher Anteil der malignen Zellen
zugrunde geht. Die lymphogene Metastasierung ist von hoher Bedeutung in der
Tumordiagnostik, da schon kleine Tumoren Lymphknotenmetastasen bilden
konnen und  hieraus entsprechende  Therapiekonsequenzen  wie
Lymphadenektomie, Bestrahlung oder Chemotherapie folgen (28). Beim KRK
findet man bei rechtsseitig lokalisierten Primartumoren im Bereich des Colon
ascendens eine lymphogene Metastasierung vor allem entlang der Arteria
ileocolia, der Arteria colica dextra und der Arteria colica media. Bei einer
Lokalisation im Colon transversum vor allem entlang der Arteria ileocolica (31).
Bei linksseitigen Karzinomen findet die lymphogene Metastasierung vorwiegend
in den Lymphknotenstrdngen entlang der Arteria mesenterica inferior statt (32).
Die Ilymphogene Metastasierung des Rektumkarzinoms erfolgt Uber 3
Metastasenstralen. Je tiefer der Sitz des Primarius ist, Uber umso mehr
Metastasenstral3en kdnnen sich die Tumorzellen ausbreiten. Hochsitzende
Karzinome (8 bis 16 cm) metastasieren nur paraaortal, Malignome der mittleren
Etage (8 bis 4 cm) zusatzlich in die Beckenwand und tiefsitzende Karzinome (4-
0 cm) paraaortal, in die Beckenwand und in die inguinalen Lymphknoten (16).
1.4.2 Hamatogene Metastasierung

Die hamatogene Metastasierung unterscheidet sich durch vier verschiedene
Metastasierungs-Typen, den Cava-Typ, den Pfortadertyp, den Lungentyp und
den vertebral-vendsen Typ. Fur unsere Untersuchungen am kolorektalen
Karzinom sind vor allem der Cava-Typ und der Pfortadertyp bedeutsam. Der
Cava-Typ liegt vor allem bei Malignomen des unteren Rektums, aber auch bei
Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs, der Schilddriise und der Leber vor. Uber das
Abflussgebiet der Vena cava inferior gelangen die Tumorzellen in den rechten

Herzventrikel und von dort aus weiter in die Lunge, wo es haufig zur Absiedelung
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von Lungenmetastasen kommt. Der Pfortadertyp findet sich bei
Krebserkrankungen des ubrigen Magen-Darm-Trakts, des Pankreas und der
Milz. Hierbei treten bevorzugt Lebermetastasen auf. Der Lungentyp liegt vor
allem bei pulmonalen Prim&rtumoren vor. Hier kommt es zu einer Verschleppung
der Tumorzellen Uber die Lungenvenen, in den linken Ventrikel und von dort Uber
das arterielle Blutgefa3system in die Organe des grof3en Kreislaufs wie
beispielsweise ins Gehirn. Der vertebral-venése Typ kennzeichnet sich durch
eine retrograde Metastasierung in das paravertebrale Venengeflecht. Es
entstehen Knochenmetastasen, wie sie vor allem beim Schilddrisen-, Nieren-

und Prostatakarzinom auftreten (28).

1.4.3 Kavitédre Metastasierung

Die kavitdre Metastasierung ist gekennzeichnet von einem Einbruch des
Primartumors in einen Hohlraum und Bildung einer Tochtergeschwulst an einer
anderen Stelle des Hohlraums (28). Die Peritonealkarzinose stellt die haufigste

Form der kavitaren Metastasierung beim KRK dar.

1.5 Molekulare Mechanismen der Metastasierung beim KRK

Neben den anatomischen Gegebenheiten, die eine entscheidende Bedeutung
bei der Art der Metastasierung haben, spielen auch zahlreiche molekulare
Mechanismen eine Rolle bei der Absiedelung von Lymphknoten- und
Fernmetastasen. Hierzu z&hlen neben der Bildung verschiedener Enzyme und

Signalstoffe auch die Veranderung von zellularen Strukturen.

1.5.1 Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT)

Unter der epithelial-mesenchymalen Transition versteht man einen evolutionér
konservierten Prozess, der eine Umwandlung epithelialer Zellen in
mesenchymale Zellen beschreibt, die mitunter eine hdhere Zellmotilitat
aufweisen. Im Rahmen eines tumorgsen Zellwachstum férdert dies eine
Loslésung von Krebszellen aus dem Priméartumor und ermdéglicht den Eintritt
dieser Zellen in lokale Blutgefal3e. Die EMT stellt somit einen entscheidenden
Schritt bei der Initiation der Metastasierung dar. An der EMT sind einige zellulare
Signalwege, unter anderem der WNT-, Notch- und TGF-B-Signalweg beteiligt.
Die EMT beim KRK findet vorwiegend tber den WNT-Signalweg statt. Seine
Funktion wird Uber eine ,loss-of-function“-Mutation ausgetbt, die einen

intrazellularen R-Catenin-Abbau verhindert. Hierdurch kommt es zu einer
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gesteigerten Gentranskription mit Forderung der Zellproliferation (33). Eine
schematische Darstellung des WNT-Signalweges zeigt Abbildung 2. Die Genese
des kolorektalen Karzinoms wird sowohl Gber den kanonischen als auch tber

den nicht-kanonischen WNT-Signalweg gesteuert (34).
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Abbildung 2: WNT-Signalweg, a: kanonischer Signalweg, b: nicht-kanonischer Signalweg (Quelle: Zhan, Rindtorff,
Boutros 2017 (34))

1.5.2 Bildung von Tumorzellclustern

Ein weiterer Faktor bei der Metastasierung sind zirkulierende Tumorzellen, die
entweder als einzelne Zellen oder in Form von Zellclustern (Tumorembolus), Uber
die Blut- oder Lymphbahnen in andere Organe gelangen und sich dort zu
Fernmetastasen entwickeln kénnen. Es zeigt sich, dass mesenchymale Marker,
die auch im Rahmen der EMT auftreten, von den Tumorzellclustern exprimiert
werden. Die Cluster stammen von oligoklonalen primaren Tumorzellklumpen ab,
die ein hohes metastasenbildendes Potential haben und eine hohe
Apoptoseresistenz aufweisen (35). An der Bildung dieser Tumorzellcluster sind
unter anderem verschiedene Proteine beteiligt. So konnte in einer Studie von
Aceto et a. 2014 die Beteiligung vom Pakoglobin an der Bildung von
Lungenmetastasen bei Mammakarzinomen nachgewiesen werden (36). Auch
Chemokine und Zytokine wie CXCL1 sind an der Metastasenbildung durch
Tumorzellclusterbildung beteiligt. Durch eine veranderte Sekretion von CXCL1,
Interleukin-8 und Zytokin-8 kann die Bildung dieser Cluster gehemmt werden und

eine Metastasierung unterdrtickt werden (35).
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1.5.3 Bildung proteolytischer Enzyme

Die Bildung verschiedener proteolytischer Enzyme ermdglicht den Tumorzellen
zum einen zellulare Funktionen zu steuern, zum anderen kann durch die
Spaltung verschiedener Oberflachenstrukturen eine Invasion in das umliegende
Gewebe sowie Blut- und LymphgefaRe und andere anatomische Strukturen
erfolgen. Beim  kolorektalen  Karzinom nehmen die zinkhaltigen
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA)
eine Schlusselrolle ein. MMP 7 (Matrilysin) ist die am haufigsten tGberexprimierte
Metalloproteinase und steuert beim KRK die Differenzierung, das Remodelling,
die Invasion von Tumorzellen und die Metastasierung. Die Expression von MMP7
korreliert mit dem Grad der Malignitat und der Bildung vorwiegend hepatischer
Metastasen (37). In Bezug auf KISS1 konnte beim hepatozellularen Karzinom
durch eine erhéhte Expression von KISS1 und daraus folgende
Herunterregulierung der MMP9-Aktivitdt eine verminderte Metastasenbildung

nachgewiesen werden (38).
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Abbildung 3: Die Rolle proteolytischer Enzyme bei der Metastasierung (Quelle: Rudmik and Magliocco 2005;
www.interscience.wiley.com)

Eine weitere bedeutsame Protease bei der Metastasierung des KRK ist die
Urokinase-Plasminogen-Aktivator (UPA). Eine hohe Expression des uPA-
Rezeptors auf KRK-Zellen geht mit einer deutlich erniedrigten 5-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit einher (37).
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Abbildung 4: Die Rolle von Urokinase-Plasminogen-Aktivator (u-PA) und Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor
(u-PAR) bei der Metastasierung (Rudmik and Magliocco 2005; www.interscience.wiley.com)

1.5.4 Veranderung von zelluldren Haftmechanismen

Zellulare Adhasionsstrukturen und -molekile sind entscheidende Faktoren bei
der Metastasierung maligner Tumoren. Durch die Interaktion mit externen
Signalen, die Steuerung intrazellularer Signalwege und Steuerung der
Zellmotilitat haben sie eine hohe Bedeutung beim Tumorzelliberleben im
jeweiligen, umgebenden Milieu. Beim KRK trifft dies besonders auf Integrine und
Osteopontin zu. Die Integrine haben Einfluss auf die bevorzugte Absiedelung von
Tumorzellen und Metastasenbildung in der Leber.

Osteopontin (OPN) Ubt seine Funktion Uber die Bindung an Integrin aus. Durch
OPN werden das Zelluberleben, die Zellmotilitat und die anti-apoptotische
Wirkung intrazellularer Signalwege gesteuert. OPN stellt einerseits einen Marker
fur die Tumorprogression dar, zum anderen beeinflusst es das Risiko fir eine

zukinftige Metastasierung (37).

1.5.5 Neoangiogenese

Bei den molekularen Mechanismen der Metastasierung hat die Neoangiogenese
sowohl beim Wachstum des Primartumors, als auch bei der Ernahrung der
Metastasen eine hohe Bedeutung. Durch die Neoangiogenese wird die
Versorgung des Tumorgewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff sichergestelit.
Durch alleinige Diffusion ware eine Versorgung mit Sauerstoff nur bis in eine
Gewebetiefe von ca. 1-2 mm mdglich. Eine zentrale Rolle spielt hierbei der

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Urokinase-Plasminogen-
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Aktivator (uPA). Durch eine z. B. im Rahmen eines Tumorwachstums
entstehende Gewebehypoxie kommt es zu einer vermehrten Ausschittung von
VEGF und somit zu einer gesteigerten Aussprossung von Gefal3en und einer
gesteigerten Ausschittung von Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA), das
wiederum eine hamatogene Verschleppung der Tumorzellen und die weitere
Bildung von Fernmetastasen begunstigt. Eine vermehrte Expression von VEGF
in Zellen des KRK geht mit einer deutlich schlechteren Prognose, einem
schnelleren Tumorwachstum, sowie mit einem doppelt so hohen Risiko eines
Tumorrezidivs bzw. einer erhdhten Sterblichkeit einher. Ein weiterer an der
Tumorangiogenese beteiligter Wachstumsfaktor ist der Platelet Derived
Endothelial Cell Growth Factor (PD-ECGF). Die genaue Funktion dieses
Wachstumsfaktors ist derzeit noch nicht endgultig geklart. Jedoch geht eine
erhohte Expression dieses Wachstumsfaktors laut einiger Studien die
Sterblichkeit bei KRK um das Achtfache, unabhangig vom Tumorstadium (37). In
Studien konnte bereits die antiangiogenetische Wirkung von KISS1 durch eine
Herabregulierung der Sekretion von proangiogenetischen Faktoren und
Verhinderung der vesikularen Wiederaufnahme von EGFR bei MDA-MB-231
triple-negativen Brustkrebszellen am Mausmodell nachgewiesen werden (39).
Kisspeptin-10 bewirkt weiterhin eine Hemmung der Tumorangiogenese Uber eine
Unterdrickung der Spl-vermittelten VEGF-Expression (40).

1.5.6 Zelluberleben und Umgehung der Kontrolle durch das

Immunsystem

Die Bildung von Fernmetastasen setzt das Uberleben der losgeldsten
Tumorzellen wahrend des hamatogenen oder lymphogenen Transportes und der
Absiedelung in entfernten Geweben voraus. Besonders wichtig ist hierbei die
Umgehung einer Kontrolle durch das Immunsystem. Der Tumor Necrosis Factor
Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL/Apo-2-Ligand) gehort zu der Gruppe
der Tumornekrosefaktoren (TNF) und bewirkt speziell in Tumorzellen den Zelltod
durch Apoptose unter Schonung gesunder Kérperzellen. Der TRAIL-Faktor findet
sich in vor allem in naturlichen Killerzellen (NK) der Leber, wohingegen er in
normalen T-Zellen oder NK's fehlt. Eine Steuerung der Expression von TRAIL in

den NK findet Gber Interferon-gamma statt.

Ein weiterer wichtiger Signalstoff des Immunsystems bei der Steuerung des

Tumorwachstums stellt das Interferon-B (IFN-B) dar. Auch IFN-B wird eine
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antiapoptotische Wirkung zugeschrieben, die auf der Herunterregulierung von
proapoptotisch wirkenden Genen beruht, in Folge kommt es zu einer Hemmung

des Tumor- und Metastasenwachstums.

Eine weitere vom Immunsystem gesteuerte Komponente bei der Metastasierung
stellen der Chemokinrezeptor CXCR 4 und sein Ligand CXC12 (SDF-1; stroma
cell derived factor-1) dar, die normalerweise ihre Funktion bei der Steuerung der
Lymphozytenwanderung austben. In malignen Tumoren bewirkt CXCR 4 ein

Herauslosen einzelner Tumorzellen aus dem Tumorgewebe und die Bildung von

Mikrometastasen, vorzugsweise in der Leber. (37)
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Abbildung 5: Darstellung des Apoptose-Signalwegs Giber TRAIL und IFN-G (Quelle: Rudmik and Magliocco 2005;
www.interscience.wiley.com)

1.6 Haufigkeit der Metastasierung

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines KRK weisen ca. 20 % der Patienten ein
Tumorstadium IV oder eine Metastase auf. In den meisten Féllen handelt es sich
dabei um eine Lebermetastase. Der zweithdufigste Ort der Metastasierung ist die
Lunge (29). Deutlich seltener finden sich ovarielle Metastasen, ein Befall des
Peritoneums, ossére Metastasen, cerebrale Metastasen oder Nierenmetastasen
(13, 41). Einen weiteren Faktor beim Ort der Metastasierung stellt der Sitz des
Primarius dar. So zeigen sich deutliche Unterschiede bei der Fernmetastasierung

beim Kolonkarzinom und beim Rektumkarzinom.
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1.6.1 Metastasierung bei Kolonkarzinomen

So zeigt eine Studie von Riihimaki et al. aus dem Jahr 2016, dass bei Patienten
mit einem Kolonkarzinom und einer solitdren Metastase in allen Tumorstadien |
bis IV vor allem die Leber befallen war (I = 51 %, Il = 42 %, Il = 49 %, IV = 48
%). Am zweithaufigsten war bei diesen Patienten das Peritoneum betroffen (I =
11%, 11=14 %, Ill = 14 %, IV = 11 %) und am dritth&ufigsten waren die thorakalen
Organe betroffen (1 =10 %, Il = 13 %, Ill = 13 %, IV = 4 %). Solitdre Metastasen
im Bereich des Knoches, des ZNS oder anderen Bereichen des
Gastrointestinaltrakts zeigten sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose seltener.
Lagen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits drei und mehr Fernmetastasen
vor, so zeigt sich vor allem im Tumorstadium | vorwiegend eine Metastasierung
im Thoraxbereich (93 %). Ab dem Tumorstadium Il war wiederum auch hier am
haufigsten die Leber betroffen (11 = 73 %, Il = 80 %, IV = 91 %). An zweiter Stelle
war bei Patienten mit Tumorstadium | und mehr als 3 Metastasen zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose die Leber betroffen (85 %), in den Tumorstadien II, 1ll und IV
die thorakalen Organe (Il = 72 %, llI=75 %, IV = 76%) (42).

1.6.2 Metastasierung bei Rektumkarzinomen

Bei metastasierten Rektumkarzinomen ist bei allen Patienten der Stadien | bis IV
und einer solitiren Metastase am haufigsten die Leber betroffen (I = 38 %, Il =
43 %, 1l = 44 %, IV = 80 %). Am zweithaufigsten sind bei allen Tumorstadien die
thorakalen Organe betroffen (I = 34 %, Il = 27 %, Ill = 25 %, IV = 12 %). An dritter
Stelle steht bei Tumoren im Stadium | und IV das Peritoneum (I =7 %, IV = 3 %),
in den Stadien Il und Ill ist findet man Metastasen am haufigsten im Knochen,
sowie im ZNS-Bereich (Il = je 5 %, lll = 7 % Knochen, 5 % ZNS). Bei drei und
mehr Metastasen ist in den Stadien | und IV am haufigsten die Leber betroffen (I
= 89 %, IV = 93 %). In den Tumorstadien Il und lll sind bei drei und mehr
Metastasen am haufigsten die thorakalen Organe betroffen (Il = 79 %, IIl = 87
%). Am zweithaufigsten sind in den Stadien | und IV die thorakalen Organe
betroffen (I = 86 %, IV = 84 %), in den Stadien Il und Il ist an zweiter Stelle die
Leber betroffen (Il = 66 %, Il = 73 %). Am dritthaufigsten ist bei Patienten die drei
und mehr Metastasen aufweisen in allen Stadien der Knochen betroffen (I = 41
%, Il = 33 %, Il =39 %, IV = 37 %) (42).
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1.7 Prognose

Bei der Prognose des Kolonkarzinoms sind das postoperative, pathologische
Tumorstadium (pT-Kategorie) nach dem TNM-System der UICC und der
Differenzierungsgrad (Graduierung) entscheidende Faktoren. Die Bestimmung
des pathologischen Stadiums erfolgt im Wesentlichen anhand der
Infiltrationstiefe. Hier unterscheidet man weiterhin ein expansiv-kohasives
Wachstumsmuster, dass in 75 % der Falle vorliegt von einem infiltrativ-
dissoziiertem Wachstum bei 25 % der Erkrankungen. Im Stadium der pT1-
Karzinome ist der frihzeitige Einbruch in Lymphgefal3e ein wichtiges
Prognosekriterium. Prognostisch gunstig verlaufen hier hoch bis mittelhoch
differenzierte Tumoren ohne Lymphgefal3einbriche und Invasion der
Submukosa. Eine deutlich schlechtere Prognose weisen niedrig differenzierte
oder undifferenzierte Karzinome mit Lymphgefaliinvasion und
Submukosainfiltration auf. Weiter prognostisch unginstige Kriterien sind eine
Invasion vendser Blutgefal3e, Infiltration der Perineuralscheiden und eine
Dedifferenzierung und Knospenbildung des Tumors an der Invasionsfront, das
sogenannte ,budding®. Ebenfalls von hoher prognostischer Bedeutung ist das
Vorhandensein eines Residualtumors (R1 bzw. R2-Resektion) und von
Fernmetastasen. In Hinblick auf die Fiinf-Jahrs-Uberlebenszeit betragt diese
durchschnittlich im UICC-Stadium | 96 %, im Stadium 1l 85 %, im Stadium 11l 61
% und im Stadium IV nur 9%. Tabelle 2 bis 5 geben eine Ubersicht tber die
Tumorstadien nach TNM, die Stadien des Lymphknotenbefalls, der
Fernmetastasen und Resektionsrander. Tabelle 6 zeigt die Einteilung in die
verschiedenen UICC-Stadien (43). Allgemein kann gesagt werden, dass die
Uberlebenschancen mit zunehmendem Alter sinken und bei jingeren Patienten

die Uberlebenschancen fiir Frauen etwas hoher sind als fiir Manner (44).

Primartumor
pTis ¢ Intraepitheliale ,high-grade® Neoplasie
e Intraglandulér oder Infiltration der Lamina propria mucosae
e Kein Durchbruch muscularis mucosae
¢ Keine Infiltration der Submukosa
pT1l Infiltation bis in die Submukosa
pT2 Infiltation bis in die Muscularis propria
pT3 e Muscularis propria bereits Gberschritten
e Ausdehnung bis ins perikolische bzw. perirektale Fettgewebe
pT4 e Infiltration anderer Organe oder Strukturen und/oder
e Infiltation des viszeralen Peritoneums
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pT4a Viszerales Peritoneum durchbrochen

pT4b Benachbarte Organe oder Strukturen bereits infiltriert
Tabelle 2: Pathologische Einteilung gastrointestinaler Primédrtumoren nach TNM (Quelle: MANUAL gastrointestinale
Tumoren)

Lymphknoten

pNO Kein regionarer LK-Befall

pN1 1 — 3 regiondre LK befallen

pNla 1 regionérer LK befallen

pN1b 1 — 2 regiondre LK befallen

pNlc e Tumorbefall im subserdsen bzw. perikolischen/perirektalen

Fettgewebe
e Keine regionédren LK befallen

pN2 2 4 regionare LK befallen

pN2a 4 — 6 regionéare LK befallen

pN2b = 7 regionare LK befallen

Tabelle 3: Pathologische Einteilung des Lymphknotenbefalls bei gastrointestinalen Tumoren nach TNM (Quelle:
MANUAL gastrointestinale Tumoren)

Fernmetastasen

pMO Keine Fernmetastasen vorhanden

pM1 Fernmetastasen vorhanden

pMla Metastasenbefall (solitdr/multibel) in einem Organ

pM1b e Metastasenbefall (solitar/multibel) in mehreren Organen

e Peritonealkarzinose

Tabelle 4: Pathologische Einteilung des Fernmetastasenbefalls bei gastrointestinalen Tumoren nach TNM (Quelle:
MANUAL gastrointestinale Tumoren)

Resektionsrander

RX

Resektionsrander nicht beurteilbar

RO Kein Residualtumor vorhanden

R1 Residualtumor mikroskopisch vorhanden

R2 Residualtumor makroskopisch vorhanden

Tabelle 5: Makroskopische und mikroskopische Beurteilung der Resektionsrdnder (Quelle: MANUAL gastrointestinale
Tumoren)

UICC-Stadium Tumorstadium (TNM) | Lymphknotenbefall | Fernmetastasen

0 Tis NO MO

| T1, T2 NO MO

A T3 NO MO

1B T4a NO MO

IC T4b NO MO

11 Jedes T-Stadium N1, N2 MO

1A T1, T2 Nla MO
T1 N2a MO

1B T3, Tda N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO

"nc T4a N2a MO
T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO

IVA Jedes T-Stadium Jedes N-Stadium Mla

VB Jedes T-Stadium Jedes N-Stadium M1b

Tabelle 6: Tumoreinteilung nach dem UICC-Stadium (Quelle: MANUAL gastrointestinale Tumoren)
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1.8 Rolle des Biomarkers KISS1 bei der Metastasierung und

der Prognose des KRK sowie bei anderen Tumoren

1.8.1 Das Gen KISS1

KISS1 ist ein auf Chromosom 1 an der Position q32-q41 lokalisiertes Gen, dass
einerseits physiologischen Vorgange, wie den Eintritt in die Pubertat, die sexuelle
Entwicklung und Schwangerschaft steuert, zum anderen auch eine Rolle in der
Karzinogenese spielt. Auf physiologischer Ebene wird KISS1 und seine
zugehdrigen Kisspeptine im Hypothalamus von spezifischen Neuronen
exprimiert. Uber diese Subpopulation erfolgt mittels Ostradiol eine Hoch- oder
Herunterregulierung von KISS1 Uber den Ostrogenrezeptor-a. (ER-a). Die
Aktivierung von ER-a durch Ostrogen erfolgt mittels sog. Estrogen-responsive
Elements (ERE) oder alternativ tber die Bindung von Kofaktoren wie AP1, SP1,
NF«kB etc. Durch die anschlielende Bindung an die DNA wird die Transkription
gesteuert (45).

Betrachtet man die Funktion des KISS1-Gens im Zusammenhang mit der Bildung
einer Krebserkrankung steuert es unter anderem die Tumorzellproliferation, die
Metastasierung, die Invasion von Tumorzellen, sowie die Zelldifferenzierung und
Apoptose in zahlreichen malignen Neoplasien. Hierzu zahlen neben dem
kolorektalen Karzinom insbesondere maligne Harnblasentumoren,
Mammakarzinome und weitere gastrointestinale Krebserkrankungen (46).

Die Regulatoren des Gens erfolgt durch zwei Proteine: Thioreduxin-Interacting-
Protein (TXNIP) auch genannt Vitamin-D-Upregulated-Protein (VDUP1) mit
Lokalisation auf Chromosom 1 und den Cofaktor Cofaktor-required-for-SP1-
Aktivitat 3 (CRSP3) auch genannt Vitamin-D-Rezeptor-Interacting-Protein mit
Lokalisation auf Chromosom 6 (45, 47). Die Genprodukte, verschiedene
Kisspeptine, reagieren mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die den
sogenannten Orphan-Rezeptoren angehdren. Die intrazellulare Wirkung dieser
Rezeptoren beruht zunachst auf einer Hydrolyse von PIP2, daraufhin kommt es
zu einer Leerung von intrazellularen Kalziumspeichern und Freisetzung von
Arachidonsaurederivaten, die dann ihre intrazellulare Signalwirkung austiben
(48, 49). Zu den mit Kisspeptinen reagierenden G-Protein-Rezeptoren zahlen
beispielsweise GPR 54, AXOR 12 und hOT7T175 (48-51). Unter physiologischen

Bedingungen findet sich die hochste Expression des Gens KISS1 in der Plazenta
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und dem zentralen Nervensystem, etwas weniger auch in den Hoden und
Ovarien, Pankreas, Leber, Fettgewebe, Herz und stellenweise im
Gastrointestinaltrakt (45, 52). Auf den Zellen einiger dieser Gewebe finden sich
dementsprechend auch vermehrt die zugehérigen Orphanrezeptoren. So wird
GPR 54 vorwiegend in der Plazenta, der Hypophyse, der Bauchspeicheldriise
und im Ruckenmark exprimiert, der Rezeptor AXOR 12 ist vor allem in der
Plazenta, der Hypophyse und dem Gehirn lokalisiert (48, 49). Die schematische
Darstellung des KISS1-Rezeptors und seiner intrazellularen Wirkungsweise ist in
Abbildung 2 dargestellt (53).

Kisspeptin @ ) [Inactivated | ©) [xcivated
'a.la.[e.la.|'.'.| [|e H.|'e|'.'.[a.[a a.l'a.'a.'a. T
& 3

Endoplasmic reticulum

PI3K/Akt

Abbildung 6: schematische Darstellung des KISS1-Rezeptors und seiner intrazelluléren Signalkaskade (Quelle: Hu,
Chao, Zhang et al.,2017)

1.8.2 Die Funktion des Gens KISS1 und seiner Genprodukte

Die Wirkung der KISS1-Genprodukte im Rahmen der Karzinogenese und auf
physiologischer Ebene unterscheiden sich grundlegend. Wéahrend bei der KISS1
in Tumorzellen vor allem eine Unterdriickung der Metastasenbildung bewirkt,
stehen auf physiologischer Ebene eher endokrine Funktionen im Vordergrund
(47, 54). Kisspeptine und ihre zugehorigen Rezeptoren regulieren die Entstehung
und die Metastasierung einer Krebserkrankung auf vielfaltige Weise (55). Die
Funktion dieses Genprodukts wird dabei zum einen Uber die quantitative
Expression, zum anderen (Uber den Methylierungsstatus bestimmt.
Beispielsweise zeigen besonders gastrointestinale Tumoren verstarkt eine
Hypermethylierung im  Bereich des KISS1-Promotors (46). Die

metastasenhemmende Wirkung dieses Gens bewirkt in Tumorzellen eine
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Hemmung der Zellmigration, eine verminderte Chemotaxis und Unterdriickung
der Invasion von Tumorzellen. Zudem wird auch eine Rolle bei der
Reorganisation des Zytoskeletts angenommen. KISS1 bildet weiterhin
verschiedene Peptide (Kisspeptin 10, 13, 14 und 54 (Metastin)), unter anderem
ein am C-Ende aminiertes Peptid (Kisspeptin 54), dass als endogener Ligand des
G-Protein-gekoppelten Rezeptors GPR54 seine Funktion ausubt. Die Rolle von
Kisspeptin-54 und GPR54 stehen neben physiologischen Vorgangen vor allem
bei pathologischen Vorgangen im Vordergrund. KISS1/GPR54 hemmt die
Aktivierung die Zellproliferation und -migration und verhindert dadurch die
Metastasenbildung und die Tumorinvasion und -progression. KISS1/GPR54

fordert weiterhin die Zelldifferenzierung (55, 56).
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KiSS1 nu2[ ss | | [Kisspeptin-54 (Metastin)] | | coon
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Abbildung 7: Produktion der Kisspeptine; die Kisspeptine 10, 13, 14 und 54 werden aus dem 145 Aminoséuren
umfassenden Pro-Kisspeptin herausgeschnitten und von der Zelle sezerniert (Quelle: Cho et al., 2012)

Eine weitere Funktion besteht in der Einleitung der Apoptose Uber eine RhoA-
ROCK-AKktivierung. Die genaue intrazellulare Signalkaskade ist bis heute nicht
bekannt. RhoA-assoziierte Proteinkinasen steuern eine Vielzahl grundlegender
Zellfunktionen unter anderem Kontraktion, Motilitat, Proliferation und Aufbau des
Zytoskeletts. Im Rahmen der Apoptose wird Uber eine RhoA-assoziierte
Proteinkinase, das sogenannte ,membrane blebbing“, ein blasenahnliches
Anschwellen der Zelle vor dem Zelltod bewirkt (55, 57).

Auf physiologischer Ebene bewirken vor allem die Kisspeptine 10, 13, 14 und 54
(=Metastin) Uber den G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPR 54) die GnRH-
induzierte Gonadotropinsekretion und aktivieren pubertale GnRH-Neuronen.
Dies fuhrt zum Eintritt in die Pubertat und Steuerung der sexuellen Entwicklung

(47, 49, 54). Weitere physiologische Funktionen liegen in der Steuerung des
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zirkadianen Rhythmus, der Knochenbildung, der Entwicklung der Nieren und
dem Fettstoffwechsel (45).

1.8.3 Regulierung von KISS1
Die Regulierung von KISS1 erfolgt zum einen auf genetischer Ebene, zum
anderen Uber die Menge der Proteinbildung. Die Ursache hierfir liegt in gewebe-
und zellspezifischen Merkmalen und wird in Kapitel 1.8.1 beschrieben.
1.8.4 Rolle von KISS1 bei der Metastasierung verschiedener maligner
Tumoren
Die Unterdrickung der Metastasierung zahlt zu den Hauptfunktionen des
Tumorsuppressorgens KISS1. Die Expression von KISS1 wurde zunéchst als
Metastasierungsfaktor im malignen Melanom entdeckt. Bei der Metastasierung
des schwarzen Hautkrebses kommt es Uber die Kisspeptine 10, 13, 14 und 54
(=Metastin) und den G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPR 54, hOT7T175,
AXOR 12) zu einer Unterdrickung der Metastasierung. In den Melanomzellen
findet sich in der Hélfte der metastasierten Krankheitsfalle ein Funktionsausfall
der Regulatoren auf Chromosom 6, folglich wird eine Metastasenbildung
beglunstigt (47, 49). Kurze Zeit spater wurde dieses Gen auch beim
Mammakarzinom als ein entscheidender Faktor bei der Bildung von sekundéren
Tumoren entdeckt, aber auch als Induktor der Tumorzellphagozytose und
Apoptose, identifiziert. Beim metastasierten Mammakarzinom findet sich bei
diesem Gen haufig eine Deletion des Gens in Chromosom 1 (47). Die
verschiedenen Kisspeptine und ihr zugehériger Rezeptor zeigen beim

Mammakarzinom unterschiedliche Funktionen und Merkmale. Das Kisspeptin-10

hemmt die Stimulation der RhoA-Kinase durch den Tumornekrosefaktor-a. Dies

bewirkt eine schlechtere Invasion der Brustkrebszellen bei der Absiedelung in
fremden Geweben, insbesondere bei der Bildung von Lungenmetastasen. Eine
verminderte KISS1/GPR54-Expression wurde hingegen bei der Bildung von
Fernmetastasen und Lymphknotenbefall festgestellt. Auf der anderen Seite
zeigen hingegen besonders aggressive, Ostrogenrezeptorpositive
Mammakarzinome eine vermehrte Expression von KISS1/GPR54 (55).
Allerdings ist ein hoher Polymorphismus im KISS1-Gen ist nicht nur mit einer
verstarkten Metastasenbildung und aggressiveren Tumoren assoziiert, sondern
auch mit einem generell erhéhten Brustkrebsrisiko (47, 58). Eine erhoéhte

Expression von KISS1/GPR54 konnte neben dem Mammakarzinom auch in
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einigen Zelllinien (K562, KU812, LAMA84) der akuten myeloischen Leukamie
(AML) festgestellt werden (55). Beim Urothelkarzinom spielt neben einer
verminderten Expression des KISS1-Gens auch der Methylierungsgrad eine
wichtige Rolle. So konnte festgestellt werden, dass Patienten, die neben einer
geringen KISS1-Expression in den Tumorzellen, zusatzlich noch einen hohen
Methylierungsgrad dieses Gens aufwiesen, eine raschere Tumorprogression
zeigten und eine deutlich schlechtere Uberlebensprognose hatten, als Patienten,
die als einzelnes Merkmal eine verminderte KISS1-Expression aufwiesen (52).
Eine weitere Gruppe von malignen Erkrankungen, in denen der KISS1-Status
von Bedeutung ist, stellen die gastrointestinalen Tumoren dar. In der
immunhistochemischen Untersuchung findet sich eine homogene KISS1-
Expression zum einen in der normalen Mukosa, wobei die Expression in der tiefer
gelegenen Proliferationszone sich etwas schwécher darstellt, wohingegen die
oberflachlichen, foveolaren Epithelzellen und tiefer gelegenen Driisenzellen eine
etwas starkere Farbreaktion zeigen. Bei Tumoren zeigt sich vor allem in den
metaplastischen Randbereichen eine positive Reaktion, wohingegen im
eigentlichen Tumor sich die KISS1-Expression eher schwach bis heterogen zeigt
(59). Beim KRK konnte eine KISS1-Expression vorwiegend im Zytoplasma der
Malignomzelle gefunden werden, jedoch nicht in der normalen Mukosa (60).
Zusammen mit dem Orphan-G-Protein-Rezeptor hOT7T175 (=GPR 54) zeigt das
KISS1-Gen auch eine metastasenhemmende Wirkung beim
Plattenepithelkarzinom des Osophagus und der Bauchspeicheldriise. So konnte
beim Verlust von entweder KISS1 oder dem hOT7T175-Rezeptor eine verstarkte
Bildung von Lymphknotenmetastasen festgestellt werden (50). Auch beim
Pankreaskarzinom stellt der Metastin-Rezeptor hOT7T175 einen wichtigen
Faktor bei der Unterdrickung der Metastasierung dar (51). Beim
hepatozellularen Karzinom konnte eine gegenteilige Wirkung festgestellt werden.
So korreliert eine Uberexpression des KISS1-Gens zusammen mit einem
vermehrten Auftreten des hOT7T175-Rezeptors mit einer deutlichen
Tumorprogression und verkirzten Uberlebenszeit (61).

1.8.5 Die Rolle von KISS1 bei nicht neoplastischen Erkrankungen

KISS1 und der zugehotrige GPR54-Rezeptor haben nicht nur Einfluss auf die
Entwicklung diverser maligner Erkrankungen, sie steuern eine Vielzahl

biologischer Vorgange, die bei einer Uber- bzw. Unterexpression entsprechende
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Krankheitsbilder zeigen. Eine sehr wichtige Funktion besteht in der Steuerung
der Gonaden Uber die hypothalamisch-hypophysare-Hormonachse. Bei einem
Funktionsverlust von GPR54/KISS1 lasst sich besonders haufig das
Krankheitsbild des idiopathischen hypothalamischen Hypogonadismus (IHH)
feststellen, der zu einem erniedrigten Spiegel vor allem von LH und FSH fuhrt
und massive Auswirkungen auf die menschliche Fertilitat hat. Bei einer
vermehrten Expression von KISS1 kommt es hingegen zu einem vorzeitigen
Eintritt in die Pubertat (55, 62). Auch in der Schwangerschaft kommt KISS1 eine
wichtige Rolle bei der Funktion der Plazenta und der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft zu. So konnte eine deutlich erhéhte Expression von KISS1 in
humanen Synzytiotrophoblasten beim Auftreten einer Praeklampsie festgestellt
werden (63).

intrazellulare Signalfunktion KISS1/GPR54

Abbildung 8: Die Funktion von KISS1/GPR54 bei physiologischen und pathologischen biologischen Prozessen (Quelle:
Cho et al., 2012)
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Trotz erheblicher Fortschritte in der Vorsorge, Diagnostik und Therapie von
kolorektalen Karzinomen stellen sie nach wie vor eine der haufigsten
Tumorerkrankungen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen dar (1, 2). Durch
die sich stetig verbessernde Diagnostik, vor allem im Bereich der
Molekularpathologie ist es mdglich die genetischen Merkmale des KRK immer
besser zu entschlisseln. Diese genetischen Muster liefern nicht nur Hinweise auf
die Wachstumseigenschaften und Metastasierungsneigung des KRK, sondern
ermoglicht es frihzeitig gezielte Therapien zu planen. Im Rahmen meiner Arbeit
wurde die KISS1-Expression bei pulmonal metastasierten KRK mit der KISS1-
Expression bei hepatisch metastasierten malignen Tumoren und nicht-
metastasierten KRK verglichen. Die Fragestellung meiner Arbeit beinhaltet vor
allem, ob ein verstarktes Auftreten des Oberflachenmarkers KISS1 bei der
pulmonalen Metastasierung sich von hepatisch metastasierten KRKs und nicht
metastasierten malignen Darmtumoren unterscheidet. Weiterhin wurde
untersucht, ob die Expression von KISS1 auch mit dem Auftreten von weiteren
Merkmalen wie anderen Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen, dem
Geschlecht, dem Alter, dem T-Stadium, dem Differenzierungsgrad oder auch
einer verstarkten Neigung zu Lymphknotenbefall korreliert. Das Ziel der Arbeit
beinhaltet, dass zuklnftig eine hohe Metastasierungsneigung beim KRK
frihzeitig erkannt wird und somit bereits in niedrigen Tumorstadien eine

passende und zeitnahe Therapie geplant werden kann.
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3 Methoden

3.1 Auswahl und Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Unsere Untersuchung wurde als retrospektive Fall-Kontrollstudie geplant. Hierbei
wurden uns Daten des Tumorregisters Munchen zur Verfigung gestellt. Anhand
dieser Daten erfolgte anschlie3end die Auswahl der Patientenfallen, die in der
Universitatsklinik der Ludwig-Maximillians-Universitat (LMU) Minchen behandelt
wurden und Patienten, die in anderen Kliniken behandelt wurden und
histologisches Material an das pathologische Institut der LMU gesandt wurde. Es
wurde ein Zeitraum von 20 Jahren festgelegt und Daten von Patienten erhoben,
die zwischen 1998 und 2018 die Erstdiagnose ,kolorektales Karzinom® erhielten.
Es wurden dabei sowohl Patienten mit einem Kolonkarzinom, als auch Patienten
mit einem Rektumkarzinom in die jeweiligen Untersuchungsgruppen
aufgenommen.

3.1.1 Zusammenstellung des Patientenkollektivs

Das zentrale Kriterium bei der Zusammensetzung unserer Testgruppen war das
Vorhandensein mindestens einer pulmonalen Metastase im besagten Zeitraum.
Die Kontrollgruppen bildeten zum einen eine Patientengruppe, die innerhalb
eines Zeitraums von 5 Jahren keine Metastase aufwiesen. Die Zweite
Kontrollgruppe bildete eine Gruppe von Patienten, bei der zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose oder im Untersuchungszeitraum mindestens eine hepatische

Metastase nachgewiesen werden konnte.

3.1.2 Matching der Testgruppen

Um eine madglichst groRe Homogenitat bei der Auswahl des Patientenkollektivs
zu erhalten, wurden Tripletts gebildet, in denen aus jeder Gruppe ein
Patientenfall vertreten ist. Die Zusammenstellung der Tripletts erfolgte nach
maoglichst ahnlichen Merkmalen. Diese Merkmale bezogen sich auf das
Geschlecht, die Lage des Primarius und das Tumorgrading.

Geschlecht

Nach Moglichkeit wurden bei der Bildung der Tripletts nach Geschlechtern
getrennt. Der Grund hierfir liegt in der unterschiedlichen Haufigkeit der
Risikofaktoren und protektiver hormoneller Faktoren. So weisen Manner deutlich
haufiger Risikofaktoren, wie Nikotin- oder Alkoholkonsum, auf. Frauen hingegen,
haben mdglicherweise einen Schutz durch den beim weiblichen Geschlecht
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hoheren Ostrogenspiegel (64). Aufgrund eines Mangels an ausreichenden
Matchingpartnern, konnte eine strikte Trennung nach Geschlechtern
stellenweise nicht erfolgen und 23 Tripletts enthalten méannliche und weibliche
Patientendaten.

Primariuslage

Ein weiteres Matching-Kriterium bezog sich auf die Lage des Primarius. Hier
wurde in rechtsseitig lokalisierte Tumoren und linksseitig lokalisierte Tumoren
unterteilt. Die Grenzstruktur bildete in unserer Studie die linke Kolonflexur.
Dieses Kriterium wurde ausgewahlt, da hier relevante Unterschiede im
Erkrankungsalter, dem Metastasierungsverhalten und in der Prognose liegen. So
tritt das linksseitig lokalisierte KRK vor allem bei jingeren Patienten auf, dass
rechtsseitig lokalisierte Karzinom eher bei Aalteren Patienten. Linksseitig
lokalisierte Tumoren bilden vorwiegend pulmonale und hepatische Metstasen,
wohingegen die rechtsseitig lokalisierten Tumoren zu Peritonealmetastasen
neigen. Auch in der Prognose zeigt sich bei der Lokalisation ein Unterschied. So
haben Patienten mit rechtsseitig lokalisierten Tumoren vor allem eine bessere
Prognose, wenn der Tumor in den Stadien | und Il diagnostiziert wird, bei
linksseitigen Tumoren liegt paradoxerweise eine bessere Prognose in den
Stadien Il und IV vor. Bei der Bildung unserer Tripletts zeigte sich deutlich, dass
die meisten unserer untersuchten Tumoren linksseitige Tumoren waren. Wir
konnten Daten fur insgesamt flr neun rechtsseitige Tripletts gewinnen und Daten
fur 72 linksseitige Tripletts.

Tumorgrading

Bei der Auswahl des Tumorstadiums wurden Daten der von Tumoren mit dem
Differenzierungsgrad G2 und G3 gesammelt. Der Grund hierfur liegt in der
klinischen Bedeutung bei der Therapieplanung. So ist bei gut ausdifferenzierten
Tumoren meist eine operative Therapie ausreichend, wohingegen bei schlecht
ausdifferenzierten, hoch malignen Tumoren in der Regel zusatzlich eine
Chemotherapie/Strahlentherapie notwendig ist, da high-grade-Tumoren
bdsartiger sind, schneller wachsen und friher Metastasen bilden (65, 66). Im
Rahmen unserer Untersuchung wurden gezielt moderat (G2) bis schlecht
ausdifferenzierte (G3) Tumoren ausgewabhlt, da bei diesen Tumoren haufig eine
Metastasierung bereits vorliegt und zudem hier die hochste Fallzahl gewonnen

werden konnte.
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Lymphknotenmetastasen

Liegen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Lymphknotenmetastasen vor, so
besteht ein erhdhtes Risiko eine Fernmetastase zu entwickeln. Weiterhin
verschlechtert sich mit zunehmender Anzahl der nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen auch die 5-jahres-Uberlebensrate (13, 67).

Somit konnten drei moglichst homogene Studiengruppen zusammengestellt
werden. Die Datensammlung erfolgte zum einen mit im Klinikinternen SAP®-
System  archivierten Patientenakten anhand von Anamnesebo6gen,
Untersuchungs- und Operationsberichten und Arztbriefen, zum anderen aus
archivierten Untersuchungsberichten des Pathologischen Instituts der LMU. Bei
der Auswahl des histologischen Untersuchungsmaterials wurden Primartumoren,
Biopsien und Fernmetastasen des KRK ausgewahlt. Im nachsten Schritt wurden
mit Hilfe der Befunddatenbank des pathologischen Instituts die entsprechenden
Archivnummern der Patientenfalle festgestellt und die zugehérigen Schnitte aus
dem Archiv des pathologischen Instituts an den Standorten Innenstadt und
GrolRhadern herausgesucht. Anhand der Schnitte wurden die Paraffinblocke
ausgewahlt, die einen moglichst grof3en Anteil an Tumormasse aufwiesen. Im
Anschluss wurde, um die Patientenfélle irreversibel zu anonymisieren, zum einen
jedem Patienten und jedem Triplett eine fortlaufende Nummer zugeteilt.
Schlussendlich konnten 81 Tripletts zusammengestellt werden. Unsere
anonymisierten Daten wurden mit Hilfe von Microsoft® Excel fir Mac, Version

16.34 gesammelt, verwaltet und archiviert.

3.2 Vorbereitung der Proben

Im nachsten Schritt wurde von dem von uns ausgewahlten Patientenkollektiv aus
dem Archiv des pathologischen Instituts die zugehorigen fertig gefarbten H.E.-
Schnitte des Tumorgewebes herausgesucht. Unter dem Mikroskop wurde
zunachst gepruft ob die ausgewéhlten Gewebeproben eine ausreichende Menge
an Tumorgewebe aufwiesen. AnschlieRend wurden die zugehdrigen
Paraffinblocke im Archiv des pathologischen Instituts der LMU herausgesucht.
Bei den von uns verwendeten Gewebeproben handelt es sich um in gepufferter
Formaldehydlsung fixiertes und anschlief3end in Paraffin eingebettetes Gewebe
(FFPE). Von den ausgewahlten Paraffinbldcken wurden im histologischen Labor

an den Standorten Innenstadt und GrofRhadern mit dem Rotationsmikrotom
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Paraffinschnitte mit einer Starke von 5 pum angefertigt. Die Paraffinschnitte
wurden zunachst in 70 °C warmen Wasser geglattet, auf Objekttrager
aufgezogen und anschlieBend im Warmeschrank getrocknet. Pro Paraffinblock
wurde mindestens ein Schnitt fir eine nochmalige H.E.-Farbung und mindestens
ein Schnitt fur die nachfolgende immunhistochemische Farbung angefertigt. Auf
der H.E.-Farbung wurde von Prof. Dr. Dr. Jens Neumann das Vorhandensein von
Tumorgewebe kontrolliert. AnschlieBend erfolgte die immunhistochemische
Farbung. Die Anfertigung der Paraffinschnitte erfolgte durch unsere medizinisch-

technischen Laboratoriumsassistentinnen und -assistenten.

3.3 Immunhistochemische Anfarbung der Paraffinschnitte

Aufbauend auf die Identifizierung unseres Biomarkers erfolgte im nachsten
Schritt eine immunhistochemische Anfarbung unserer Paraffinschnitte. Das
Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Identifizierung einer bestimmten
Gewebeeigenschaft oder wie in unserem Fall eines bestimmten Biomarkers auf
der Zelloberflache durch eine Antigen-Antikdrper-Reaktion, wobei der fir diese
Oberflacheneigenschaft spezifische Antikbrper mit einem Detektionssystem
gekoppelt ist. Als Marker bei der Immunhistochemischen Reaktion dienen meist
Enzyme wie die Meerrettichperoxidase oder die alkalische Phosphatase, aber
auch Fluorochrome und Biotin (68). Bei unseren Untersuchungen wurde
zunéchst ein Maus-Primar-Antikorper gegen den Biomarker KISS-1 (Millipore,
Cat.No. MABC60, Merck KGaA, Darmstadt) auf die zu untersuchenden Proben
aufgebracht. Als Detektionssystem diente ein gegen IgG der Maus gerichteter
Pferdeantikorper (IMmPRESS Anti-Mouse 1gG-Polymer-Kit, Cat.No. MP-7402,
Vector Laboratories, Maravai LifeSciences, California, USA), der an
Meerrettichperoxidase gekoppelt mit Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB)
am Ort des Oberflachenmarkers ein stabiles braunes Farbprodukt bildet. Bei der
Anfarbung der Tumorschnitte wurde wie folgt vorgegangen: Zunachst erfolgte
eine Entparaffinierung der Schnitte. Dies erfolgte im ersten Schritt mit Xylol und
danach in einer absteigenden Alkoholreihe. Danach erfolgte eine Demaskierung
des Antigens in unseren Proben bei 750 Watt in der Mikrowelle mit einem
Antigen-Retrieval-Puffer (AR-10, Cat.No. HKO57-5KE, DCS, Hamburg, BRD).
Die Kochzeit betrug zweimal 15 Minuten, anschliel3end kihlten die Proben bei

Raumtemperatur 20 Minuten ab. Die Schnitte wurden zweimal je funf Minuten mit
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einem TRIS-Puffer (pH 7,5) gespilt. Im nachsten Schritt erfolgte eine Blockierung
der endogenen Peroxidase mit 7,5 %igen, wassrigen Wasserstoffperoxid bei
Raumtemperatur. Die Schnitte wurden nachfolgend zehn Minuten flieRend
gewassert und zweimal je funf Minuten mit TRIS-Puffer gespult. Danach wurde
ein Blocking-Serum auf die Schnitte aufgebracht, der Uberstand nach 20 Minuten
abgekippt und die Proben mit dem Anti-KISS1-Mausantikdrper (Verdinnung
1:50) 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein erneut eine
zweimalige Spulung mit TRIS-Puffer fur je finf Minuten. Nun wurde der Anti-
Maus-lgG-Antikérper fur 30 Minuten auf die Schnitte aufgebracht und der
Uberschuss in einem weiteren Waschschritt, ebenfalls mit TRIS-Puffer zweimal
je funf Minuten entfernt. Zur Farbentwicklung diente eine dreiminttige Inkubation
der Proben mit DAB+ (Cat.No. K3467, Agilent Technologies, Santa Clara, USA),
anschlieen wurden die Schnitte erneut fir zehn Minuten flieRend gewassert. Im
letzten Schritt erfolgte eine Gegenfarbung mit Hematoxylin Gill's Formula (Cat.
No. H-3401, Vector Laboratories, Maravai LifeSciences, California, USA) fur
zehn Sekunden und ein erneutes flieBendes Wassern fiur zehn Minuten. Die
Schnitte wurden mit Aquatex (Cat. No. 1.08562.0050, Merck, Darmstadt, BRD)

eingedeckt und bis zur mikroskopischen Auswertung lichtgeschutzt aufbewabhrt.

3.4 Auswertung der Immunhistochemie mittels H-Score

Die Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen erfolgte unter dem
Lichtmikroskop in zwei unterschiedlichen VergrofRerungsstufen, bei 100facher
und 200facher VergroRerung. Es wurde zunéchst der Teil des Schnittes
ausgewahlt, in dem die Tumorzellmasse am dichtesten lag, anschlie3end
erfolgte die Beurteilung der Farbintensitat der Zellkerne. Separat wurde noch die
Anfarbbarkeit des Zytoplasmas beurteilt. Im Wesentlichen wurden drei Merkmale
betrachtet. Es wurde der Anteil aller positiv reagierenden Tumorzellen
quantifiziert, die Anfarbbarkeit der Kerne und die Farbreaktion des Zytoplasmas
beurteilt. Die Farbreaktion der Kerne wurde in vier Intensitaten eingeteilt, wobei
Grad 0 keinerlei Farbreaktion zeigte, Grad 1 eine leichte Anfarbung, Grad 2 eine
mittelstarke Anfarbbarkeit und Grad 3 eine stark ausgepréagte Farbreaktion. Im
Anschluss wurde ein Score berechnet, wobei prozentuale Anteil der jeweiligen
Farbreaktion mit dem jeweiligen Grad multipliziert wurde. Im Anschluss wurde

ein Score-Ergebnis kleiner als 120 als ,KISS low" definiert und ein Score gro3er

44



Methoden

als 120 als ,KISS high“ eingruppiert. Die Anfarbbarkeit des Zytoplasmas erfolgte
ebenfalls in vier Intensitatsgraden.

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbung haben wir uns an einem
semiquantitativen Auswertungsschema orientiert, dass héaufig auch bei der
Bewertung hormonrezeptorpositiver Mammakarzinomzellen gebrauchlich ist und

neben der Farbintensitat auch den prozentualen Anteil der positiven Zellen

bertcksichtigt (69).
Farbeintensitat Farbreaktion H-Score-Teilwerte
0 Keine Farbreaktion % der Zellen ohne Farbung x 0
1 Schwache Farbreaktion % der Zellen mit Farbintensitéat 1 x 1
2 MaRig starke Farbreaktion % der Zellen mit Farbintensitét 2 x 2
3 Starke Farbreaktion % der Zellen mit Farbintensitét 3 x 3
Summe aller Werte der einzelnen H-Score-Teilwerte bildet den H-Score-Wert

Tabelle 7: Schematische Tabelle zur Bildung des H-Score-Werts

Die Berechnung des H-Score erfolgt durch Multiplikation der Farbeintensitat mit
dem prozentualen Anteil positiver Zellen, anschlie3end wird daraus die Summe
gebildet. Die Ergebnisse wurden in einer Excel-Tabelle zusammengefasst. In
einem Nachsten Schritt wurden die Ergebnisse in hohe und niedrige KISS-
Expression unterteilt. Die Grenze wurde hierbei bei 120 festgesetzt, somit wurde
ein Score-Ergebns < 120 als KISS-low und ein Ergebnis >120 als KISS-high
festgelegt.

3.5 Statistische Auswertung

Zur tabellarischen Sammlung und Verarbeitung der gewonnenen Daten und
Ergebnisse wurde Microsoft® Excel for Mac Version 16.40 verwendet. Weitere
statistische Berechnungen, die Auswertung unserer Ergebnisse und zum
Erstellen der Uberlebenskurven wurde das Programm SPSS® Statistics Version
26 (IBM® Inc, Armonk, New York, USA) verwendet. Die von uns erstellte
Hypothese wurde mit dem Chi2-Test nach Pearson Uberprift. Dieser Test
Uberpriuft die stochastische Unabhangigkeit von zwei Faktoren, also ob ein
Zusammenhang zwischen der pulmonalen Metastasierung und der Expression
des Biomarkers KISS1 besteht. Die Werte wurden als statistisch signifikant
angesehen, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war und somit die

Irrtumswahrscheinlichkeit unter fiinf Prozent betrug.
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4 Ergebnisse

4.1 Statistische Auswertung allgemeiner Merkmale bei der

Metastasierung

4.1.1 Geschlechterverteilung
Betrachtet man die einzelnen Testgruppen bei der Verteilung auf Manner und
Frauen, so lasst sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Bildung von
Metastasen bei mannlichen und weiblichen Probanden feststellen. In unserer
Untersuchung wiesen deutlich mehr Manner eine Leber- oder Lungenmetastase
auf. So wiesen 66,7 % (54 von 81 Patienten) der Manner in der pulmonalen
Gruppe eine Lungenmetstase auf und 60,5 % (49 von 81 Patienten) der
mannlichen Patienten in der hepatischen Gruppe eine Lebermetastase,
wohingegen nur 33,3 % (27 von 81 Patienten) der Frauen in der PUL-Gruppe
pulmonal metastasiert waren und 39,5 % (32 von 81 Patienten) der weiblichen
Patienten in der HEP-Gruppe eine hepatische Metastase aufwiesen. Bei der
Patientengruppe, die keine Metastase bis zu funf Jahre nach Erstdiagnose
aufwiesen, waren 48,1 % (39 von 81 Patienten) mannlich und 51,9 % (42 von 81
Patienten) weiblich. Der p-Wert betrug 0,052.
4.1.2 Lokalisation des Primarius
Bei der Betrachtung der Lokalisation des Primarius wurden zum einen der
Unterschied zwischen rechtsseitiger und linksseitiger Lokalisation (Grenze war
hier die linke Kolonflexur) und zum anderen zwischen Lokalisation im Kolon,
Rektum und rektosigmoidaler Ubergang ausgewertet. Betrachtet man zunéchst
die Lokalisationen in den einzelnen Testgruppen, so fallt auf, dass Patienten, die
eine pulmonale Metastasierung aufweisen in 60,5 % der Féalle (49 von 81
Patienten) der Primartumor im Rektum auftrat. Anders bei der metastasenfreien
Patientengruppe. Hier zeigte sich die primare Lokalisation in 61,7 % im Kolon (50
von 81 Patienten). Bei der Testgruppe mit hepatischer Metastasierung stellten
wir eine weitestgehend gleiche Verteilung fest. 38,3 % (31 von 81 Patienten) der
Patienten wiesen ein priméres Kolonkarzinom auf, 48,1 % (39 von 81 Patienten)
der Patienten zeigten ein primares Rektumkarzinom. Ein primares Karzinom im
kolorektalen Ubergang lag bei 8,6 % (7 von 81 Patienten) der Falle sowohl in
der pulmonal metastasierten als auch in der metastasenfreien Patientengruppe
vor, bei der hepatisch metastasierten Patientengruppe zeigte sich in 12,3 % (10
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von 81 Patienten) der Primarius im kolorektalen Ubergang. Bei zwei Patienten
lagen hierzu keine Daten vor. Der p-Wert lag bei der Auswertung bei 0,001. Somit
liegt ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Lokalisation des

Primarius, dem Auftreten von Metastasen und dem Ort der Metastasierung vor.

4.1.3 Einfluss der vaskularen Anatomie
Aus der Annahme, dass die vaskulare Anatomie Einfluss auf die
Metastasenlokalisation hat, wurde in einem weiteren Schritt wurde die Lage des

Primarius und der KISS1-Status in Bezug zur Linea dentata betrachtet.

Lage des Tumors in Bezug zur Linea dentata KISS-high | KISS-low | Gesamtzahl

proximal 31 17 48
distal 21 12 33
Gesamtzahl 52 29 81

Tabelle 8: KISS1-Status bei distalen kolorektalen Karzinomen in Bezug zur Linea dentata

In der Gruppe der pulmonal metastasieren KRK mit Primariuslokalisation im
mittleren und unteren Rektum sitzenden Tumoren zeigte sich verglichen mit
proximal lokalisierten KRK kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf
den KISS1-Status. Der p-Wert liegt bei dieser Auswertung bei 0,930.

4.1.4 Lymphknotenstatus pulmonal, hepatisch und nicht metastasierter
Tumoren

Bei der Untersuchung des Lymphknotenbefalls in den Testgruppen, zeigt sich,
dass in der metastasenfreien Testgruppe 63 % (51 von 81) der Patienten keinen
Lymphknotenbefall hatten. Bei 34,5 % (28 von 81 Patienten) lag ein
Lymphknotenbefall vor, bei 2,5 % (2 von 81 Patienten) ist der Status unbekannt.
Bei der Patientengruppe mit Lebermetastase wiesen 60,5 % (49 von 81) eine
Lymphknotenmetastase auf, 38,8 % (31 von 81 Patienten) wiesen keinen
Lymphknotenbefall auf und bei 1,2 % (1 Patient von 81) gab es hierzu keine
Angabe. In der Patientengruppe mit pulmonaler Metastasierung konnte bei 38,3
% (31 von 81 Patienten) ein Lymphknotenbefall diagnostiziert werden, 25,9 %
(21 von 81 Patienten) waren frei von Lymphknotenmetastasen. Jedoch ist bei
35,8 % (29 von 81 Patienten) der Patienten der Lymphknotenstatus in dieser

Gruppe unbekannt, eine statistische Auswertung ist daher nicht aussagekraftig,
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der ermittelte p-Wert lag bei 0,000. Eine Ubersicht, der von uns betrachteten

Merkmale und deren statistische Auswertung zeigt Tabelle 9.

PUL (%) MO (%) HEP (%) Gesamt (%) p
Geschlecht (gesamt): 81 81 81 243
mannlich 54 (66,7) 39 (48,1) 49 (60,5) 142 (58,4)
weiblich 27 (33,3) 42 (51,9) 32 (39,5) 101 (41,6) 0,052
Alter (Median): 64,6 71,3 63,4 67,1
> 65 Jahre 39 (48,1) 63 (77,8) 36 (44,4) 138 (56,8)
< 65 Jahre 42 (51,9) 18 (22,2) 45 (55,6) 105 (43,2) 0,000
Lokalisation Primarius I 9o(1L,1) | 9@Ll) | 9@l 27 (11,1)
linke Seite 72 (88,9) 72 (88,9) 72 (88,9) 216 (88,9) X
Loxatisation Primarius It 24(206) | 50(61,7) | 31(383) | 106 (43,6)
rektosigmoidaler Ubergang 7(8.6) 7(8.6) 10 (12,3) 24(9.9)
Rekium 49 (60,5) 24 (29,6) 39 (48,1) 111 (45,7)
keine Angabe 1(1,2) 0 (0,0) 1(1,2) 2(0,8) 0,001
T-Stadium UICC:
T1 4 (4,9) 4 (4,9) 4 (4,9) 12 (4,9)
T2 6 (7,4) 7 (8,6) 11 (13,6) 24 (9,9)
T3 61 (75,3) 60 (24,7) 56 (69,1) 177 (72,8)
T4 10 (4,1) 10 (4,1) 9(11,1) 29 (11,9)
keine Angabe 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,2) 1(0,4) 0,852
Nodal-Status:
NO (=kein Lymphknotenbefall) 21 (25,9) 51 (63,0) 31 (38,8) 103 (42,4)
N1 (=Lymphknotenbefall) 31 (38,3) 28 (34,5) 49 (60,5) 108 (44,4)
keine Angabe 29 (35,8) 2(2,5) 1(1,2) 32 (13,2) 0,000
Metastasenstatus:
MO (=keine Metastase) 0 (0,0) 81 (100) 0(0,0) 81 (33,3)
M1 (=Fernmetastase) 81 (100) 0 (0,0) 81 (100) 162 (66,7) X
Differenzierungsgrad WHO:
Gl 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
G2 53 (65,4) 55 (67,9) 55 (67,9) 163 (67,1)
G3 27 (33,3) 26 (32,1) 26 (32,1) 79 (32,5)
G4 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
keine Angabe 11,2 0(0,0) 0(0,0) 1(0,4) 0,970
KISS-Status:
KISS high 52 (64,2) 40 (49,4) 36 (44,4) 128 (52,7)
KISS low 29 (35,8) 41 (50,6) 45 (55,6) 115 (47,3) 0,032
RAS-Status:
keine Mutation 33 (40,7) 47 (58,0) 41 (50,6) 121 (49,8)
Mutation 48 (59,3) 34 (42,0) 40 (49,4) 122 (50,2) 0,087
BRAF-Status:
keine Mutation 77 (95,1) 77 (95,1) 80 (98,8) 234 (96,3)
Mutation 4(4,9) 4 (4,9) 1(1,2) 9 (3,7) 0,354
MAP-Kinase-Status:
keine Mutation 29 (35,8) 43 (53,1) 40 (49,4) 112 (46,1)
Mutation 52 (64,2) 38 (46,9) 41 (50,6) 131 (53,9) 0,067
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MLH1:

positiv 80 (98,8) 77 (95,1) 79 (97,5) 236 (97,1)

negativ 1(1,2) 4 (4,9) 2(2,5) 7(2,9) 0,357
MLH2:

positiv 81 (100,0) | 81(100,0) | 81 (100,0) 243 (100,0)

negativ 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) X
MMR-Status:

pPMMR 80 (98,8) 77 (95,1) 79 (97,5) 236 (97,1)

dMMR 11,2 4 (4,9) 2(2,5) 7(2,9) 0,357
p53:

reguliert 28 (34,6) 28 (34,6) 24 (29,6) 80 (32,9)

dereguliert 53 (65,4) 53 (65,4) 57 (70,4) 163 (67,1) 0,742
beta-Katenin-2er Score:

<30% 40 (49,4) 46 (56,8) 49 (60,5) 135 (55,6)

>30% 41 (50,6) 35 (43,2) 32 (39,5) 108 (44,4) 0,350
CD133-Risikogruppe:

<50% 61 (75,3) 69 (85,2) 57 (70,4) 187 (77,0)

>50% 20 (24,7) 12 (14,8) 24 (29,6) 56 (23,0) 0,074

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht iiber die untersuchten Testgruppeneigenschaften und die genetischen Marker in
Bezug auf die einzelnen Testgruppen und deren statistische Signifikanz

4.2 Auswertung des KISS1-Status

4.2.1 Ergebnisse der Auswertung der Immunhistochemie

Um Ruckschlisse auf mogliche Unterschiede zwischen der pulmonalen und
hepatischen Metastasierung und dem Auftreten des Oberflachenmarkers KISS1
ziehen zu koénnen, wurden von uns univariante statistische Analysen
durchgefiihrt. Hierzu wurden mit Hilfe von SPSS® zunachst Kreuztabellen erstellt
und mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests statistisch signifikante Unterschiede
berechnet. Im Anschluss wurden Uberlebensanalysen erstellt, bei der das
Uberleben der Patienten bis zum Eintreten des Todes oder das Eintreten der
Progression in den einzelnen Gruppen verglichen wurde. Die Darstellung erfolgte
graphisch mit einer Kaplan-Meier-Kurve und der COX-Regression-Analyse.
4.2.2 Optische Darstellung der Auswertung der Immunhistochemie

Die optische Darstellung erfolgte mittels fotographischer Mikroskopaufnahmen

der verschiedenen Anfarbungsgrade.
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4.2.2.1 Negative Farbreaktion

A BN

Abbildung 9: negative Firbereaktion; A: 100fache VergréfSerung; B: 200fache Vergréfierung

4.2.2.2 1fach positive Farbreaktion

A B
c D
S

Abbildung 10: einfach positive Fdrbereaktion; A: homogene Férbereaktion 100fache
VergréfSerung; B: homogene Férbereaktion 200fache VergréfSerung; C: inhomogene
Fdrbereaktion 100fache VergréfSerung; D: inhomogene Férbereaktion 200fache VergréfSserung
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4.2.2.3 2fach positive Farbreaktion

Abbildung 11: zweifach positive Fdrbereaktion; A: homogene Férbereaktion 100fache
VergréfSerung; B: homogene Firbereaktion 200fache Vergréf3erung; C: inhomogene
Férbereaktion 100fache VergréfSerung; D: inhomogene Firbereaktion 200fache VergréfSerung

4.2.2.4 3fach positive Farbreaktion

Abbildung 12: dreifach positive Fdrbereaktion; A: homogene Férbereaktion 100fache
Vergréflerung; B: homogene Férbereaktion 200fache VergréfRerung; C: inhomogene
Férbereaktion 100fache Vergréf3erung; D: inhomogene Féirbereaktion 200fache Vergréfierung
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4.2.3 Statistische Auswertung der KISS1-Expression der Testgruppen

4.2.3.1 KISS1-Status pulmonal, hepatisch und nicht metastasierter KRK

Bei der statistischen Auswertung der Expression von KISS1 und der
Patientengruppe, die mindestens finf Jahre nach dem erstmaligen Auftreten
eines kolorektalen Karzinoms keine Metastasierung aufwiesen (MO) zeigte sich
im Vergleich mit den anderen Patientengruppen folgendes Ergebnis: Bei der MO-
Gruppe konnte bei 49,4 % (40 von 81 Patienten) der Patienten eine hohe KISS1-
Expression festgestellt werden. 50,6 % (41 von 81 Patienten) wiesen eine
niedrige Expression auf. In der Kontrollgruppe der hepatisch metastasierten
Patienten (HEP) hatten 44,4 % (36 von 81 Patienten) eine hohe KISS1-
Expression und 55,6 % (45 von 81 Patienten) eine niedrige Expression. In
unserer Testgruppe der pulmonal metastasierten kolorektalen Karzinome (PUL)
wiesen 64,2 % (52 von 81 Patienten) der Probanden eine starke
Biomarkerexpression auf, dagegen nur 35,8 % (29 von 81 Patienten) einen
niedrigen KISS1-Status. Insgesamt konnte bei allen untersuchten Personen in
52,7 % (128 von 243 Patienten) der Falle eine starke KISS1-Expression
festgestellt werden und bei 47,3 % (115 von 243 Patienten) eine niedrige KISS1-
Expression. Der p-Wert lag bei 0,032, somit liegt ein statistisch signifikanter
Unterschied vor.

Folglich konnte bei der statistischen Auswertung festgestellt werden, dass bei
pulmonal metastasierten Tumoren eine deutliche hdhere Expression von KISS1
vorliegt, als dies in Tumoren ohne Metastasenbildung oder beispielsweise
hepatisch metastasierten Tumoren der Fall ist. Somit hat das
Tumorsuppressorgen KISS1 keine protektive Wirkung bei der pulmonalen
Metastasenbildung wie dies zum Beispiel bei hepatisch metastasierten Tumoren

vermutet wird.

4.2.3.2 Statistischer Vergleich des KISS1-Status metastasierter und nicht
metastasierter Tumoren

Vergleicht man allgemein die Testpatienten, bei denen eine Metastase

festgestellt werden konnte (M1-Status), mit der Testgruppe, die keine Metastase

aufwiesen ist kein signifikanter Unterschied zwischen der Bildung von

Metastasen und einer erhéhten Expression von KISS1 feststellbar. Bei 36,2 %

(88 von 243 Patienten) mit M1-Status konnte eine verstarkte Expression von

KISS1 nachgewiesen werden, wohingegen bei 30,5 % (74 von 243 Patienten)
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der Probanden keine verstarkte KISS1-Expression vorhanden war. Der p-Wert

lag bei 0,467.
MO (%) M1 (%) p Risiko 95%-Konfidenz-intervall
untere Grenze; obere Grenze
KISS low 41(16,9) 74(30,5)
KISS high | 40 (16,5) | 88 (36,2) 0,467 1,219 0,715; 2,079

Tabelle 10: KISS1-Status in Bezug auf metastasierte und metastasenfreie Tumoren

4.2.3.3 Statistischer Vergleich nicht metastasierter und hepatisch
metastasierter KRK

Es konnte kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der MO-Gruppe mit der

Patientengruppe, bei denen eine hepatische Metastasierung (HEP-Gruppe)

diagnostiziert werden konnte. Der p-Wert lag hier bei 0,529.

. 95%-Konfidenz-intervall
MO (%) HEP (%) p Risiko untere Grenze; obere Grenze
KISS low 41 (25,3) | 45(27,8)
KISS high | 40 (24,7) | 36 (22,2) 0,529 0,820 0,422; 1,521

Tabelle 11: KISS1-Status in Bezug auf die metastasenfreie und die hepatisch metastasierte Patientengruppe

4.2.3.4 Statistischer Vergleich nicht metastasierter und pulmonal metastasierter
KRK

Auch der Vergleich der MO-Gruppe mit der Testgruppe, die mindestens eine

solitdre Lungenmetastase hatten (PUL-Gruppe) konnte kein statistisch

signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Der p-Wert lag hier bei 0,057.

MO (%) PUL (%) p Risiko 95%-Konfidenz-intervall
untere Grenze; obere Grenze
KISS low 41 (25,3) | 29 (17,9)
KISS high | 40(24,7) | 52 (32,1) 0,057 1,838 0,980; 3,449

Tabelle 12: KISS1-Status in Bezug auf die metastasenfreie und pulmonal metastasierte Patientengruppe
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4.2.3.5 Statistischer Vergleich pulmonal metastasierter und hepatisch
metastasierter KRK

Beim Vergleich der Testgruppe, die mindestens eine solitdre Lungenmetastase

aufwiesen mit der hepatisch metastasierten Patientengruppe zeigte sich ein

statistisch signifikanter Unterschied. Der p-Wert lag bei 0,012.

95%-Konfidenz-intervall

PUL (%) HEP (%) P Risiko untere Grenze; obere Grenze

KISS low | 29 (17,9) | 45 (27,8)

KISS high | 52(32,1) | 36 (22,2) 0,012 0,446 0,237; 0,839

Tabelle 13: KISS1-Status in Bezug auf die pulmonal und hepatisch metastasierte Patientengruppe

Folglich konnte bei der statistischen Auswertung festgestellt werden, dass bei
pulmonal metastasierten Tumoren eine deutliche héhere Expression von KISS1
vorliegt, als dies in Tumoren ohne Metastasenbildung oder beispielsweise

hepatische metastasierten Tumoren der Fall ist.
4.2.4 Korrelation des KISS1-Status mit weiteren Merkmalen

4.2.4.1 Geschlechterverteilung

Bei der Expression des Oberflachenmarkers KISS1 konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Geschlechterverteilung festgestellt werden. So
konnte bei 49,3 % (70 von 142) der mannlichen Patienten und bei 57,4 % (58
von 101) der weiblichen Patienten eine erhdhte KISS1-Expression festgestellt

werden. Der p-Wert lag in diesem Fall bei 0,211.

4.2.4.2 Lokalisation des Primarius

In einem weiteren Schritt bei der statistischen Auswertung wurde der
Zusammenhang zwischen einer hohen Expression von KISS1 und der Lage des
Primartumors untersucht. Vergleicht man zunachst die rechtsseitige und
linksseitige Primartumorlage, wiesen 55,6 % (15 von 27) der Patienten mit einem
Primarius auf der rechten Seite eine hohe KISS1-Expression auf und 52,3 % (113
von 216) der Patienten mit einem linksseitig erstmals aufgetretenem kolorektalen
Karzinom. Der p-Wert lag hier bei 0,750 und somit liegt keine statistische
Signifikanz vor. Bei der genaueren Betrachtung der Lokalisation im Kolon,
Rektum oder im rektosigmoidalen Ubergang hatten 50 von 106 (47,2 %) der

Patienten mit Primarius im Kolon, 67 von 115 (58,3 %) der untersuchten
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Personen mit einem Primarius im Rektum und 50,0 % (11 von 22) der Patienten
mit Primariuslage im rektosigmoidalen Ubergang eine erhthte KISS1-
Expression. Der p-Wert lag hier bei 0,248 und somit liegt auch hier keine

statistische Signifikanz vor.

4.2.4.3 T-Stadium bei Erstdiagnose

In einer weiteren statistischen Testung wurde tberprift, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Tumorstadium bei Erstdiagnose und der KISS1-Expression
besteht. Hierbei zeigte sich, dass 75,0 % (9 von 12) der Patienten mit dem
Stadium T1, 58,3 % (14 von 24) der Patienten mit dem Stadium T2, 50,3 % (89
von 177) der Patienten mit dem Stadium T3 und 51,7 % (15 von 29) der Patienten
mit dem Stadium T4 eine erhdhte Expression von KISS1 aufwiesen. Bei einem
Patienten war das T-Stadium nicht bekannt und es liegt hier eine niedrige
Expression von KISS1 vor. Ein statistisch signifikanter Unterschied ist nicht
feststellbar, der p-Wert liegt bei 0,403.

4.2.4.4 Lymphknotenstatus

Die Beurteilung des Zusammenhangs zwischen KISS1-Status und Auftreten von
Lymphknotenmetastasen zeigte folgendes Ergebnis: Die Verteilung zeigte sich
bei den Patienten mit Lymphknotenmetastase annéahernd genau gleich: 42,2 %
(54 von 128) der Patienten hatten einen hohen KISS1-Status, 47,0 % (54 von
115) der Patienten einen niedrigen KISS1-Status. Bei den Patienten ohne
Lymphknotenbefall hatten 39,1 % (50 von 128) einen hohen KISS-Status und
43,5 % (50 von 115) einen niedrigen KISS1-Status. Bei den Probenden ohne
Angabe zum Status des Lymphknotenbefalls zeigten 18,8 % (24 von 128) einen
hohen KISS1-Status, bei 7,0 % (8 von 115) der Patienten zeigt sich ein niedriger
KISS1-Status. Der p-Wert liegt hier bei 0,025 und zeigt eine statistische
Signifikanz. Aufgrund der jedoch hohen Anzahl an Probanden ohne Angabe des

Lymphknotenbefalls ist hier ein statistischer Zusammenhang nicht beurteilbar.

4.2.4.5 Differenzierungsgrad und KISS1-Expression

Vergleicht man weiterhin die KISS1-Expression mit weiteren von uns definierten
Merkmalen, kann festgestellt werden, dass vor allem Tumoren mit einem
Differenzierungsgrad von G3 zu einer htheren KISS1-Expression neigen, als
Tumoren mit dem Differenzierungsgrad G2. Von den 79 Patienten mit
Differenzierungsgrad G3, die untersucht wurden, zeigten 60,8 % (48 von 79) der

Patienten einen erhéhten KISS1-Status, 39,2 % (31 von 79) der Patienten einen
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niedrigen KISS1-Status. Bei Tumoren, die einen Differenzierungsgrad G2
aufweisen ist die Verteilung hingegen weitestgehend gleich. Von 163 Patienten
mit Differenzierungsgrad G2 zeigen 49,1 % (80 von 163) der Patienten eine hohe
Expression von KISS1, 50,9 % (83 von 163) der Patienten eine niedrige KISS1-
Expression. Zu einem Patienten lagen uns keine Daten vor. Eine statistische
Signifikanz liegt beim Vergleich dieser Merkmale allerdings nicht vor, der p-Wert
liegt bei 0,133. Die Differenzierungsgrade G1 und G4 wurden in dieser Arbeit
nicht mituntersucht, da die Auswahlkriterien eindeutig auf Patienten mit einem
Differenzierungsgrad G2 und G3 festgelegt wurden, um eine mdglichst hohe

Homogenitat der Gruppen zu erreichen.

4.2.5 Vergleich des KISS1-Status mit anderen Oberflachenmarkern

Die Daten zu den anderen Oberflachenmarkern lagen aus bereits
vorhergegangenen Studien in unserem Institut vor. Es wurden Daten zum RAF-
Status, zum BRAF-Status, zum MAP-Kinase-Status, MLH1- und MLH2-Status,
zum MMR-Status, dem p53-Status, dem Beta-Katenin-2er-Score und dem
CD133-Risiko zur Verfugung gestellt. Es konnte in der statistischen Auswertung
gezeigt werden, dass bei der Mehrzahl der Patienten, die einen mutierten RAS-
Status aufwiesen, es auch zu einer verstarkten Expression von KISS1 kommt.
So zeigten 58,2 % (71 von 122) der Patienten mit einem mutierten RAS-Status
gleichzeitig eine hohe KISS1-Expression. Bei den Patienten mit Wildtyp zeigten
nur 47,1 % (57 von 121) der Patienten einen hohen KISS1-Status. Das
Signifikanzniveau lag hier bei 0,083, somit liegt keine eindeutige statistische
Signifikanz vor, jedoch eine deutliche Neigung. Eine ahnliche Neigung zeigt sich
bei der Bewertung des Beta-Katenin-Risiko-Scores. Es konnte festgestellt
werden, dass bei den 108 Patienten, die ein Beta-Katenin-Risiko von mehr als
30 % besalien, 59,3 % (64 von 108) der Patienten gleichzeitig auch einen
erhohten KISS1-Status aufwiesen. 40,7 % (44 von 108) der untersuchten
Probanden hatten einen niedrigen KISS1-Status. Bei den Patienten mit einem
Beta-Katenin-Risiko-Score von < 30 % zeigten 47,4 % (64 von 135) einen
erhohten KISS1-Status und 52,6 % (71 von 135) einen niedrigen KISS1-Status.
Der p-Wert lag hier bei 0,066. Auch hier liegt keine statistische Signifikanz vor,
jedoch wie beim RAS-Status eine deutliche Tendenz.

Betrachtet man den MAP-Kinase-Status, konnte gezeigt werden, dass von 131

Patienten, die einen mutierten MAP-Kinase-Status aufwiesen, 58,8 % (77 von
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131) der Patienten auch gleichzeitig einen hohen KISS1-Status aufwiesen. 41,2
% (54 von 131) hatten einen niedrigen KISS1-Status. Bei den Probanden mit
Wildtyp-MAP-Kinase-Status zeigten 45,5 % (51 von 112) eine verstarkte KISS1-
Expression und 54,5 % (61 von 112) einen niedrigen KISS1-Status. Das
Signifikanzniveau lag hier bei 0,039. Somit liegt hier eine statistische Signifikanz
Bei

Oberflachenmarker konnte eindeutig keine statistische Signifikanz fur ein gehauft

vor. der statistischen Auswertung der Korrelation der ubrigen

gemeinsames Auftreten nachgewiesen werden. Die nachfolgende Tabelle 13

zeigt eine Ubersicht Uiber unsere statistische Auswertung.

Untersuchtes Merkmal KISS high % in Bezug KISS low % in p Risiko 95%-
(Anzahl der Probanden = (%) auf (%) Bezug auf Konfidenz-
100%) Gesamtheit Gesamth intervall
(243 Falle) eit (243 untere
Falle) Grenze;
obere
Grenze
Geschlecht:
Mannlich (142) 70 (49,3) 28,8 72 (50,7) 29,6 0,830;
Weiblich (101) 58 (57,4) 23,9 43 (42,6) 17,7 0,211 | 1,387 2,319
Alter (Median):
2 65 Jahre (139) 73 (52,5) 30,0 66 (47,5) 27,2 0,592;
< 65 Jahre (104) 55 (52,9) 22,6 49 (47,1) 20,2 0,955 | 0,985 1,639
Lokalisation Primarius I:
Rechte Seite (27) 15 (55,6) 6,2 12 (44,4) 4,9 0,393;
Linke Seite (216) 113(52,3) 46,5 103(47,7) 42,4 0,750 | 0,878 1,962
Lokalisation Primarius II:
Kolon (106) 50 (47,2) 20,6 56 (52,8) 23,0
rektosigmoidaler Ubergang (22) 11 (50,0) 4,5 11 (50,0) 4,5
Rektum (115) 67 (58,3) 27,6 48 (41,7) 19,6 0,248 a X
T-Stadium UICC:
T1(12) 9 (75,0) 3,7 3(25,0) 1,2
T2 (24) 14 (58,3) 58 10 (41,7) 41
T3 (177) 89 (50,3) 36,6 88 (49,7) 36,2
T4 (29) 15 (51,7) 6,2 14 (48,3) 58
keine Angabe (1) 1(100,0) 0,4 0(0,0) 0,0 0,403 a X
Differenzierungsgrad WHO:
G1 (0) 0(0,0) 0,0 0(0,0) 0,0
G2 (163) 80 (49,1) 32,9 83(50,9) 34,2
G3(79) 48 (60,8) 19,8 31(39,2) 12,8
G4 (0) 0(0,0) 0,0 0(0,0) 0,0
Keine Angabe (1) 0(0,0) 0,0 1(100,0) 0,4 0,133 a X
N-Status:
NO (keine
Lyphknotenmetastase) (103) 50 (48,5) 20,6 53 (51,5) 21,8
N1 (Lymphknotenmetastase)
(108) 54 (50,0) 22,2 54 (50,0) 22,2
Keine Angabe (32) 24 (75,0) 9,9 8 (25,0) 3,3 0,025 a X
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M-Status:

MO (keine Metastase)(81) 40 (49,4) 16,5 41(50,6) 16,9 0,715;
M1 (Fernmetastase) (162) 88 (54,3) 36,2 74(45,7) 30,5 0,467 | 1,219 2,079
RAS-Status:

Wildtyp (121) 57 (47,1) 235 64 (52,9) 26,3 0,942;
Mutiert (122) 71 (58,2) 29,2 51 (41,8) 21,0 0,083 | 1,563 2,595

BRAF-Status:
Wildtyp (234) 122(52,1) 50,2 112 (47,9) 46,1 0,449;
Mutiert (9) 6 (66,7) 2,5 3(33,3) 12,2 0,392 | 1,836 7,516

MAP-Kinase-Status:

Wildtyp (112) 51 (45,5) 21,0 61 (54,5) 251 1,025;
Mutiert (131) 77 (58,8) 31,7 54 (41,2) 22,2 0,039 | 1,706 2,838
MLH1:

Positiv (236) 123(52,1) 50,6 113 (47,9) 46,5 0,437;
Negativ (7) 5(71,4) 2,1 2(28,6) 0,8 0,313 | 2,297 12,047
MLH2:

Positiv (243) 128(52,7) 52,7 115 (47,3) 47,3

Negativ (0) 0(0,0) 0,0 0(0,0) 0,0 X a X
MMR-Status:

PMMR (236) 123(52,1) 50,6 113 (47,9) 46,5 0,437;
dMMR (7) 5(71,4) 2,1 2 (28,6) 0,8 0,313 | 2,297 12,074
p53:

reguliert (80) 46 (57,5) 18,9 34 (42,5) 14,0 0,436;
dereguliert (163) 82 (50,3) 33,8 81 (49,7) 33,3 0,291 | 0,748 1,283

Beta-Katenin-Risiko:

< 30% (135) 64 (47,4) 26,3 71 (52,6) 29,2 0,968;
> 30% (108) 64 (59,3) 26,3 44 (40,7) 18,1 0,066 | 1,614 2,691
CD133:

< 50% (187) 99 (52,9) 40,8 88 (47,1) 36,2 0,525;
> 50% (56) 29 (51,8) 11,9 27 (48,2) 111 0,879 | 0,955 1,736

Tabelle 14: KISS1-Status in Bezug auf die untersuchten Testgruppeneigenschaften und die untersuchten genetischen
Marker, sowie die statistische Signifikanz

4.3 Uberlebenszeit und Fortschreiten der Erkrankung

Im Rahmen einer weiteren statistischen Auswertung wurde bei den einzelnen
Gruppen mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve die Gesamtiiberlebenszeit bis zum
Tod (Overall-Survival = OAS) und die Zeit bis zum Eintreten der ersten
Progression (Progression-free-Survival = PFES) beurteilt. Es wurden dabei der
OAS und der PFS bei den Patienten die KISS1 stark exprimierten mit denen die
eine schwache KISS1-Expression aufwiesen verglichen.

4.3.1 Keine Metastasierung (M0)

In dieser Testgruppe wurden Patienten untersucht, die zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose keine Metastase aufwiesen (synchrone Metastasierung) und

innerhalb eines Zeitraums von 5 Jahren keine pulmonale, hepatische oder
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andere Metastasierung nachgewiesen werden konnte. In dieser Testgruppe
verstarben innerhalb des zwodlfjahrigen Beobachtungszeitraums von 81
untersuchten Personen 32 (39,5%). Hiervon wiesen 14 Personen eine hohe
KISS1-Expression auf, 18 Patienten eine niedrige Expression. Das
Signifikanzniveau betrug hierbei 0,564, somit ist kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen bei der Uberlebenszeit von Patienten die KISS1 stark

exprimieren und Patienten mit einer schwachen KISS1-Expression.

overall survival keine Metastasierung (M0)

10 s KISS-Status N=  Monate (95% KI)
'_H_ — KISS high 81 140,7 (114,6 bis 166,7)
L KISS low 81 139,2 (90,2 bis 188,2)

Global Log Rank p-Value: 0,56
08

06 H
i

04

Kum. Uberleben

02

0,0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204

Zeitraum Erstdiagnose bis Tod (in Monaten)

Abbildung 13: Gesamtiiberleben in der metastasenfreien Testgruppe

Die Beurteilung des Zeitraums bis zum ersten Fortschreiten der Erkrankung
entfallt, da in diese Untersuchungsgruppe nur Patienten aufgenommen wurden,
die im untersuchten Zeitraum keine synchrone und metachrone Metastasierung
aufwiesen.

4.3.2 Hepatische Metastasierung

In dieser Patientengruppe konnte festgestellt werden, dass in unserem
Beobachtungszeitraum von 1998 bis 2018 von 81 Patienten 56 (69,1 %)
Patienten verstarben (OAS). Von diesen 56 Patienten wiesen 26 eine starke
Expression des Oberflachenmarkers auf, 30 eine schwache KISS1-Expression.
Die statistische Signifikanz lag bei 0,83 und somit liegt bei dieser Gruppe kein

statistisch signifikanter Unterschied vor.
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overall survival hepatische Metastasierung

10 KISS-Status N=__ Monate (95% KI)
l — KISS high 81 25,5(15,4 bis 35,7)
_1 A —— KISSlow 81 51,0(28,0 bis 74,0)
1 Global Log Rank p-Value: 0,83
08
1L
§
g 08
o
a
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E
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_
0,0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144

Zeitraum Erstdiagnose bis Tod (in Monaten)
Abbildung 14: Gesamtiiberleben in der hepatisch metastasierten Testgruppe

Bei der Bewertung des Zeitraums bis zum Eintritt der ersten Progression (PFS)
zeigten von 81 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums 76 (93,8 %) eine
Progression. Von 76 Patienten hatten 32 eine hohe KISS1-Expression und 44
eine schwache KISS1-Expression. Das Signifikanzniveau lag hierbei bei 0,69

und gilt somit als nicht statistisch signifikant.

progressionfree survival hepatische Metastasierung

KISS-Status N=  Monate (95% Kl)
—— KISS high 81 19,1 (12,8 bis 25,4)
—— KISS low 81 14,8 (9,2 bis 20,4)
Global Log Rank p-Value: 0,69
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Abbildung 15: Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs in der hepatisch metastasieren Testgruppe
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4.3.3 Pulmonale Metastasierung

In der pulmonal metastasierten Patientengruppe verstarben innerhalb unseres

Beobachtungszeitraumes von 81 Tumorpatienten 53 (65,4 %). Bei der

Berechnung des OAS wiesen 33 der verstorbenen Patienten eine hohe

Expression des Oberflachenmarkers KISS1 auf, nur 20 von lhnen zeigten eine

niedrige Expression. Die statistische Signifikanz lag bei 0,64.
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Abbildung 16: Gesamtiiberleben in der pulmonal metastasierten Testgruppe

Bei der Betrachtung des PFS konnte festgestellt werden, dass es bei 76 (93,8

%) von 81 Probanden innerhalb des Beobachtungszeitraums zu einer

Progression kam. Von diesen 76 Patienten wiesen 49 Patienten eine hohe

KISS1-Expression auf. 27 eine geringe Expression. Hier lag die statistische
Signifikanz bei 0,495.
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progressionfree survival pulmonale Metastasierung
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Zeitraum Erstdiagnose bis 1. Progression (in Monaten)

Abbildung 17: Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs in der pulmonal metastasierten Gruppe

4.3.4 Pulmonale vs. hepatische Metastasierung

Vergleicht man die Patientengruppe mit pulmonaler und hepatischer
Metastasierung, so kann festgestellt werden, dass innerhalb des
Beobachtungszeitraums 53 Patienten mit einer pulmonalen Metastase

verstarben und 56 Patienten mit einer hepatischen Metastase verstarben (OAS).

overall survival pulmonale vs. hepatische Metastasierung
PUL vs. HEP N=__ Monate (95% Kl)

1,0
4 PUL 81 65,7 (57,2 bis 74,2)
iy —— HEP 81 37,1 (25,8 bis 48,3)

Global Log Rank p-Value: 0,07

Kum. Uberleben
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Zeitraum Erstdiagnose bis Tod (in Monaten)

Abbildung 18: Vergleich des Gesamtiiberlebens der pulmonal metastasierten Testgruppe mit der hepatisch
metastasierten Testgruppe
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Bei der Bewertung des Zeitraums bis zur ersten Progression kam es bei beiden

Gruppen bei 76 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums zu einer

Progression.

progressionfree survival pulmonale vs. hepatische Metastasierung

PUL vs. HEP N=_ Monate (95% KI)
PUL 81 24,8 (14,4 bis 35,2)
HEP 81 16,1 (9,8 bis 22,5)
Global Log Rank p-Value: 0,01

Kum. Oberleben
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Zeitraum Erstdiagnose bis 1. Progression (in Monaten)

Abbildung 19: Vergleich des Zeitraums bis zum Auftreten eines Rezidivs bei der pulmonal metastasierten Testgruppe
mit der hepatisch metastasierten Testgruppe
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5 Diskussion

Unserer Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass eine verstarkte Expression
Biomarkers KISS1 auf den kolorektalen Tumorzellen mit einer bevorzugten
pulmonalen Metastasierung einhergeht. Die Kenntnis tber die Anzahl und Art
von bestimmten Biomarkern auf den Tumorzellen lieBen zukinftig
maoglicherweise Ruckschlisse auf eine mogliche pulmonale Metastasierung
bereits in frihen Tumorstadien zu. Dies hatte weitere Auswirkungen auf die

Therapieplanung.

5.1 Expression von KISS1 und Metastasenbildung/
Lymphkonteninfiltration beim KRK und anderen malignen

Tumoren

5.1.1 Bildung von Fernmetastasen beim KRK und anderen Malignomen

Das Protein KISS1 und die daraus gebildeten Kisspeptine -10, -13, -14 und -54
(Metastin) spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung maligner Zellen
und der Neigung maligner Tumoren zur Metastasierung (70). Im Gegensatz zu
vielen Studienergebnissen, wo das Tumorsuppressorgen KISS1 in
metastasierten Tumorstadien vermindert exprimiert wird, zeigten unsere
Ergebnisse beim pulmonal metastasierten KRK eine signifikant hdhere
Expression von KISS1 als in den Vergleichsgruppen. 64,2 % der
Patientengruppe mit Lungenmetastasen zeigten einen hohen KISS1-Status. In
der von uns untersuchten Patientengruppe mit hepatischer Metastasierung
zeigte sich dieser Zusammenhang nicht. Bei dieser Gruppe zeigten nur 44,4 %
der Patienten eine erhdhte KISS1-Expression. Vergleicht man diese beiden
Gruppen untereinander so zeigt sich ein hoher statistisch signifikanter
Unterschied zwischen pulmonal metastasierten und hepatisch metastasierten
Patienten (p=0,012). In der Kontroligruppe, die keine Metastase im
vorgegebenen Zeitraum bildeten, zeigten 49,4 % der Patienten eine starke
Expression. Auch beim Vergleich der Kontrollgruppe ohne Metastasierung mit
der pulmonal metastasierten Gruppe zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied. Die pulmonal metastasierte Gruppe zeigte eine deutlich héhere

Expression von KISS1 (p=0,057). Beim Vergleich der hepatisch metastasierten
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Gruppe mit der Kontrollgruppe MO konnte dieser Unterschied nicht beobachtet
werden (p=0,529). Vergleicht man unsere Ergebnisse mit anderen Studien, so
konnte in einer Untersuchung von Matthaiou et al. (2018) eine ahnlich hohe
Expression von KISS1 bei metastasierten Darmtumoren festgestellt werden. Es
wurde die Expression von KISS1 und KISS1-Rezeptor beim priméren und beim
metastasierten KRK untersucht. Die Ergebnisse zeigten bei 68,4 % der primaren
kolorektalen Karzinome eine starke KISS1-Exprssion 31,6 % zeigten eine
niedrige Expression. Eine hohe KISS1-Expression zeigte sich vor allem in den
hoheren Tumorstadien wie den Stadien Il und 1V. Bei den metastasierten KRK
zeigten 52,9 % einen erhohten KISS-Status, allerdings waren unter den 66
Testpatienten lediglich acht Patienten, die neben dem Primarius eine
Lebermetastase aufwiesen, 9 Patienten zeigten nur eine Lebermetastase. Somit
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen primaren und metastasierten
KRK und der Expression von KISS1 gefunden werden. Bei der Betrachtung des
KISS1-Rezeptors zeigten 38,6 % der Patienten mit priméren KRK eine erhdhte
KISS1-Rezeptordichte. Bei der Patientengruppe mit metastasiertem KRK konnte
bei 66,7 % eine erhdhte Rezeptordichte festgestellt werden (70). In anderen einer
Studie zum Mammakarzinom von Martin, Watkins und Jiang (2005) wurde eine
stark erhohte KISS1-Expression vor allem in Mammakarzinomen, die durch ein
aggressives Wachstumsmuster und einer hohen Mortalitdt gekennzeichnet
waren, beschrieben. Anders verhielt sich hier die Rezeptordichte von KISS1.
Diese war bei den aggressiveren Tumoren erniedrigt. Zudem konnte eine
statistisch signifikant hohere KISS1 Expression bei bereits vorliegendem
Lymphknotenbefall nachgewiesen werden (71). In einer weiteren Untersuchung
von Marot et al. (2007), ebenfalls zum Mammakarzinom, zeigte sich, dass eine
hohe Expression von KISS1 und GPR54 mit einer schlechten Prognose bei
Ostrogenrezeptorpositiven  Brustkrebsarten korreliert (72). Auch beim
hepatozellularen Karzinom stellt KISS1 einen wichtigen Prognosefaktor dar. Eine
Studie von Schmid et al. 2007 stellte fest, dass eine hohe KISS1-Expression mit
einem schlechteren, klinischen Outcome einhergeht. Eine hohe Expression des
Rezeptors AXOR 12 (GPR 54) bei Erstdiagnose geht mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium und einer niedrigeren Graduierung einher (73). Ein
Zusammenhang bei der Bildung von Lungen- und Lebermetastasen und der

gleichzeitigen Expression von KISS1 konnte weiterhin auch bei anderen
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malignen Tumoren festgestellt werden. Im Unterschied zu unseren Ergebnissen
wurde in etlichen weiteren Studien jedoch in hohen und metastasierten
Tumorstadien eher ein niedriger KISS1-Status festgestellt. Dies zeigte sich
beispielsweise in einer Untersuchung von McNally et al. (2010). Es wurde die
Rolle von KISS1 bei der pulmonalen und hepatischen Metastasierung des
Pankreaskarzinoms am Mausmodell untersucht. Zun&chst wurde mit Hilfe eines
Reportergens (Luziferase) unter anderem ein markiertes KISS1-Gen (FLAG-
tagged KISS1; KFM) in Tumorzellen eingebracht und anschliel3end wurde das
Tumor- und Metastasenwachstum beobachtet. In der nachfolgenden Auswertung
mittels Immunhistochemie zeigte sich, dass Mause mit KISS1-exprimierenden
Tumoren signifikant weniger Lungen- und Lebermetastasen bildeten. Beim
Vergleich der KISS1-Testgruppe mit der KFMASS-Testgruppen (Testgruppe mit
entfernter Sekretionssignalsequenz), wurden in der KISS1-Testgruppe
signifikant weniger Lungen- und Lebermetastasen nachgewiesen (74). In einer
Studie von Zheng et. al wurde festgestellt, dass niedrigere TNM-Stadien beim
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) eine hohe Expression von KISS1-
MRNA aufwiesen, wohingegen in hoheren Stadien (UICC Stadien 1ll/IV) eine
deutlich niedrigere Expression vorhanden war (22). Eine weitere Studie,
ebenfalls zum NSCLC wurde 2013 von Sun und Xu durchgefuhrt. Auch hier
zeigten hohere, metastasierte Tumorstadien eine deutlich geringere KISS1-
Peptin und KISS1-Rezeptorexpression als niedrigere Tumorstadien (75).
Zeitgleich stellten Okugawa et. al (2013) fest, dass eine verminderte Expression
des Kisspeptins mit einem verstarkten Auftreten von Lymphknotenmetastasen
beim kolorektalen Karzinom verbunden war. Zudem wiesen die Patienten mit
einer verminderten KISS1-Expression auch eine deutlich schlechtere
Uberlebensprognose auf als Tumorpatienten mit normalen Kisspeptin-Status
(p=0,045) (60). Auch hier zeigte unsere Studie ein anderes Ergebnis. Betrachtet
man den KISS1-Status bei Patienten, die neben einer Lungenmetastase auch
Lymphknotenmetastasen aufweisen, so konnte festgestellt werden, dass bei 52
(64,2 %) von 81 Patienten eine verstarkte Expression von KISS1 vorhanden war.
Bei den ubrigen Patienten dieser Testgruppe war der KISS1-Status niedriger
bzw. unbekannt. Patienten, die mindestens eine Lebermetastase und zusatzlich
Lymphknotenmetastasen aufwiesen, zeigten nur 24 von 81 einen erhohten

KISS1-Status. Betrachtet man alle von uns untersuchten Patienten, so konnte
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bei 54 Patienten mit Lymphknotenmetastasen ein erhdhter KISS1-Status

erhoben werden.

5.1.2 Bildung von Lymphknotenmetastasen beim KRK

Bei der Beurteilung der Lymphknoteninfiltration beim KRK spielt die Expression
von KISS1 ebenfalls eine Rolle. Betrachtet man den KISS1-Status bei Patienten,
die neben einer Lungenmetastase auch Lymphknotenmetastasen aufweisen, so
konnte festgestellt werden, dass bei 52 (64,2 %) von 81 Patienten eine verstéarkte
Expression von KISS1 vorhanden war. Bei den Uubrigen Patienten dieser
Testgruppe war der KISS1-Status niedriger bzw. unbekannt. Patienten, die
mindestens eine Lebermetastase und zusatzlich Lymphknotenmetastasen
aufwiesen, zeigten nur 24 von 81 einen erhdhten KISS1-Status. Betrachtet man
alle von uns untersuchten Patienten, so konnte bei 54 Patienten mit
Lymphknotenmetastasen ein erhohter KISS1-Status nachgewiesen werden.
Vergleicht man unsere Ergebnisse mit anderen Studien, so zeigte sich in der
Untersuchung von Matthaiou et al. (2018) bei 81,1% der Patienten mit
Lymphknotenmetastasen ein erhdhter KISS1-Status (70). Im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen und den Ergebnissen von Matthaiou stellten Okugawa et
al. (2013) fest, dass eine verminderte Expression des Kisspeptins mit einem
verstarkten Auftreten von Lymphknotenmetastasen beim kolorektalen Karzinom
verbunden ist (60).

5.2 Einfluss von KISS1 auf Tumorwachstum und Malignitat

In Zahlreichen Studien wurden die Einflisse von KISS1 auf die Metastasierung
verschiedener Tumoren untersucht. Jedoch spielt KISS1 auch bereits in friilheren
Tumorstadien beim Tumorwachstum und der malignen Progression, der
Tumorangiogenese, Autophagie und Apoptose eine wichtige Rolle. Kostakis et
al. konnten 2015 zeigen, dass die Expression von KISS1 in gesunder
Darmmukosa deutlich hoher liegt als in maligne entarteter Schleimhaut (76). In
unserer Untersuchung war pragnant, dass besonders die pulmonal
metastasierten kolorektalen Karzinome eine sehr hohe Expression von KISS1
aufwiesen, obwohl es sich bei KISS1 um ein Tumorsuppressor-Gen handelt. Die
hepatisch metastasierten KRK hingegen zeigten dieses Phanomen nicht. Zum

Vergleich wird zeigt eine Untersuchung von Kostakis et al. (2015), dass
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besonders in hoéheren Tumorstadien (Il und IV) von mdglichst weit distal
gelegenen Tumoren eine verstarkte KISS1-Expression zu finden war. Zeitgleich
lag zudem ein vermehrter Lymphknotenbefall vor (76). Bei den von uns
ausgewahlten Studienpatienten wurden vorzugsweise Patienten mit dem
Tumorstadium Il und Il ausgesucht. Dies diente dazu, um eine mdglichst
homogene Patientengruppe zusammenzustellen. Analog zu den von Kostakis
(2015) In einer Studie von Cho et al. (2011) wurde die Rolle des KISS1-Gens bei
Vorliegen einer haploinsuffizienten Form am Mausmodell untersucht. Es wurden
verschiedene Faktoren bei der Entstehung, Progression und Malignitat
untersucht, neben der eigentlichen Expression des Oberflachenmarkers wurden
auch die autokrine Wirkung der KISS1/Kisspeptin-Interaktion und intrazellulare
Signalwege betrachtet. Die Studie wurde am Tiermodell, in diesem Fall an
Mausen mit Mammakarzinom vorgenommen. Das Ergebnis dieser Studie zeigte,
dass Mause, die bereits heterozygot den Oberflachenmarker KISS1 in
Mammakarzinomtumorzellen aufwiesen, eine geringere Mammahyperplasie
zeigten, langsameres Wachstum von soliden Tumoren aufwiesen und weniger
aggressive Tumoren bildeten. Weiterhin wurde in dieser Studie die Signalwirkung
des KISS1-Rezeptors, zusammen mit Kisspeptin auf intrazellulare Signalwege
untersucht, insbesondere die Aktivierung der sogenannten Rho-GTPasen und
gezeigt, dass die Rho A-GTPase ein Schllisselprotein bei der Signalwirkung von
KISS1 darstellt und erheblichen Einfluss auf die Tumorbildung und -progression
hat. Die Aktivitdt von Rho A war in KISS1-negativen Tumorzellen deutlich
niedriger als in KISS1-positiven Tumorzellen. Auch die Absiedelung von
Tumorzellen wird von der Aktivitat der Rho-A-Kinase beeinflusst. Hier war eine
hohe Aktivitat von Rho-A mit einem erh6hten Wachstum von KISS1-positiven
Tumorzellabsiedelungen verbunden. Andere Rho-GTPasen wie Racl oder
Cdc42 hatten keinen Einfluss auf die Tumorbildung und das Tumorwachstum.
Als ein weiterer Bestandteil dieser Untersuchung wurde auch die autokrine
Wirkung der KISS1-Rezeptor/Kisspeptin-Interaktion untersucht und festgestellt,
dass eine verringertes autokrines Signal in Mammaepithelzellen einen
signifikanten Einfluss auf die initiale Bildung eines Mammakarzinoms bei den
untersuchten Mausen, hat (77, 78). In einem Review von Ulasov et al. (2019)
wurde neben der Hemmung der Metastasenbildung, auch ein Einfluss von KISS1

bei der Tumorprogression und Autophagozytose beim Mammakarzinom
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beschrieben (47). In einer weiteren Untersuchung von Cho et al. 2009 wurde
eine antiangiogenetische Wirkung von KISS1 in humanen
Prostatakarzinomzellen am Mausmodell festgestellt. Die antiangiogenetische
Wirkung wird hierbei durch das Kisspeptin-10 (Kp-10), ein Genprodukt von KISS1
hervorgerufen. Kisspeptin-10 bewirkt in menschlichen
Nabelvenenendothelzellen (HUVEC) eine verminderte VEGF-Expression und in
Folge wird eine Aktivierung des Rac/Cdc42-Signalwegs blockiert und die

Tumorangiogenese reduziert (40).

5.3 Einfluss von KISS1 auf die Rezidivbildung und

Uberlebenswahrscheinlichkeit

Bei der Betrachtung des Zeitraums bis zum Auftreten eines Rezidivs oder bis
zum Eintritt des Todes konnte in allen drei Testgruppen kein signifikanter
Unterschied zwischen Tumoren mit hohem KISS1-Status und Tumoren mit
geringer KISS1-Expression festgestellt werden. Lediglich beim Vergleich der
pulmonal metastasierten Gruppe mit der hepatisch metastasierten Gruppe
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied beim Zeitraum bis zum Auftreten
eines Rezidivs festgestellt werden. In der pulmonal metastasierten
Patientengruppe kam es signifikant friher zu einem Rezidiv bzw. zu einer
Tumorprogression (p=0,01). Betrachtet man den Zeitraum bis zum Eintritt des
Todes konnte zwar kein eindeutiger, statistisch signifikanter Unterschied belegt
werden, jedoch konnte erkannt werden, dass Patienten mit einer pulmonalen
Metastase/pulmonalen Metastasen deutlich eher verstarben als hepatisch
metastasierte Patienten (p=0,07). Vergleicht man unsere Auswertung mit den
Ergebnissen anderer Untersuchungen zeichnet sich bei anderen Tumoren ein
anderes Bild ab. In einer Untersuchung von Marot et al. 2007 wurde zum einen
die Rolle von KISS1 und seinem zugehorigen Rezeptor GPR54 bei
Ostrogenrezeptorpositiven und -negativen Mammakarzinomzellreihen untersucht
und daraus folgend der Zusammenhang zwischen antihormoneller Therapie und
der verstarkten Expression von KISS1. Es zeigte sich, dass eine hohe
Expression von KISS1 in den Tumoren mit einem signifikant kirzerem
Zeitintervall bis zum Auftreten eines Rezidivs verknUpft war. Nach acht Jahren
waren 56,1 % der Patienten mit hohen KISS1-Status noch rezidivfrei, verglichen

dazu waren in diesem Zeitraum 82,6 % der Patienten mit niedrigem KISS1-Status
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rezidivfrei. Lag neben einer hohen Expression von KISS1 zusatzlich noch eine
hohe Rezeptordichte mit GPR54 vor, waren nach acht Jahren nur noch 48,3 %
der Patienten ohne erneute Bildung eines Tumors. In der Patientengruppe, die
neben einer niedrigen Expression von KISS1 zusétzlich eine niedrige GPR 54-
Rezeptordichte aufwiesen, war das rezidivfreie Intervall mit 90,2 % am hdchsten
(72).

5.4 Einfluss der Methylierung auf die Tumorgenese

In Zahlreichen weiteren Studien wird eine fehlerhafte Methylierung im Bereich
der Promotorregion vieler Gene als ein bedeutender Faktor bei der
Tumorgenese, der Prognose der Erkrankung und auch beim Rezidivrisiko
beschrieben. Die Methylierung im Bereich der Promotorregion hat in diesem
Kontext zum einen Einfluss auf die Expression eines Gens, zum anderen auch
auf die Funktion des Genprodukts. Die Methylierung des KISS1-Gens und ihre
Bedeutung bei der Vorhersage der Prognose von Darmkrebs wurde in einer
Untersuchung von Chen et al. (2014) durchgefuhrt. In dieser Studie zeigte sich,
dass eine Hypermethylierung des KISS1-Gens mit einem verstarkten Auftreten
von kolorektalen Karzinomen, aber auch mit einer verstarkten Neigung zu
Lymphknotenbefall und Bildung von Fernmetastasen einhergeht. Dies zeigt,
dass eine verstarkte Methylierung dieses Gens mit einer verminderten Funktion
dieses Tumorsuppressorgens verbunden ist (79). In anderen Studien wie von
Chang et al. (2020) wurde dies auch bei anderen Genen nachgewiesen (80). In
einem Review von Lam et al. 2016 wird die Bedeutung der Methylierung
bestimmter Oberflachenmarker nicht nur in der Diagnostik beschrieben, sondern
auch deren Bedeutung bei der Auswahl der Therapie (81). In Bezug auf unsere
Untersuchungen bedeutet dies, dass bei der Diagnostik von KRK und deren
Metastasierungsneigung auch der Methylierungsgrad maoglicherweise eine nicht
unerhebliche Rolle hat und auch eine erhebliche Bedeutung bei der
Einschatzung des Krankheitsverlaufs und der Wahl der Therapie haben kdnnte.
Diese Untersuchungen wurden im Rahmen unserer Arbeit nicht durchgefihrt,

konnten jedoch in einer weiteren Studie eingehend untersucht werden.
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5.5 Anatomische Einflisse bei der Bildung pulmonaler und

hepatischer Metastasen

Einen weiteren Einflussfaktor bei der Metastasierung von Darmtumoren stellt die
Anatomie dar. Besonders bedeutsam ist hierbei der vendse Blutabfluss im
Gastrointestinaltrakt. So erfolgt der vendse Abfluss aus dem Gebiet des Kolon
aszendens, Kolon transversum, Kolon deszendens, Kolon sigmoideum und dem
oberen Anteil des Rektums zunachst Uber die Vena mesenterica superior, die
hinter dem Pankreaskopf nach Vereinigung mit der Vena splenica und der Vena
mesenterica inferior in der Vena portae und somit in die Leber (82). Der distal der
Linea pectinata gelegene untere Anteil des Rektums und der Analkanal wird Uber
den Plexus venosus rectalis in die Vena rectalis superior, media und inferior in
die Vena pudenda interna, nachfolgend in die Vena iliaca interna und von dort in
die Vena cava inferor drainiert (82, 83). Folglich gelangt das venése Blut distal
der Linea pectinata direkt in den Koérperkreislauf und hat somit keinen Anteil an
der Blutversorgung der Leber. Eine hepatische Metastasierung kann daher bei
distalen Rektumkarzinomen allein Uber eine ,Filterfunktion® in den
Lebersinusoiden nicht stattfinden, bei proximal der Linea pectinata gelegenen
Tumoren ware dies moglich. Bei den distal gelegenen KRK, die tber die Vena
cava inferior direkt in den Korperkreislauf gelangen stellt die Lunge das nachste
Gewebe mit einem sehr ausgedehnten engmaschigen Kapillarnetz dar. Hier wére
infolge eines verlangsamten Blutflusses eine Absiedelung von Tumorzellen im
Sinne einer Filterfunktion mdglich. Diese Tatsache konnte einen méglichen
Storfaktor in unseren Untersuchungen darstellen. Um diesen Stoérfaktor moglichst
gering zu halten, wurde neben einer metastasenfreien Kontrollgruppe auch eine
hepatisch metastasierte Kontrollgruppe bei unseren Untersuchungen mitgefihrt.
Auch bezuglich des KISS1-Status konnte kein relevanter Unterschied festgestellt
werden. In der in Kapitel 4.1.3. aufgefiihrten statistischen Auswertung konnte
kein statistisch signifikanter Unterschied beim KISS1-Status bei pulmonal
metastasierten, im unteren und mittleren Rektum lokalisierten Tumoren und im

oberen Drittel lokalisierten KRK festgestellt werden.
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5.6 Bedeutung und kritische Betrachtung der Ergebnisse

In der von mir angefertigten Arbeit zeigte sich, dass es bei kolorektalen
Karzinomen, die vorwiegend oder ausschlieBBlich pulmonale Metastasen
ausbilden, eine verstarkte Expression des Tumorsuppressorgens KISS1
nachgewiesen werden konnte. In Darmmalignomen, die keine (MO) oder
beispielsweise hepatisch metastasierten, konnte diese Tatsache nicht
beobachtet werden. Somit kann der Rickschluss gezogen werden, dass eine
verstarkte Expression dieses Gens Einfluss auf die Ausbildung pulmonaler
Metastasen hat und bei vorzugsweise pulmonal metastasierenden KRK keine
tumorsuppressive Wirkung zeigt. Basierend auf den von uns gewonnenen
Erkenntnissen ist in begrenztem Umfang eine Vorhersage uber den
Krankheitsverlauf des KRK mdglich, aber auch tber Art und den Umfang der
Therapie kénnte beim Vorliegen bestimmter Oberflachenmarker besser geplant
werden. In einer nachfolgenden Studien konnte eine Untersuchung des
Methylierungsstatus von KISS1 bei KRK weitere Erkenntnisse zur Funktion
dieses Gens erbringen und ebenfalls zur diagnostischen und therapeutischen
Optimierung beitragen. Zur Validierung unserer Ergebnisse und auch weiterer
Biomarkermuster waren prospektive Studien, in denen bereits bestimmte
Merkmalskonstellationen vorher festgelegt wurden, sinnvoll. Die Patienten
sollten bereits bei der Erstdiagnose und noch vor einer moglichen
Metastasierung auf bestimmte genetische Muster ihrer Tumoren untersucht und
eingeordnet werden. Unsere Studie fand an drei sehr streng selektierten
Patientenkollektiven statt, es wurden jeweils Dreiergruppen (MO, PUL und HEP)
mit moglichst hoher Merkmalsiubereinstimmung gebildet. Die Aussagen, die im
Rahmen der Arbeit getroffen wurden, stutzten sich zum einen auf bereits
bestehende wissenschaftliche Theorien, aber auch auf Aussagen und
wissenschaftliche Ergebnisse aus anderen Arbeitsgruppen des Instituts, die mir
freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurden. Somit kann eine allgemeine
Gultigkeit der Ergebnisse angenommen werden, jedoch sollten weitere
molekulargenetische Untersuchungen zur Validierung und zur genaueren

genetischen Einordung des KRK vorgenommen werden.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, dass bei pulmonaler
Metastasierung des  kolorektalen Karzinoms die Expression des
Oberflachenmarkers KISS1 zum einen die Lokalisation der Metastase wie auch
die generelle Wahrscheinlichkeit einer Metastasenbildung beeinflussen. Zu
Bestatigung unserer Annahme wurde eine Testgruppe und zwei Kontrollgruppen
(eine metastasenfreie und eine hepatisch metastasierte) gebildet. Mit
immunhistochemischen Tests wurde anschlieRend die Starke der Expression
beurteilt. Hier konnte gezeigt werden, dass besonders pulmonal metastasierte
kolorektale Karzinome, verglichen mit hepatisch metastasierten und
metastasenfreien Tumoren, eine verstarkte KISS1-Expression aufwiesen. Somit
konnte nachgewiesen werden, dass bei der Bildung pulmonaler Metastasen der
Tumormarker KISS1 nicht als Tumorsuppressorgen wirksam ist. Weiterhin
wurden statistische Zusammenhange zwischen der Expression von KISS1 und
dem Vorliegen weiterer Biomarker betrachtet. Im Rahmen der statistischen
Auswertung wurde zudem der Zusammenhang zwischen der Expression von
KISS1 und dem Gesamtiuberleben bzw. dem Zeitraum bis zur Progression des
Tumors untersucht. Hier konnte ein statistisch signifikanter Unterschied im
Progressionszeitraum bei hepatisch und pulmonal metastasierten KRK
nachgewiesen werden. Patienten mit pulmonal metastasierten KRK zeigten
einen deutlich kirzeres rezidivfreies Intervall. Betrachtet man die Ergebnisse
dieser Arbeit gesammelt, so zeigt sich, dass bei der pulmonalen Metastasierung
des KRK es zum einen zu einer verstarkten Expression von KISS1 kommt, jedoch
gleichzeitig auch noch andere Oberflachenmarker verstarkt auftreten. Zukunftig
ware somit bereits in frihen Tumorstadien eine Vorhersage uber die
Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung und nachfolgend auch eine verbesserte

Anpassung der Therapie moglich.
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