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Einleitung

1 Einleitung

Als Tumor (Syn.. Geschwulst, Neoplasma, Neoplasie) werden abnorme
Gewebemassen bezeichnet, die durch fortschreitende Vermehrung von
korpereigenen entarteten Zellen entstehen. Bei dem Entstehungsprozess von
Tumoren handelt es sich, auf molekularer Ebene, um Regulationsstérungen von
Genen, die vor allem Wachstum (Proliferation), programmierten Zelltod (Apoptose)

und Differenzierung von Zellen kontrollieren.

Das kolorektale Karzinom oder KRK (kolorektales Karzinom) ist eine bosartige

epitheliale Neubildung (Krebs) des Dick- und Mastdarms.

1.1 Epidemiologie

Der Darm ist sowohl bei Minnern als auch bei Frauen die dritthdufigste
Tumorlokalisation und das kolorektale Karzinom gehorte im Jahr 2008 zu den
zweithdufigsten krebsbedingten Todesursachen in Deutschland. Neben den Tumoren
in der Prostata bei Minnern und der Brustdriise bei den Frauen, gehort das
kolorektale Karzinom damit zu den haufigsten malignen Tumoren in Deutschland.
Mit fortschreitendem Alter steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit. Im Jahr 2008
lag mehr als die Halfte der betroffenen Patienten iiber dem 70. Lebensjahr und etwa

10% erkrankten vor dem 55. Lebensjahr (Robert Koch-Institut, 2012).

Seit dem Jahr 2002 existiert in Deutschland ein Darmkrebs-Screening Programm fiir
Miénner und Frauen. Dieses sieht ab dem 50. Lebensjahr ein Beratungsgesprich
sowie einen Test auf occultes (nicht sichtbares) Blut im Stuhl sowie ab dem 55.
Lebensjahr eine Koloskopie mit Wiederholung alle 10 Jahre vor (Riemann &
Webendorfer, 2012). Diese Screeningmethoden dienen zum einen der
Fritherkennung, zum anderen bietet die Koloskopie die Moglichkeit der Verhiitung
von Darmkrebs durch Abtragung fortgeschrittener Adenome, die im Median nach 10

Jahren eine klinisch manifeste Krebserkrankung bedeuten wiirden (Sailer, 2012).
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1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Beim dem Grofteil der kolorekalen Karziome geht man von einer multifaktoriellen
Genese ohne familidre Héufung aus. Diese Tumore werden als sporadisch
auftretende Karzinome bezeichnet. Als Risikofaktoren gelten ein westlicher
Lebensstil mit geringer korperlicher Bewegung, Adipositas, fleischreicher
Erndhrung, Alkohol- und Zigarettenkonsum (Lieberman DA, 2003). Hohes
Lebensalter und das Geschlecht zeigen sich als weitere Risikofaktoren. Man konnte
nachweisen, dass 45-jdhrige Ménner das gleiche Risiko fiir ein Karzinom haben wie
10 Jahre éltere Frauen (Kolligs et al., 2011). Vor allem steigert das Vorhandensein
eines metabolischen Syndroms und Diabetes mellitus das Risiko an einem

kolorekalen Karzinom zu erkranken um 50% (Kabhi et al., 2008).

Neben den sporadischen kolorektalen Karzinomen, die 80-85% der Fille ausmachen
und auf dem Boden der Adenom-Karzinom-Sequenz entstehen, sind etwa 10%
hereditdr bedingt. Weitere 5% entstechen im Rahmen von entziindlichen

Darmerkrankungen (Boese-Landgraf, 1998).

Zu den beiden Hauptformen der hereditdren Kolonkarzinome zéhlen FAP (familidre
adenomatdse Polyposis) und HNPCC (hereditdres nicht polyposes kolorektales

Karzinom, auch Lynch-Syndrom).

Die FAP ist eine erbliche Erkrankung die nach der Mendelschen Regel iiber einen
autosomal-dominanten Erbgang vererbt wird. In ¥4 der Félle liegt bei den betroffenen
Patienten eine Neumutation vor (Bisgaard et al., 1994). Dieser Erkrankung liegt eine
Keimbahnmutation des Adenomatous Polyposis coli-Gens (4PC-Gen) zugrunde und
fiihrt zu multiplen kolorektalen Adenomen, die sich im mittleren Alter von 36 Jahren

zu einem Kolonkarziom entwickeln (Biilow, 1986).

Das hereditdre nicht-polypdse Kolonkarzinom (HNPCC) wird ebenfalls autosomal-
dominat vererbt und zeigt eine Auftretenswahrscheinlichkeit bei betroffenen
Gentrdgern von 80% (H. T. Lynch et al., 1993). Bei dieser Erkrankung spielen

Mutationen in Mismatch Repair Genen eine Rolle, die zu DNA-
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Sequenzlingendifferenzen zwischen Tumor und Normalgewebe fithren und dessen
Auftreten als Mikrosatelliteninstabilitit bezeichnet wird (H. Kim et al., 1994; Chung
& Rustgi, 2003). Da sich das HNPCC erst einmal nicht vom sporadischen Karzinom
unterscheidet, wurden diagnostische Kriterien festgelegt, die als Amsterdam

Kriterien bezeichnet werden (Vasen et al., 1999).

1.3 Karzinogenese

Das kolorektale Karzinom entwickelt sich in der Regel auf dem Boden von
Adenomen, die sich als gutartige Geschwulst der Darmschleimhaut als breitbasiger
oder gestielter Polyp in das Darmlumen vorwdlben. Diese Adenome stellen die
Vorlauferldsionen der Karzinome dar und entwickeln sich im zeitlichen Rahmen von
Monaten bis Jahren zu Adenokarzinomen (B. Levin et al., 2008). Die Entwicklung
vom Adenom zum Karzinom ist bedingt durch die Anhdufung von genetischen
Verdnderungen (J. P. Lynch & Hoops, 2002). Das Modell der Adenom-Karzinom-
Sequenz (Muto et al., 1975) beschreibt die fortschreitende Entwicklung von
proliferativer Schleimhaut iiber das Adenom bis hin zum Karzinom. Mit dieser
histologischen Sichtweise verkniipften Fearon & B Vogelstein (1990) Mutationen in

verschiedenen Genen.

In dieser schrittweisen Entwicklung von Normalgewebe zum Karzinom ereignen
sich  genetische = Verdnderungen in  sogenannten = Onkogenen  und
Tumorsupressorgenen. Diese genetischen Verdnderungen innerhalb einer Zelle
ermoglichen dieser einen Zugwinn an Wachstum und Invasivitit (Fearon & B
Vogelstein, 1990). Als erster Schritt in dieser Entwicklung wird der Funktionsverlust
des APC-Gens auf Chromosom 5q21 beschrieben, der in 80% der sporadischen
Karzinome nachweisbar ist (K. J. Smith et al., 1993; Kenneth W Kinzler & Bert
Vogelstein, 1996). Das APC-Protein als Tumorsupressorgen ist in der Regulation
von [-Catenin (Bestandteil von Zelladhdsionsmolekiilen und Signalmolekiil)
beteiligt (Morin et al., 1997; Klaus & Birchmeier, 2008), dass ein Bestandteil des
Wnt-Signalweges ist.

Als wichtiger Schritt in der Karzinogenese hat sich die Aktivierung des

Protoonkogens KRAS herausgestellt (K Forrester et al., 1987; Pretlow et al., 1993).
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Abhidngig von der Grofle wurden Mutationen in bis zu 50% der kolorektalen
Adenome gefunden (B Vogelstein et al., 1988). In Adenomen findet man neben
Mutationen im KRAS-Gen auch hdufig Mutationen im Onkogen BRAF, welches im
gleichen Signalweg eine Rolle spielt (Beach et al., 2005). Dariiber hinaus deuten
Studien darauf hin, dass sich Mutationen im KRAS- und BRAF-Gen im gleichen
Tumor gegenseitig ausschlieBen (Jolien Tol et al., 2009; Rajagopalan et al., 2002a; F
Loupakis et al., 2009). Mutationen im KRAS-Gen wurden auch in normaler
Kolonschleimhaut gefunden und scheinen daher erst in Verbindung mit Mutationen
im APC-Gen den betroffenen Zellen einen Selektionsvorteil zu bieten (Minamoto et
al., 1995; Zhu et al., 1997). In Normalgewebe verhalten sich Mutationen im KRAS-
Gen eher neutral (M. Ilyas et al., 1999).

Mutation bzw. Verlust
des APC-Gens

normales :t‘:l hyperproliferatives :r‘: frithes
Epithel Epithel Adenom

Mutation bzw. Verlust

des DCC-Gens %- KRAS-Mutation

l intermedidres Adenom

spates ::; Karzinom ::: metastasiertes
Adenom ' ' Karzinom
Mutation bzw. Verlust

des TP53-Gens weitere genetische Verdnderungen

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz. Modifizierte Abbildung des genetischen
Modells der kolorektalen Tumorentstehung nach Fearon & B Vogelstein (1990).

Durch Anhdufung weiterer genetischer Veranderungen, wie der Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen, kommt es zur Transformation der spiten Adenome zu
Karzinomen. Die durch Aneuploidie und chromosomale Instabilitat
gekennzeichneten Verdnderungen betreffen u.a. Gene auf Chromosom 18q wie DCC

(Deleted in Colorectal Carcinoma) (M. llyas et al., 1999). Dabei wird der letzte
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Schritt zur Entwicklung eines manifesten Karzinoms durch den Funktionsverlust des
auf dem Chromosom 17q lokalisierten Gens TP53 beschrieben (M. Ilyas et al., 1999)
(vgl. Abb. 1).

1.4 Metastasierung

Die Metastasierung bzw. die Absiedelung von bosartigem Tumorgewebe in entfernte
Organe erfolgt bei kolorektalen Karzinomen entlang drei verschiedener
Metastasierungswege. Hierbei unterscheidet man zwischen der Metastasierung per

continuitatem, der lymphogenen und der hamatogenen Metastasierung.

Lokal (per continuitatem) breitet sich das Karzinom iiber die Wandschichten der
Kolonschleimhaut aus und infiltriert dabei das perikolische bzw. perirektale
Fettgewebe. Im Rahmen dieses Prozesses kann es zur Infiltration in Nachbarorgane

kommen.

Die lymphogene Metastasierung tritt bei der Infiltration der Submukosa auf und
erfolgt entlang des Lymphabflussgebietes entsprechender Arterien. Bei der
Lokalisation des Karzinoms im Colon ascendens und Colon transversum erfolgt die
lymphogene Metastasierung entlang der Arteria mesenterica superior und beim

Colon descendens entlang der Arteria mesenterica inferior.

Der Einbruch des Tumors in das Blutgefifisystem kann eine hédmatogene
Metastasierung zur Folge haben. Entsprechend dem vendsen Abflussgebiet, liber die
Vena cava inferior, findet man Metastasen tiefsitzender Rektumkarzinome hiufig im
Bereich des nachgeschalteten Kapillarstromgebietes als Lungenmetastasen. Tumore
mit der Lokalisation in anderen Kolonabschnitten zeigen hidufig Metastasen in der
Leber. Hier erfolgt der venose Abfluss entlang des portalvendsen Abflusses iiber die

Vena portae in die Leber.
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1.5 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Nach den Vorgaben der ,,Union internationale contre le cancer (UICC) kdnnen
Tumoren in Stadien eingeteilt werden. Die Eingruppierung in eine der fiinf UICC-
Stadien erfolgt mittels TNM-Klassifikation. Die TNM-Klassifikation ist das
international anerkannte und verwendete System zur Bestimmung der klinisch und
histopathologisch-anatomischen = Ausbreitung einer Tumorerkrankung. Die
Einstufung des Tumors in die einzelnen Kategorien des TNM-Systems bzw. UICC-
Stadien erlaubt prognostische Aussagen und bestimmt die weitere Therapie.

Dabei beschreibt das T (Tumor) die GroBenausdehnung des Primértumors, N
(Nodulus) den Status der regiondren Lymphknotenmetastasen und M (Metastase)
den Status in Bezug auf die Metastasen.

Die Angabe der TNM-Klassifikation kann entweder priatherapeutisch auf Grundlage
von klinischen Untersuchungen cTNM (¢ = clinical) bzw. der Ultraschalldiagnostik
uTNM (u = Ultraschall) erfolgen oder postoperativ durch die histopathologische
Aufarbeitung im Rahmen der pathologischen Diagnostik pTNM (p = pathologische
Klassifikation/postoperative histopathologische Klassifikation).

Die TNM-Klassifikation dient als ein zuverldssiger prognostischer Marker fiir die
Uberlebensprognose des Patienten. Je hdher das Tumorstadium, umso kleiner die

Uberlebensprognose (vgl. Tabelle 1).

UICC TNM Inzidenz 5-JU
Stadium I T1-2, NO, MO 15% 93%
Stadium Ila T3, NO, MO 30% 85%
Stadium IIb T4, NO, MO 6% 72%
Stadium Illa T1-2, N1, MO 2% 83%
Stadium I1Ib T3-4, N1, MO 17% 64%
Stadium Illc jedes T, NO, MO 9% 44%
Stadium IV jedes T, jedes N, M1 22% 8%

Tabelle 1: 5-Jahresiiberleben nach UICC-Stadium (O’Connell et al., 2004).
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1.6 EGFR-Signalweg

Die Signaliibertragung von Wachstumsfaktoren (Ligand) erfolgt durch deren
Bindung an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran der Zielzellen. Zellen, die
diese spezifischen Rezeptoren exprimieren reagieren auf dieses Signal und es erfolgt
eine Aktivierung von Signaliibertragungen innerhalb der Zielzellen. Der EGF-

Rezeptor ist einer dieser spezifischen Rezeptoren.

Der EGF-Rezeptor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) ist ein
Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitdt. Der EGF-Rezeptor
gehort zur ErbB-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen, die aus dem EGF-Rezeptor
(auch HER1 oder ErbB-1), ErbB-2 (HER2/c-neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4
(HER4) bestehen. Der Aufbau des EGF-Rezeptor gliedert sich in eine extrazellulére
Ligandenbindungsdoméne, einer hydrophoben transmembranen und einer

zytoplasmatischen Doméne mit der Tyrosinkinaseaktivitdt (Holbro & Hynes, 2004).

Dieser Rezeptor spielt u.a. eine Rolle im Rahmen des Zellwachstums und der
Zelldifferenzieung, dem Zelliiberleben und der Apoptose (Holbro et al., 2003;
Mendelsohn & Baselga, 2006). Die Aktivierung (Dimerisierung) durch einen
Liganden wie EGF (Epidermal Growth Factor) oder TGFa (Transforming Growth
Factor) fiihrt zur Umwandlung der inaktiven Rezeptormonomere in einen aktiven
Homodimer (Yarden & Schlessinger, 1987). Im Weiteren wird durch die
Dimerisierung  die  intrinsische  Tyrosinkinase  aktiviert, —welche  zur
Autophosphorylierung intrazelluldrer Tyrosinresten fithrt und damit zur Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden (Oda et al., 2005). Sowohl die Ras-Raf-MEK-
ERK- als auch die PI3K-PTEN-AKT-Signalkaskade spielen eine entscheidende
Rolle in der Weiterleitung der EGFR Signaliibertragung. Besonders spielen sie eine
Rolle beziiglich der Regulation von Genexpression und der Vermeidung von
Apoptose (McCubrey et al., 2006). Vor allem der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg
und die darin enthaltenen Proteine KRAS und BRAF bzw. deren Gene sind

Gegenstand dieser Arbeit.
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1.7 KRAS und BRAF im Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg

KRAS ist ein kleines G-Protein mit einer molekularen Masse von 21kDa, welches
sich in die Gruppe der RAS-Proteine (Rat sarcoma) einordnen ldsst (Bourne et al.,
1991). RAS-Proteine spielen eine Rolle in verschiedenen Signaltransduktionswegen
und haben eine Schalterfunktion. Die inaktiven RAS-Proteine haben GDP gebunden.
Im Rahmen der Signaltransduktion wird RAS aktiviert und es kommt zum Austausch
des gebundenen GDP durch GTP (Boguski & McCormick, 1993). In GTP
gebundener Form aktiviert das RAS-Protein die Proteinkinase RAF (rat
fibrosarcoma) und damit eine Reihe nachgeschalteter Phosphorylierungskaskasen
(Schubbert et al., 2007). Durch die intrinsische GTPase-Aktivitdt der RAS-Proteine
erfolgt eine hydrolytische Spaltung des gebundenen GTP zu GDP und fiihrt somit
das RAS-Protein in seinen inaktiven GDP gebundenen Zustand zuriick. Das
aktivierte RAF phosphoryliert darauf die MEK-Kinase, welche ihrerseits die ERK-
Kinase aktiviert. Diese Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade fiihrt letztlich
zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern (Boguski & McCormick,

1993).

Kommt es zu einer Mutation im KRAS-Gen, fihrt diese zu einem G-Protein, dass
ohne einen aktivierenden Liganden wie EGF permanent aktiviert ist. Diese Mutation
fiihrt zur gestorten GTPase-Aktivitit der RAS-Proteine die somit im aktivierten,
GTP gebundenen, Zustand verbleiben (Bos, 1989; Fearon, 1993). Mutationen im
KRAS-Gen befinden sich zu 90% im Kodon 12 und Kodon 13 sowie in etwa 5% im
Kodon 61 des KRAS-Gens (Schubbert et al., 2007; Bos, 1989).

Das BRAF-Gen kodiert fiir eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase (Kolch,
2000). Wie bereits oben beschrieben, wird BRAF durch das GTP gebundene
(K)RAS aktiviert. Aktiviertes (K)RAS bindet mit hoher Affinitit an die RAF-Kinase
und es kommt zur gemeinsamen Verlagerung an die innere Zellmembran (Moodie &
Wolfman, 1994). Die (B)RAF-Kinase interagiert daraufthin mit MEK (MAPK/ERK
Kinase), welche somit phosphoryliert bzw. aktiviert wird (Papin et al., 1995).
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Mutationen im BRAF-Gen fithren, ebenso wie KRAS-Mutationen, zu einer
konstitutionellen Aktivierung bzw. bei BRAF speziell, zu einer zehnfach gesteigerten
Kinaseaktivitdt gegeniiber dem Wildtyp-Protein (H. Davies et al., 2002). Die
Mehrzahl der Kinasedomine betreffenden BRAF-Mutationen befinden sich an Stelle
c.1799T>A (BRAF V600E) des Exon 15 (Wan et al., 2004; H. Davies et al., 2002).

1.8 KRAS und BRAF in malignen Tumoren

Wie bereits erwidhnt, filhren Mutationen im KRAS- und BRAF-Gen zu einer
konstitutionellen Aktivierung der entsprechenden Proteine. Diese Proteine spielen
wiederum eine Rolle im Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg. Eine Uberaktivitit dieses
Signalweges wird in etwa 30% der humanen Krebserkrankungen gefunden (Hoshino
et al., 1999). RAS-Mutationen lassen sich in etwa 15% bis 30% der menschlichen
Tumore finden (Bos, 1989; Malumbres & Barbacid, 2003) und BRAF-Mutationen
werden in 7% bis 15% der Karzinome nachgewiesen (H. Davies et al., 2002;

Malumbres & Barbacid, 2003).

KRAS-Mutationen findet man in verschiedenen menschlichen Karzinomen (Bos,
1989). Dazu zéhlen u.a. Karzinome des Pankreas, des Endometriums, der Zervix, der
Gallengénge, der Lunge und des Kolonrektums (Schubbert et al., 2007). Die
Privalenz der KRAS-Mutationen liegt bei Pankreaskarzinomen zwischen 69% und
95% (Concepcion Almoguera et al., 1988; Kipp et al., 2010), bei kleinzelligen
Lungenkarzinomen bei 16% bis 40% (Suzuki et al., 1990; Nelson et al., 1996; S. L.
Graziano et al., 1999) und Kolonkarzinome zeigen in 40% bis 45% der Fille
Mutationen (Vaughn et al., 2011; Amado et al., 2008; Karapetis et al., 2008; Baldus
et al., 2010). Die hohe Frequenz der KRAS-Mutationen in verschiedenen Karzinomen
und vor allem das frithe Auftreten in der Tumorentwicklung zeigt den hohen

Stellenwert dieser Mutation (Bos et al., 1987; B Vogelstein et al., 1988).

Ebenso wie KRAS-Mutationen sind BRAF-Mutationen eine hdufige Mutation in
menschlichen Karzinomen. Diese sind unter anderem in Tumoren der Schilddriise, in
malignen Melanomen, in Ovarialkarzinomen (Singer et al., 2003) sowie kolorektalen

Karzinomen zu finden (H. Davies et al., 2002). Papilldre Schilddriisenkarzinome
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zeigen BRAF-Mutationen in 45% der Fille (Xing, 2005). Diese Karzinome sind in
Verbindung mit einem positiven Mutationsstatus, assoziiert mit Fernmetastasen und
fortgeschrittenem Tumorstadium (Namba et al., 2003). Eine hohe Privalenz an
BRAF-Mutationen wird ebenso in malignen Melanomen gefunden. BRAF-
Mutationen erscheinen dabei in 36% bis 59% der primédren Melanome und in 42%
bis 66% der metastasierten Melanome (Long et al., 2011; Jakob et al., 2012; Houben
et al., 2004). Das im Jahr 2011 in Europa und den USA, fiir Patienten mit eines
inoperablen oder metastasierten Melanoms zugelassene Medikament Vemurafenib
(Wirkstoff: PLLX4032), ist ein selektiver Inhibitor der BRAF-Kinase. Es konnte
gezeigt werden, dass Patienten deren Tumor eine BRAF-Mutation (V600E) trigt, von
dieser Zielgerichteten Therapie mit Voll- oder Teilremission profitieren (Flaherty et
al., 2010). Dies ist ein Beispiel dafiir, wie ein Gen-Mutationsstatus im Rahmen einer
pratherapeutischen Testung als prédiktiver Marker fiir den Therapieerfolg fungieren

kann.

1.9 RAS (KRAS/NRAS) und BRAF in kolorektalen Karzinomen

In kolorektalen Karzinomen konnte bereits gezeigt werden, dass die Prognose von
Patienten bzw. das Gesamtiiberleben in KRAS und BRAF mutierten Tumoren
schlechter ist als in KRAS- und BRAF-Wildtypen (Richman et al., 2009). Bei
Patienten mit Lungenmetastasen wurde ein gehduftes Auftreten von KRAS-
Mutationen nachgewiesen (Cejas et al., 2009) und Patienten mit Lebermetastasen
sowie positivem KRAS-Mutationsstatus zeigten einen schlechteren Krankheitsverlauf
als entsprechende Patienten mit Wildtypmutationsstatus (Nash et al., 2010). Auch fiir
Mutationen im BRAF-Gen konnte in einer retrospektiven Studie mit 519 kolorektalen
Karzinomen eine negative prognostische Vorhersagekraft gezeigt werden (Jolien Tol

et al., 2009).

Die Bedeutung des KRAS-Gens als molekularer Pradiktor wurde in Studien deutlich,
die den Therapieerfolg der monoklonalen Antikdrpertherapie gegen den EGF-
Rezeptor (vgl. 1.6) unter Beriicksichtigung des KRAS-Mutationsstatus betrachteten
(Amado et al., 2008; Karapetis et al., 2008). Der EGF-Rezeptor liegt in etwa 60% bis

80% der metastasierten kolorektalen Karzinome tiberexprimiert vor (Porebska et al.,
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2000; Cunningham et al., 2004a) und geht mit einer schlechteren Prognose einher
(Nicholson et al., 2001; A. Mayer et al., 1993). Die monoklonalen Antikdrper
Cetuximab und Panitumumab richten sich gegen diesen Rezeptor. Durch deren
Bindung an den EGF-Rezeptor werden die Aktivierung und dessen nachgeschaltete
Signalkaskaden gehemmt (Mendelsohn & Baselga, 2006). In Folge von Mutationen
des KRAS-Gens kommt es, wie bereits beschrieben (vgl. 1.7), zur konstitutionellen
Aktivierung des entsprechenden Proteins und damit zum Verlust der Einflussnahme
durch die Hemmung des EGR-Rezeptors. Auf die Therapie dieser beiden
monoklonalen Antikdrper sprechen jedoch nur etwa 10% bis 23% der unselektierten
Patienten mit fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen an (Cunningham et al.,
2004b; Eric Van Cutsem et al., 2007; Meyerhardt & R. J. Mayer, 2005; Saltz et al.,
2004).

Verschiedene Studien zeigten, dass die Behandlung mit Cetuximab und
Panitumumab nur bei Patienten mit einem KRAS-Wildtyptumor -effektiv ist
(Khambata-Ford et al., 2007; Bokemeyer et al., 2009; Eric Van Cutsem et al., 2009a;
W De Roock et al., 2008; Liévre et al., 2006; F Di Fiore et al., 2007; Amado et al.,
2008; Karapetis et al., 2008). In diesen Studien wurde das Exon 2 des KRAS-Gens
(Kodon 12 und 13) untersucht. Diese Studien fanden KRAS-Mutationshiufigkeiten

von etwa 40%.

Da die KRAS-Mutationshiufigkeit in Kodon 12 und 13 nur einen Teil der
Therapieversager erkldren, wurden weitere Biomarker untersucht die zu einer
Therapievorhersage verhelfen konnen. Sowohl das KRAS-Gen im Kodon 61 und das
BRAF-Gen spielen eine Rolle im Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass Mutationen in diesen Genen mit einem fehlenden Ansprechen
auf die monoklonale Antikorpertherapie assoziiert sind (Molinari et al., 2011; Wendy
De Roock, Claes, et al., 2010; F Loupakis et al., 2009; Di Nicolantonio et al., 2008).
Uberdies zeigten aktuelle Arbeiten aus dem Jahr 2013, dass neben KRAS-Mutationen
auch Mutationen im NRAS-Gen diese Eigenschaft zeigten (Peeters et al., 2013;
Douillard et al., 2013). Mutationen im NRAS-Gen zeigten hier in Kodon 12, 13 und
61 eine Haufigkeit von 5% (Peeters et al., 2013).

11
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Daher wurde auf Grundlage dieser Daten von der ,,European Medicines Agency*
(EMEA) eine Leitline herausgegeben die vorsieht, dass Patienten die eine RAS-
Mutation aufweisen, von der Anti-EGFR-Therapie auszuschliessen sind (European
Medicines Agency (EMEA) http://www.emea.curopa.cu). Dies widerspiegelt sich
auch in der Anpassung der Zulassung von Vectibix® (Panitumumab), welche im
Rote Hand-Brief vom 13.08.2013 den Nachweis des RAS-Wildtyp-Status (Exons 2, 3
und 4 von KRAS und NRAS) vor Therapiebeginn fordert (Fachinformation: Stand Juli
2013 Vectibix® (Panitumumab), Rote Hand-Brief vom 13.08.2013 (Amgen GmbH);
http://www.akdae.de/Arzneimittelsicherheit/RHB/Archiv/2013/20130813.pdf).

Da das Therapieansprechen sogar bei Patienten mit KRAS-Wildtyptumoren nur bei
17% fiir Panitumumab-Monotherapie und 12,8% fiir Cetuximab-Monotherapie liegt
(Amado et al.,, 2008; Karapetis et al., 2008) und Kombinationstherapien mit
Cetuximab und den Zytostatika Irinotecan oder Oxaliplatin in 59% bzw. 61% Erfolg
zeigen (Eric Van Cutsem et al., 2009a; Bokemeyer et al., 2009), ergibt sich die Frage
nach weiteren FErkldrungsanséitzen fiir das Therapieversagen. Entsprechend der
Datenlage und Empfehlungen erfolgt die pratherapeutische Mutationsbestimmung
der RAS-Gene anhand von Primédrtumorgewebe. Neben weiteren pradiktiven
Markern wurde der Frage nach dem Mutationsstatus entsprechender Gene im
Vergleich von Primédrtumoren und Metastasen nachgegangen. Inwieweit sich
Metastasengewebe kolorektaler Karzinome eignet, um auf den Mutationsstatus des
Tumors zu schlieBen und ob gegebenenfalls eine zusétzliche Testung des
Metastasengewebes notwendig ist, wurde in verschiedenen Studien untersucht
(Gattenlohner et al., 2009; Albanese et al., 2004; Tortola et al., 2001; Watanabe et
al., 2011; Mariani et al., 2010; J. H. Park et al., 2011; Knijn et al., 2011; Baas et al.,
2011; Artale et al., 2008; Baldus et al., 2010; Daniele Santini et al., 2008).

12
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, neben dem KRAS-Gen Kodon 12 und 13, das Kodon 61
sowie das BRAF-Gen (Kodon 600) einem  Vergleich zwischen
Primédrtumormutationsstatus und Metastasenmutstionsstatus zu unterziehen. Hierbei
sollten sowohl synchrone als auch metachrone Metastasen, aber auch Metastasen an
unterschiedlichen Lokalisationen untersucht werden. Dabei lag ein besonderer
Schwerpunkt auf den in der Literatur bislang wenig untersuchten Metastasen in
regiondren Lymphknoten und Metastasen im Peritoneum. Da die monoklonale
Antikorpertherapie mittels Cetuximab und Panitumumab vor allem bei Patienten im
fortgeschrittenen Tumorstadium und bei Patienten mit Metastasen Anwendung
findet, sollte die Untersuchung des Mutationsstatus von Metastasen untereinander

ebenfalls Beriicksichtigung finden.

Methodisch erfolgte die Mutationsanalyse bei bereits publizierten Studien héufig
mittels Sequenzierung nach Sanger. Die Methode der Pyrosequenzierung, welche
sich in Studien als sensitiver gegeniiber der Sequenzierung nach Sanger erwiesen hat,
sollte bei dem GroBteil des vorliegenden Patientenkollektivs als Methode der ersten

Wahl zu Anwendung kommen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Agarose

dNTPs
Ethidiumbromid

Taq DNA Polymerase
Methylenblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA Loading Dye (6x)
Gene Ruler 100bp DNA Ladder

BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing

Hi-Di™ Formamide

Oligonukleotide

PyroMark Binding Buffer
PyroMark Denaturation Solution
PyroMark Wash Buffer 10x
PyroMark Control Oligo
PyroMark Annealing Buffer

Streptavidin Sepharose™ High Performance

Ethanol

Polyethylenglykol PEG 8000

EDTA
TRIS

MgClz
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Biozym, Hess. Oldendorf
Biozym, Hess. Oldendorf
Merck, Darmstadt

Fermentas, Burlington, Kanada
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Fermentas, Burlingtion, Kanada
Fermentas, Burlingtion, Kanada
Applied Biosystems, California,
USA

Applied Biosystems, California,
USA

Metabion, Martinsried

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Upsalla,
Schweden

Bundesmonopol, Miinchen

J. T. Baker, Deventer, Holland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Biorad, Miinchen

USB Corporation, Cleveland,
USA

Merck, Darmstadt
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NaAcetat
Acetat

2.2 Kits

MagNa Pure LC DNA
Isolation Kit II (Tissue)

Puregene Tissue Core Kit A
PyroMark Gold Q24 Reagents (5 x 24)
(Enzym-Mix, Substrat-Mix, dNTPs)
Taq DNA Polymerase

inkl. 25mM MgCl, und 10x Reaktionspuffer
(mit (NH4)2SO4)

2.3 Gerite

Farbebehalter
Farbekivetten nach Hellendahl

Glaskasten mit Fiarbegestell und Drahtbtigel

Sequencer

ABI PrismTM 3100 Genetic Analyser

Waagen

R160P, L2200S

MagNa Pure LC

Pipetten
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Gentra Systems, Minneapolis,
USA

Qiagen, Hilden

Fermentas, Burlingtion, Kanada

Schubert & Weiss Omilab,
Miinchen
Schubert & Weiss Omilab,

Miinchen

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Sattorius, Gottingen

Roche Diagnostics, Mannheim



Materialien

Finnpipette

Spannungsgerite

Powerpac 300

Speed Vac
Savant Speed Vac Concentrator SVC 100H
Thermoschrank

Brutschrank Typ B 6060

Reagenzglasschiittler
Reax top

HS2 Minishaker
Zentrifugen
Varifuge 3.2RS
Biofuge pico
Centrifuge 5415 D

Mikroskop/Lasermikroskop
Stereomikroskop Typ DRC/L
Axiovert 200

Palm® Micro Beam
Olympus CX 31

DNA Vermessung
NanoDrop® ND-1000

Thermocycler

Mastercycler Gradient

Geneamp PCR System 9700

Heizblocke
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Thermo Labsystems

Biorad, Miinchen

Thermo Fisher, Waltham, USA

Heraeus Instruments, Hanau

Heidolph, Schwabach

IKA-Labortechnik Staufen

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Eppendorf, Hamburg,

Zeiss, Jena
Zeiss, Jena
Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City,
USA
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Thermomixer compact

Gefrier-/Kiithlschrinke

Comfort, Premium

2.4 Verbrauchsmaterialien

Micro Amp 8-Cup Strip

Quali-PCR-Platten, 96-Well mit Halbrahmen,
die transparent fiir ABI 3100
3100 Genetic Analyser Plate Septa 96-Well

Amicon® Ultra 0,5ml Centrifugal Filters
Einmalhandschuhe Latex Puderfrei
MembraneSlide 1,0 mm
PEN-membrane covered

24er Tube Plate, farblos

Objekttrager

Parafilm

PCR SingleCup 8er-SoftStrips 0,2 ml, farblos
PCR Softtubes 0,5 ml einzeln
Pipettenspitzen 10 ul, 20 ul, 200 pl, 1000 ul
Reagenzrohrchen

mit Schraubdeckel 15 ml, 50 ml

Skalpelle Surgical Blade No. 11

Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2,0 ml

PyroMark Q24 Plates; 24-well plate

Hochreines Wasser HPLC-H20

Milli-Q 18,2
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Eppendorf, Hamburg

Liebherr, Biberach an der Riss

Applied Biosystems, Foster City,
USA

RandG Kisker GbR Produkte fiir
Biotechnologie, Steinfurt
Applied Biosystems, Foster City,
USA

Millipore GmbH, Schwalbach
VWR, Leuven, Belgien

Zeiss, Bernried

Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf

Engelbrecht, Edermiinde
Brand, Wertheim

Biozym, Hess. Oldendorf
Biozym, Hess. Oldendorf
Biozym, Hess. Oldendorf

Greier Bio-One, Frickenhausen

Feather, Osaka, Japan
Eppendorf, Hamburg
Qiagen, Hilden

neoLab Migge Laborbedarf,
Heidelberg
Millipore, Eschborn
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2.5 Software

Palm® Robo Software Version 3.2

ND-1000 Version 3.3.0

PyroMark Q24 Version 1.0.10
MagNA Pure LC Software Version 3.0.11

Excel 2008 fir Mac Version 12.2.6

Word 2008 fiir Mac Version 12.2.6

PASM Statistics Version 18.0.0

2.6 Losungen

P.A.L.M. Microlaser
Technologies AG, Bernried
NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington , USA

Biotage, Uppsala, Schweden
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Microsoft Corporaton, Redmond,
USA

Microsoft Corporaton, Redmond,
USA

SPSS Inc. an IBM Company
Headquaters, Chicago, USA

2.6.1 Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

TAE (50x)

Agarosegel

Ladepuff

Ethidiumbromidlésung

2.6.2 Peg-Mix

PEG-Mix
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2M Tris/Acetat/0,5M EDTA

pH 8.0/Aqua dest.

1,5-2,5 % (w/v) Agarose

in 1x TAE gelost

DNA Loading Dye (6x), Thermo
Scientific

0,05 % (w/v) in H,O bidest

in 200ml H,O 52,4g EG 8000
40ml 3M NaAcetat pH 5,2
1,32ml 1M MgCl,
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2.7 Oligonukleotide

2.7.1 Primer fiir KRAS/BRAF-Mutationsanalyse am PyroMark Q24

KRAS PCR-und Sequenzierprimer fiir Kodon 12 und 13 Biotage, Uppsala,

PyroMark™ Q24 KRAS v2.0 Schweden
KRAS PCR-und Sequenzierprimer fiir Kodon 61 Biotage, Uppsala,
PyroMark™ Q24 KRAS v2.0 Schweden
BRAF PCR-und Sequenzierprimer fiir Kodon 600 Biotage, Uppsala,
PyroMark™ Q24 BRAF Schweden

2.7.2 Primer fiir die Sequenzierung nach Sanger —

KRAS Kodon 12 und 13

Name Sequenz (in 5° 2 3’ Richtung)
KRAS-U2: TAA GGC CTG CTG AAA ATG AC
KRAS-D: AAA CAA GAT TTA CCT CTATTG TTG GA
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3 Methoden

3.1 DNA-Isolierung aus Patientengewebe

Zur Untersuchung des KRAS- und BRAF-Mutationsstatus wurde DNA aus Tumor-

und Metastasengewebe von 109 Patienten isoliert.

3.1.1 Mikrodissektion

Zur Verfligung standen in Paraffin eingebettete archivierte Gewebeproben, an denen
die Routinediagnostik abgeschlossen war. Die bereits angefertigten HE-Schnitte
dienten als Vorlage zur Mikrodissektion. Auf diesen war zuvor durch einen
Pathologen angezeichnetes Tumor-/Metastasenareal markiert.

An einem Schlittenmikrotom wurden 2 bis 4 Paraffinschnitte einer Dicke von 4 um
angefertigt und anschlieBend auf Objekttriager aufgezogen.

Zur Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte in einem Thermoschrank stehend
bei 65°C fiir 30 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte in absteigender
Xylol/Alkoholreihe in ein wissriges Milieu gebracht. Die Schnitte blieben jeweils
zweimal 10 Minuten in 100%igem Xylol, zweimal 5 Minuten in 100%igem Ethanol,
zweimal 5 Minuten in 96%igem Ethanol, zweimal 5 Minuten in 70%igem Ethanol
und wurden anschlieBend in entionisiertem Wasser gespiilt und verblieben dort bis
zur manuellen Mikrodissektion.

Um eine genaue Mikrodissektion zu gewéhrleisten wurden die Gewebeschnitte mit
einer 0,01%igen Methylenblaulosung angefdarbt. Die entparaffinierten Schnitte
wurden hierzu fiir wenige Sekunden in der Methylenblauldsung geschwenkt und
hinterher mit entionisiertem Wasser gespiilt.

Die Mikrodissektion der methylenblaugefarbten Schnitte erfolgte unter
Zuhilfenahme eines Stereomikroskopes mit 20facher Vergrof3erung.

Unter Vergleichskontrolle des markierten HE-Schnittes desselben Blockes, wurde
das Tumor-/Metastsengewebe mithilfe eines sterilen Skalpells vom Objekttrager
entfernt und in ein vorbereitetes 1,5 ml Cup (mit 80 pl Lysepuffer und 20 pl
Proteinase K) zur Weiterverarbeitung {iberfiihrt. Die Inkubation der Proben erfolgte

im Anschluss bei 57°C in einem Thermomixer tiber Nacht.
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3.1.2 Lasermikrodissektion

Die bei dieser Arbeit zur Anwendung gekommene Methode der Laser-
Mikrodissektion war die sogenannte ,Laser Microdissection and Pressure
Catapulting (LMPC). Bei dieser Form der Lasermikrodissektion wird das mittels
UV-Laser ausgeschnittene Material entgegen der Schwerkraft in ein Auffanggefal3
katapultiert. Das verwendete Mikroskop Axiovert 200 Zeiss, Jena war ausgestattet

mit den Laserkomponenten Palm® Micro Beam von Zeiss, Jena.

Fiir die Lasermikrodissektion wurden, wie bei der manuellen Mikrodissektion (vgl.
3.1.1), 4 Paraffinschnitte einer Dicke von 4 um angefertigt und anschliefend auf
spezielle Objekttriger aufgezogen. Die verwendeten Objektrager (MembraneSlide
1,0 mm PEN-membrane covered; Zeiss, Bernried) sind mit einer aus
thermoplastischen Polyethylennaphthalat Membran iiberzogen, welche vor Gebrauch
mit UV-Licht (254 nm) fiir 10 Minuten bestrahlt wurden. Die angefertigten und auf
die vorbehandelten Objektriger aufgezogenen Schnitte wurden anschlieend bei

37°C tiber Nacht getrocknet.

Am néchsten Tag erfolgte die Entparaffinierung und die Farbung mit Methylenblau.
Hierzu wurden die Gewebeschnitte in einem Thermoschrank stehend bei 65°C fiir 30
Minuten inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte in absteigender
Xylol/Alkoholreihe in ein wissriges Milieu gebracht. Die Schnitte blieben jeweils
zweimal 10 Minuten in 100%igem Xylol, zweimal 5 Minuten in 100%igem Ethanol,
zweimal 5 Minuten in 96%igem Ethanol, zweimal 5 Minuten in 70%igem Ethanol

und wurden anschliefend in entionisiertem Wasser gespiilt.

Zur Farbung wurden die Objekttriger wenige Sekunden in Methylenblaulosung
geschwenkt, tiberschiissige Losung wurde anschliefend mit entionisiertem Wasser
abgesplilt und es erfolgte eine wiederholte Trocknung bei 37°C {iber Nacht. Zur
Vermeidung von Blasenbildung oder Wassereinschliissen zwischen Membran und
Glasobjekttrager wurde die Membran vor der Trocknung, mittels sterilem Skalpell,

an einigen Stellen eingerissen.
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Bei der darauf folgenden Lasermikrodissektion wurden die zu untersuchenden
Tumorareale am Mikroskop aufgesucht, auf einem externen Monitor mittels
Softwareunterstiitzung (Palm® Robo Software Version 3.2; P.A.L.M. Microlaser
Technologies AG, Bernried) virtuell markiert und mittels Laser herausgeschnitten.
Die ausgeschnittenen Gewebeareale wurden dann durch einen Laserimpuls gegen die
Schwerkraft in einen Deckel eines 0,2 ml PCR Gefdes katapultiert, in dem sich
bereits eine ProteinaseK-Losung fiir den weiteren Verdau befand (Abb. 2). Im
Weiteren erfolgte die DNA-Isolierung mittels Puregene Tissue Core Kit A von Hand
(vgl. 3.1.4).

Abbildung 2: Lasermikrodissektion mittels Palm® Micro Beam von Zeiss, Copyright
Carl Zeiss Microscopy GmbH (Quelle: http://www.cf.gu.se/digital Assets/1176/
1176633 _LMD_cuttingprocess.jpg). Das zuvor virtuell markierte Gewebeareal wird mittels
Laser herausgeschnitten und anschlieend durch einen Laserimpuls, gegen die Schwerkraft,
in ein Gefal katapultiert.

3.1.3 DNA-Isolierung mittels MagNa Pure LC

Die nach der Mikrodissektion erfolgte DNA-Isolierung wurde mit dem Gerdt MagNa
Pure LC von Roche nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu wurde
das MagNA Pure LC DNA-Isolation Kit II (Tissue) verwendet.
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3.1.4 DNA-Isolierung mittels Puregene Tissue Core Kit A

Die DNA-Isolierung mittels Puregene Tissue Core Kit A von Gendra Systems,
Minneapolis, USA kam nach der Lasermikrodissektion zum Einsatz.

Das nach der Lasermirodissektion gewonnene Gewebematerial wurde in ein
vorbereitetes 1,5 ml Cup (mit 300 pl Lysepuffer und 1,5 pl Proteinase K (20 mg/ml))
pipettiert und iiber Nacht bei 55°C in einem Thermomixer inkubiert. Am néchsten
Tag erfolgte die Aufreinigung von Hand. Nach Abkiihlung der Probe auf
Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 100 pl Protein Precipitation Solution zum
Zelllysat. Nach 20 Sekunden Vortexen wurde das Lysat bei 16.000 rpm fiir 3
Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde zur Weiterverarbeitung in
ein 1,5 ml Cup tiberfiihrt, das 300 pl, 100%iges Isopropanol enthielt. Es wurden 0,5
pl Glykogen Solution (20 mg/ml) hinzugefiigt und das Gemisch wurde 50 mal
geschwenkt. Es folgte die zweite Zentrifugation bei 16.000 rpm fiir 5 Minuten. Der
Uberstand wurde verworfen und darauf 300 pl, 70%iges Ethanol zum Pellet
hinzugefiigt. Nach dem Schwenken erfolgte die dritte Zentrifugation bei 16.000 rpm
fiir eine Minute. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei offenem Cup fiir
5 Minuten getrocknet. Nach Zugabe von 20 pl Hydration Solution und Inkubation fiir
1 Stunde bei 65°C im Thermomixer wurde die gereinigte DNA bis zur
Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mithilfe des
Nanodrop® ND-1000 von Peglab bei einer Wellenlinge von 260 nm. Die
theoretische Grundlage der Vermessung von Nukleinsduren beruht dabei auf dem
Labert Beersch’schen Gesetz:
c=(A*g)/d

wobei ¢ der Konzentration, A der Absorption, € dem Extinktionskoeffizienten und d
der Schichtdicke entspricht. Die Reinheit der DNA wird aus dem Quotienten der
Extinktion bei 260 nm und 280 nm ermittelt, wobei bei einem Wert von 1,8 von
reiner DNA ausgegangen wird. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 1,6 pl der

isolierten DNA eingesetzt.
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3.2.1 DNA Aufkonzentrierung

Die fiir die Mutationsanalyse notwendige PCR benotigte tiblicherweise eine DNA-

Gesamtmenge von 20-50 ng. Dies machte es bei DNA-Proben mit einer

Konzentration unter 10 ng/ul notwendig die DNA aufzukonzentrieren.

Zur Aufkonzentrierung wurden Amicon® Ultra 0,5 ml Centrifugal Filters verwendet.

Hierzu wurde die gesamte Probe in den Filter mit dem dazugehorigen Cup pipettiert.

Nach 4 Minuten bei 8000 rpm Zentrifugation wurde der Filter umgedreht in ein

neues Cups gesetzt und erneut fiir 3 Minuten und 4000 rpm zentrifugiert, wobei das

Cup mit dem Filtrat verworfen wurde. Das in dem neuen Cup befindliche DNA-

Konzentrat wurde wiederholt einer DNA-Messung unterzogen.

3.3 Mutationsanalyse des Exons 2 (Kodon 12 und 13) des KRAS-
Gens mittels ABI PrismTM 3100 Genetic Analyser

3.3.1 Polymerase Kettenreakion (PCR)

Um das gewiinschte DNA-Fragment spezifisch zu vervielféltigen bzw. zu

amplifizieren, wurde die Polymerase Kettenreaktion (PCR) angewendet. Hierbei

handelt es sich um eine Reaktion, die auf drei immer wiederkehrenden Zyklen

beruht:

Denaturierung: Die DNA-Molekiile der Losung werden auf 94°C
erhitzt, wobei sich die komplementiren DNA-Strdnge voneinander
trennen

Primerhybridisierung (Annealing): Das Absenken der Temperatur auf
55°C fiihrt zur Anlagerung der Primer an spezifische DNA-Abschnitte
Elongation: Bei einer Temperatur von 72°C verldngert die
Polymerase, durch den Einbau komplementirer Nukleotide an der

freien 3-OH-Stelle, die DNA

Die bei dieser Reaktion verwendete Polymerase ist die sogenannte Tag-Polymerase.

Diese aus dem Bakterium Thermus aquaticus stammende Polymerase zeichnet sich
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durch hohe Hitzestabilitdt aus und iibersteht dadurch die hohen Temperaturen im
Schritt der Denaturierung. Durch die Verldngerung der Primer am komplementéren
DNA-Strang entstehen neue DNA-Strange. Unter optimalen Bedingungen kommt es
bei jedem Zyklus zu einer Verdopplung der gewlinschten DNA-Sequenz. Somit kann
aus DNA weniger Zellen eine hohe Menge an zu untersuchendem genetischen

Materials gewonnen werden.

Das Reaktionsvolumen der in dieser Arbeit verwendeten PCR setzte sich zusammen
aus 20 pl Mastermix und 10 pl template DNA. Der 20 pl Mastermix enthielt H,O,
5% DMSO, 1,5 uM MgCl,, 10x Taqg-Polymerase-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM
Primermix (KRAS-U2 & -D) sowie 0,02 U/ul Taq Polymerase. Abhdngig von der
DNA-Konzentration, die idealerweise 20-50 ng betrug, konnten 1-10 ul template
DNA eingesetzt werden (bei Konzentrationen zwischen 5-200 ng/pl), die durch H,O
Zugabe konstant auf 30 pl Gesamtvolumen gehalten wurden. Es erfolgten 35
Amplifikationszyklen mit den Phasen: Denaturierung (I min bei 94°C),
Primerhybridisierung (1 min bei 55°C) und Elongation (1 min bei 72°C).

3.3.2 Gelelektrophoese von DNA

Die Gelelektrophorese kam zur Uberpriifung der PCR-Produkte zum Einsatz (Abb.
3). Diese Methode zur Trennung von Molekiilen bedient sich einer Matrix aus
Agarosepolymeren an der ein elektrisches Feld anliegt, welches die insgesamt
negativ geladenen DNA-Molekiile nach ihrer GroBe nach auftrennt. Die Poren dieser
Matrix erlauben es kleineren Molekiilen schneller und gréferen langsamer entlang
des elektrischen Feldes zu wandern. Das in dieser Arbeit zu erwartende PCR-Produkt
hatte eine Léinge von 139 bp. Mittels Agarose und TAE wurde ein 2,5%iges
Agarosegel hergestellt. In 0,5 ml Reaktionsgefdlle wurden 3 pl Xylencyanol und 5 pl
PCR-Produkt gegeben, gemischt und kurz abzentrifugiert. Zwei pl 100 bp DNA-
Langenstandard wurden in den ersten Slot, die PCR-Produkte in die darauf folgenden
Slots pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 110 V
fiir 30 Minuten durchgefiihrt. Zur Sichtbarmachung der DNA kam das Gel
anschlieBend in eine Ethidiumbromidlosung fiir 20 Minuten und wurde dann mittels

UV-Licht sichtbar gemacht sowie EDV gestiitzt fotodokumentiert.

25



Methoden

Abbildung 3: Agarose-Gelelektrophorese. Im ersten Slot befindet sich der DNA-
Langenstandard (pb). Die PCR-Produkte befinden in die darauf folgenden Slots mit einer
Lange von 139 bp (repréisentativer Ausschnitt).

3.3.3 PEG-Fillung

Um das PCR-Produkt von iiberschiissigen Primern und Nucleotiden zu reinigen
wurde die PEG (Polyethylenglykol) Féllung eingesetzt. PEG-Mix und PCR-Produkt
wurden im Mischungsverhéltnis 1:1 in ein 1,5 ml Cup gegeben und einige Sekunden
gevortext. Nach 20 Minuten Inkubation wurden die Proben 25 Minuten bei 13000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend sofort abgezogen, 100 ul EtOH
(100%) zugegeben und nach zweimaligem Schwenken erfolgte die zweite
Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde sorgfiltig
abgezogen und das Pellet 2 Minuten im Speed-Vac getrocknet. Durch Zugabe von 12
pl H,O wurde das Pellet in Losung gebracht und fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert.

3.3.4 Konzentrationsbestimmung

Die Qualitdit und Menge der gereinigten PCR-Produkte wurde mithilfe eines
2,5%igen Agarosegels liberpriift. Die eingesetzte DNA-Menge betrug 2 pl in 1 pl
Xylenxyanol und 3 pl H,O (Vorgehen siehe 3.3.2).
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3.3.5 Sequenzierung mittels Didesoxymethode nach Sanger

Die hier zum Einsatz gekommene Methode der Bestimmung der DNA-Sequenz geht
auf Frederick Sanger zuriick. An einem bekannten DNA-Abschnitt bindet ein
komplementérer Primer, an dessen 3'-OH-Ende eine passende Hydroxygruppe als
Startpunkt fiir die DNA-Polymerase Platz findet und ankniipfend die Replikation
mittels Desoxyribonukleosid-Triphosphaten (dNTPs) vollzieht. Des Weiteren
befinden sich in diesem Ansatz Nukleotide, die als Didesoxynukleosidtriphosphate
(ddNTPs) vorliegen. Die 3'-OH Gruppe fehlt bei diesen Basen, sodass eine DNA-
Verldangerung bei dem Einbau dieser Substrate nicht weiter moglich ist und es zum
sogenannten Kettenabbruch kommt. Durch den zufilligen Einbau dieser zusétzlich
fluoreszenzmarkierten ddNTPs entstehen im Rahmen der Sequenzierreaktion
unterschiedlich lange DNA-Striange. Die endstidndige und fiir die vier verschiedenen
ddNTPs codierenden Fluoreszenzmarkierungen sowie die DNA-Stranglinge
ermoglicht es dem Sequenzer, mittels Kapillarelekrophorese und mithilfe eines
Lasers, die Abfolge der Basen zu bestimmen und anhand eines Chromatogramms

darzustellen (Abb. 4).

GCCTTC ACGATACAG C TAAT T

)

£
o1
s

Abbildung 4: Chromatogramm einer Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung wurde der Sequenzer ABI PrismTM 3100 Genetic Analyser
von Applied Biosystems, Foster City, USA verwendet. Bei der Sequenzierreaktion
wurden die Proben mit jeweiles einem Mix aus Seqenzierprimern KRAS-U2 und

KRAS-D (je 3,2 uM) versetzt. Die in die Sequenzierreaktion eingesetzte PCR-
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Produkt Menge wurde anhand der Konzentration des gereinigten PCR-Produktes
festgelegt. Fiir die Sequenzierreaktion wurden standardméfBig 2 pl Premix
(BigDye™ Terminator v1l.1 Cycle Sequencing), 3 pl 5x Sequenzierpuffer, 2 ul
Sequenzierprimer (3,2 uM) und 1-5 pl PCR-Produkt zusammen pipettiert und mit
H,O auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefiillt.

Das gewihlte Sequenzierprogramm setzte sich zusammen aus 25 Zyklen mit den
Phasen: Denaturierung (96°C fiir 15 Sekunden), Primerhybridisierung (50°C fiir 15
Sekunden) und Elongation (60°C fiir 4 Minuten).

Nach der Sequenzierreaktion wurde der Ansatz einer Ethanolfdllung unterzogen bei
dem 20 ul des Sequenzieransatzes in 1,5 ml Cups mit 80 pul H,O, 10 pl NaAc und
250 pl EtOH (100%) pipettiert wurden. Nach dem Vortexen und 10 Minuten im
Dunkeln stehen lassen, wurden die Proben bei 13000 rpm =zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und 250 pl EthOH (70%) zugegeben. Nach der zweiten
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13000 rpm musste der Uberstand vorsichtig
abgezogen werden und das verbliebene Pellet wurde 2 Minuten im Speed-Vac

getrocknet.

Bei der Vorbereitung fiir den Sequenzer wurden 15 pl Formamid zu dem
getrockneten Pellet gegeben, kurz inkubiert, zentrifugiert und in eine ABI
Reactionplate pipettiert, die anschlieBend in den ABI PrismTM 3100 Genetic

Analyser zur Sequenzierung gegeben wurde.

3.4 Mutationsanalyse des Exons 2 (Kodon 12 und 13) und Exon 3 (
Kodon 61) des KRAS-Gens und des Exon 15 (Kodon 600) des
BRAF-Gens mittels PyroMark

Bei der Mutationsanalyse des KRAS-Gens Kodon 12, 13, 61 und des BRAF-Gens

mittels Pyrosequenzierung wurde jeweils in dhnlicher Weise vorgegangen.
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3.4.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) fiir Mutationsanalyse

mittels Pyrosequenzierung

Um das gewiinschte DNA-Fragment spezifisch zu amplifizieren und diese der
Sequenzierung mittels PyroMark zuzufiihren, wurde die Polymerase Kettenreaktion
(PCR) angewendet. Fiir Kodon 12 und 13, Kodon 61 des KRAS-Gens und Kodon
600 des BRAF-Gens wurde jeweils eine separater Reaktionsansatz verwendet. Das
Reaktionsvolumen setzte sich zusammen aus 30 pl Mastermix und 5 pl template
DNA. Der 20 pl Mastermix enthielt H,O, 5% DMSO, 1,5 uM MgCl,, 10x Tag-
Polymerase-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM Primermix (KRAS for & rev bzw. BRAF
for & rev) sowie 0,02 U/ul Taq Polymerase. Abhédngig von der DNA-Konzentration
konnten 1-5 pl template DNA eingesetzt werden (ca. 20-50 ng DNA), die durch H,O
Zugabe konstant auf 35 pl Gesamtvolumen gehalten wurden. Es erfolgten 45
Amplifikationszyklen mit den Phasen: Denaturierung (30 sec bei 94°C),
Primerhybridisierung (30 sec bei 53°C) und Elongation (30 sec bei 72°C).

Um den Erfolg und die Qualitdt der PCR zu iiberpriifen wurde im Anschluss eine

Gelelektrophoese der DNA durchgefiihrt.

3.4.2 Prinzip der Pyrosequenzierung

Das Prinzip der Pyrosequenzierung nutzt, wie in der bereits erwéhnten Sanger-
Sequenzierung, eine DNA-Polymerase zur Synthese eines komplementiren DNA-
Stranges. Die Sequenzierung erfolgt schrittweise fiir jedes zu sequenzierende
Nukleotid. Im ersten Schritt erfolgt die Bindung eines Sequenzierprimers an die
einzelstrangige template DNA. Nach Inkubation mit DNA-Polymerase, ATP-
Sulfurylase, Luziferase, Apyrase sowie Adenosin-5"-Phosphosulfat (APS) und
Luziferin, wird eins der Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) dem Ansatz
automatisch hinzugefiigt. Die DNA-Polymerase baut nun das dNTP an den Primer,
wenn es dem komplementdren DNA-Strang entspricht, ein. Kommt es zum Einbau
wird Pyrophosphat (PPi) in &quimolarer Menge zur Anzahl der eingebauten
Nukleotide frei. Das Pyrophosphat sowie das Adenosin-5"-Phosphosulfat werden mit
Hilfe der ATP-Sulfurylase in Adenososintriphosphat (ATP) umgewandelt. Dieses
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ATP wird von der Luziferase benétigt um das Luziferin in Oxiluziferin
umzuwandeln, bei dessen Prozess Licht in proportionaler Menge zum ATP entsteht.
Mittels CCD-Kamera wird dieses Licht quantifiziert und anhand eines Pyrogramms
graphisch dargestellt. Die Apyrase degradiert permanent ATP und nicht eingebaute
dNTPs, so dass ein neuer Schritt mit der Zugabe eines anderen dNTPs erfolgen kann.
Da die Reihenfolge der Nukleotidzugabe vorgegeben ist, kann iiber die erhaltenen
Peaks die Sequenz des DNA-Komplementérstranges abgelesen werden (Abb. 5). Im
Pyrogram ist auf der y-Achse die Lichtintensitit und auf der x-Achse sind die

zugegebenen Nukleotide aufgetragen.

—— > Forward PCR primer

Sulfurylase)

Biotinylated reverse PCR primer 4—0 APS+PPi  ATP Light

luciferin  oxyluciferin
lBiotinyloted single-stranded

template Luciferase
| —o0 I
ATP  ~ light ey T
| Nucleotide incorporation generates light
3 Po ymerase 5 seen as a peak in the Pyrogram trace
=——CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA
Apyrase
T T T T T i . I T T T T T 171 dNTP Py ) dNDP + dNMP + phosphate
S 3 A ;
GCAGGCCH ’ ATP — & ADP + AMP + phosphate
Nucleotide sequence
Polymerase Gl e = A GG _cCc T
(DNA), + dNTP > (DNA).., + PPi P P
G lc 1T A 6 ¢ 1

Nucleotide added

Abbildung 5: Prinzip der Pyrosequenzierung (Ronaghi et al., 1998), (Quelle der Abb.:
www.qgiagen.com, Copyright Qiagen GmbH). Das erste von vier Nukleotiden bindet, mittels
DNA-Polymerase, an die zu analysierende DNA-Sequenz und es entsteht Pyrophosphat
(PPi). Jedes PPi ist 4quimolar zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. Eine ATP-Sulfurylase
setzt unter Adenosin-5"-Phosphosulfat quantitativ in ATP um. Unter ATP-Verbrauch wird in
einer Luciferase-Reaktion Luciferin in Oxyluciferin umgewandelt und sichtbares Licht, einer
Stirke die proportional zur ATP-Menge ist, wird erzeugt. Das Licht wird mittels CCD-
Kamera detektiert und anhand eines Pyrogramms dargestellt. Eine Apyrase degradiert nicht
eingebaute Nukleotide und ATP ab und es erfolgt im néchsten Schritt der Einbau des
zweiten von vier Nukleotiden. Im Pyrogramm ist auf der y-Achse die Lichtintensitit und auf
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der x-Achse sind die zugegebenen Nukleotide aufgetragen. Durch die einzelne Zugabe der
Nukleotide kann im Pyrogramm die Nukleotidsequenz des DNA-Komplementirstranges
abgelesen werden.

3.4.3 Vorbereitung fiir den PyroMark Q24

Die Pyrosequenzierung erfolgte in dieser Arbeit mittels PyroMark Q24. Die
biotinylierten PCR-Produkte wurden, wie folgt, fiir den PyroMark Q24 aufbereitet:
Um die PCR-Produkte an die Beads zu immobilisieren wurden Streptavidin-
beschichtete Sepharose-Beads (3l je Probe) mit Binding-Buffer (40 pl je Probe) in
ein 2,0 ml Tube gemischt. Um ein Gesamtvolumen von 80 pl pro Einsatz zu erhalten
wurde bei 20 pul PCR-Produkt mit 17 ul H,O aufgefiillt. Die vorbereitete Losung
wurde auf eine 24er Tube Plate verteilt, mit dem PCR-Produkt zusammenpipettiert
und mit Strip-Kappen verschlossen. Darauf folgte das Schiitteln des Ansatzes fiir 5
Minuten bei 14000 rpm im Reagenzglasschiittler. Sequenzierprimer (1,05 pl je Probe
bei 0,3 uM) und Anealing-Buffer (33,95 pul je Probe) wurden auf eine PyroMark Q24

Plate verteilt.

Immobilisiertes PCR-Produkt wurde dann aus der 24er Tube Plate mittels der
Vacuum Prep Workstation angesaugt, in 70%igem Ethanol (fiir 5 Sekunden)
gewaschen, denaturiert in der Denaturation Solution (fiir 5 Sekunden) und im Wash-
Buffer gewaschen (fiir 10 Sekunden). Nun vorbereitetes immobilisiertes PCR-
Produkt wurde dann auf die PyroMark Q24 Plate mit Sequenzierprimer und
Anealing-Buffer iiberfiihrt und 2 Minuten bei 80°C auf einem Heizblock erwérmt.
Nach 5 Minuten Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde die PyroMark Q24 Plate mit
den Proben in den PyroMark Q24 zur Sequenzierung gegeben.
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4 Ergebnisse

Analysiert wurden in dieser Arbeit insgesamt 284 DNA-Proben von Tumoren und
Metastasen kolorektaler Karzinome von 109 Patienten. Die DNA wurde aus
paraffineingebetteten archivierten Gewebeproben gewonnen (vgl. 3.1.1). Es wurden
52 Proben mittels Sangersequenzierung untersucht. Die weiteren 232 Proben konnten
mit Hilfe des PyroMark Q24 sequenziert werden. Die Tumoren und Metastasen
wurden primér auf den KRAS-Mutationsstatus in Kodon 12 und 13 untersucht. Die
Proben, welche im ersten Durchlauf einen KRAS-Wildtyp zeigten, wurden im
Weiteren auf den KRAS-Mutationsstatus im Kodon 61 untersucht. Gewebeproben die
im Kodon 12, 13 und 61 des KRAS-Gens einen Wildtyp aufwiesen, wurden
anschlieBend auf den Mutationsstatus des BRAF-Gens Kodon 600 untersucht. Von
den 109 Patienten konnte jeweils der Primirtumor und mindestens eine Metastase
auf den KRAS- und BRAF-Mutationsstatus analysiert werden. Ziel dieser Arbeit war
es, einen Vergleich von Primdrtumor und Metastase im Bezug auf den KRAS- und
BRAF-Mutationsstatus zu ziehen. Eine Ubereinstimmung des KRAS- und BRAF-
Mutationsstatus wurde definiert als das Vorhandensein bzw. Fehlen der untersuchten

Mutation sowohl im Tumor als auch in den zugehdrigen Metastasen.

4.1 Patientengut

In dieser Arbeit wurden Tumoren und Metastasen kolorektaler Karzinome von 109
Patienten untersucht. Die Metastasen waren histologisch gesicherte Metastasen
primérer kolorektaler Karzinome. Die Verteilung der klinisch-pathologischen

Parameter der Arbeit werden im Folgenden aufgezeigt.

4.1.1 Tumorstadium

Es konnten in dieser Arbeit Tumoren aller vier Tumorstadien von pT1 bis pT4
berticksichtigt werden. Demnach befanden sich 51,4% der Tumore im Stadium pT3,
gefolgt von 38,5% Tumoren im Stadium pT4 und 10,1% verteilten sich auf die
Stadien pT1 und pT2. Die absolute Verteilung der Tumoren auf die Tumorstadien
zeigt nachfolgende Tabelle.
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Tumorstadium

Kumulierte
Haufigkeit Prozent | Giltige Prozente Prozente
Giltig pT1 2 1,8 1,8 1,8
pT2 9 8,3 8,3 10,1
pT3 56 51,4 51,4 61,5
pT4 42 38,5 38,5 100,0
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 2: Verteilung des Tumorstadiums (pT1-pT4). Mit 51,4% befanden sich die
meisten Tumoren im Stadium pT3 gefolgt von 38,5% im Stadium pT4. Es wurden Tumoren
metastasierter kolorektaler Karzinome aller vier Tumorstadien untersucht.

4.1.2 Nodalstatus

Der routinemiBig erfasste Nodalstatus, der im Rahmen einer radikalen

Tumorresektion mindestens 12 (empfohlen zwischen 20 und 30) Lymphknoten
beriicksichtigt, zeigte in unserem Patientenkollektiv ein ausgeglichenes
Verteilungsmuster (vgl. Tab. 3). 34,9% der Fille befanden sich im Status N2, 33,0%
befanden sich im Status NO und 30,3% der Fille zeigten den Status N1. Im Status

Nx, als nicht beurteilbarer Lymphknotenstatus, befanden sich 1,8% der untersuchten

Fille.

N-Status

Kumulierte

Haufigkeit Prozent | Giiltige Prozente Prozente
Giltig NO 36 33,0 33,0 33,0
N1 33 30,3 30,3 63,3
N2 38 34,9 34,9 98,2
Nx 2 1,8 1,8 100,0

Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 3: Verteilung des N-Status. Der Lymphknotenstatus zeigte ein ausgeglichenes
Verteilungsmuster auf die Stadien: NO, N1 und N2. In 1,8% der Fille war der
Lymphknotenstatus nicht beurteilbar.
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4.1.3 Fernmetastasen

Schwerpunkt dieser Arbeit war es, den KRAS- und BRAF-Mutationsstatus von
kolorektalen Primirtumoren im Vergleich zum KRAS- und BRAF-Mutationsstatus
zugehoriger Regiondr- oder Fernmetastasen zu beurteilen. Im Rahmen der
praexperimentellen Recherche galt es demnach Tumoren im positiven M-Status zu
untersuchen. Nach diesem Kriterium fanden somit 55,9% der Tumoren mit positivem
M-Status Eingang in das Patientenkollektiv (vgl. Tab. 4). Da unser Interesse nicht
nur Metastasen galt, die synchron zum Tumor auftraten, sondern auch metachron
(beispielsweise nach mehreren Monaten), sind in 43,4% der Fille Tumoren im Status
MO oder Mx untersucht worden. Die zugehérigen Metastasen fanden zum Zeitpunkt
der Erhebung der TNM-Klassifikation noch keine Beriicksichtigung. Durch diese
retrospektive Vorgehensweise konnte letztlich zu jedem Tumor mindestens eine

Regionér- oder Fernmetastase untersucht werden.

M-Status
Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent | Prozente Prozente
Glultig keine Fernmetastasen 4 3,7 3,7 3,7
(MO)
Fernmetastasen (M1) 48 440 440 47,7
Fernmetastasen in einem 13 11,9 11,9 59,6
Organ (M1a)
Fernmetastasen kénnen 44 40,4 40,4 100,0
nicht beurteilt werden
(Mx)
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 4: Verteilung des M-Status. Der zum Zeitpunkt der Erstdiagnose erhobene M-
Status zeigt in 55,9% der Félle Fernmetastasen an. In 40,4% der Fille konnte der Pathologe
keinen M-Status erheben. In 3,7% der Fille lag bei der Erstdiagnose keine Metastase vor.
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4.1.4 Lokalisation der Primiartumoren

Die Primédrtumore unseres Patientenkollektivs verteilten sich auf alle
Kolonabschnitte. Der GroBteil der Tumoren befanden sich mit 39,4% im Rektum,
gefolgt von Tumoren im Colon sigmoideum mit 19,3% und jeweils 10,1% im Colon
ascendens und Colon descendens. Die restlichen Tumoren befanden sich im
Appendix, Coecum, rechter und linker Colonflexur, Colon transversum und

rektosigmoidalem Ubergang.

Lokalisation (Primartumoren)

Gultige Kumulierte

Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Glltig  Appendix 2 1,8 1,8 1,8
Coecum 9 8,3 8,3 10,1
Colon ascendens 11 10,1 10,1 20,2
re. Colonflexur 3 2,8 2,8 57,8
Colon transversum 5 4.6 4.6 541
li. Colonflexur 1 ,9 ,9 55,0
Colon descendens 11 10,1 10,1 30,3
Colon sigmoideum 21 19,3 19,3 49,5
Rektosigmoid 3 2,8 2,8 60,6
Rektum 43 394 394 100,0

Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 5: Verteilung der Primértumoren. Es konnten Tumore aus allen Kolonabschnitten
untersucht werden. Die meisten Tumore befanden sich mit 39,4% im Rektum, 19,3% im
Colon sigmoideum und jeweils 10,1% im Colon ascendens und Colon descendens.

4.1.5 Differenzierungsgrad

Der Differenzierungsgrad (Grading) wird im Rahmen der Primirtumordiagnostik
erhoben und gibt an, inwieweit das Tumorgewebe in seiner mikroskopischen
Morphologie vom normalen Gewebe abweicht. Die Mehrheit der von wuns
untersuchten Tumoren befanden sich im Differenzierungsgrad G2 mit 52,3% sowie
im Differenzierungsgrad G3 mit 40,4%. In 1,8% der Fille lag der
Differenzierungsgrad G1 vor und in 5,5% der Fille war keine Klassifikation

vorhanden.
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Differenzierung_sg_;rad

Kumulierte
Haufigkeit Prozent | Giltige Prozente Prozente
Giltig G1 2 1,8 1,8 1,8
G2 57 52,3 52,3 54,1
G3 44 40,4 40,4 94,5
GX 6 55 55 100,0
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 6: Verteilung des Differenzierungsgrades (Grading). Im Differenzierungsgrad
G2 befanden sich 52,3% der Tumore, gefolgt von 40,2% im Differenzierungsgrad G3.

4.1.6 Altersverteilung

Das Patientenalter unseres Kollektivs lag zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im Mittel
bei 63 Jahren und umfasste eine Altersspanne von 57 Jahren. Der jiingste

Tumorpatient hatte ein Alter von 33 Jahren und der élteste ein Alter von 90 Jahren.

AItersverteiIung

Spann- Mini- Maxi- | Mittel-| Standard-

N weite mum mum wert | abweichung | Varianz
Alter 109 57 33 90| 63,42 12,331 152,06
Glltige Werte 109

(Listenweise)

Tabelle 7: Alter zum Zeitpunkt der Diagnose. Das Altersmittel zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose lag bei 63,42 Jahren, wobei der jiingste Patient 33 Jahre und der dlteste 90
Jahre alt war.

4.1.7 Zustand nach Radiochemotherapie

Neben der Erfassung der klinisch-pathologischen Parameter wurde in unserer Arbeit
auch der Status des Zustands nach Radiochemotherapie betrachtet. In 92 Féllen
(84,4%) befanden sich die Tumore zum Zeitpunkt der pathologischen Befundung
nicht im Zustand nach Radiochemotherapie. In 14 Féllen (12,8%) wiesen Tumoren
diesen Status auf. Hierbei handelte es sich im iiberwiegenden Teil (12 Félle), um
Tumoren mit der Lokalisation im Rektum. Die beiden iibrigen Félle waren im Colon

sigmoideum und Colon descendens lokalisiert.
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Z.n. Radiochemotherapie

Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig ja 14 12,8 12,8 12,8
nein 92 84,4 84,4 97,2
nicht bekannt 3 2,8 2,8 100,0
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 8: Z.n. Radiochemotherapie. 12,8% der Tumoren befandens sich im Z.n. Radio-
chemotherapie.

4.1.8 Metastasenverteilung

Insgesamt wurden fiir diese Arbeit 170 Metastasen kolorektaler Karzinome auf den
KRAS- und BRAF-Mutationsstatus untersucht. Dieser erhobene Mutationsstatus
wurde im Weiteren dann mit dem Status, zugehdriger Primédrtumoren, verglichen.
Die Ausbreitung kolorektaler Karzinome erfolgt sowohl per continuitatem als auch
lymphogen und hdamatogen (vgl. 1.4). Unter Beriicksichtigung dieser verschiedenen
Metastasierungswege wurden Metastasen unterschiedlicher Lokalisation gewéhlt. Es
konnten 55 Lebermetastasen, 51 Lymphknotenmetastasen, 34 Metastasen im
Peritoneum sowie 15 Lungenmetastasen untersucht werden. Des Weiteren wurden
Metastasen im Ovar, Hirn, Harnblase, Ureter, Haut und Knochen auf Thren
Mutationsstatus ~ iiberpriift. Zu den bereits oben erwédhnten 170 Proben
Metastasengewebes addieren sich 5 Proben synchroner bzw. metachroner

Zweittumore hinzu, sodass man auf Summe von 175 untersuchter Vergleichsproben

kommit.
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Metastasen
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig  Leber 55 32,4 32,4 32,4
Lymphknoten 51 30,0 30,0 62,4
Peritoneum 34 20,0 20,0 82,4
Lunge 15 8,8 8,8 91,2
Ovar 5 2,9 2,9 94,1
Hirn 4 2,4 2,4 96,5
Harnblase 2 1,2 1,2 97,6
Ureter 2 1,2 1,2 98,8
Haut 1 ,6 ,6 99,4
Knochen 1 ,6 ,6 100,0
Gesamt 170 100,0 100,0

Tabelle 9: Verteilung der Metastasen. Insgesamt wurden 170 Metastasen kolorektaler
Karzinome auf den KRAS/BRAF-Mutationsstatus untersucht. Hierbei handelte es sich um 55
Lebermetastasen, 51 Lymphknoten, 34 Metastasen im Peritoneum wund 15
Lungenmetastasen. Des Weiteren wurden Metastasen im Ovar, Hirn, Harnblase, Ureter,
Haut und Knochen analysiert werden.

Abbildung 6: Lymphknotenmetastase (griiner Pfeil), HE-Priparat
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Abbildung 8: Lungenmetastase (griiner Pfeil), HE-Priparat
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Abbildung 9: Peritonealkarzinose (griiner Pfeil), HE-Priparat

4.1.9 Synchrone und metachrone Metastasen/Zweittumoren

Neben der Analyse und Beriicksichtigung unterschiedlich lokalisierter Metastasen
und Tumore sollte auch das zeitliche Auftreten der Metastasen als Parameter
einbezogen werden.

Nachfolgende Tabelle (vgl. Tab. 10) zeigt die Verteilung der Metastasen im Bezug
auf das zeitliche Auftreten zum Primértumor. Die Metastasen bzw. Tumore die als
synchron bezeichnet wurden, finden sich in der folgenden Tabelle unter der Spalte:
Zeit (in Monaten) 0. Die Anzahl der synchronen Proben lag bei n = 99 und die
Anzahl der metachronen Proben bei n = 76.

Bei drei Patienten konnte dariiber hinaus ein zusétzlicher metachroner Zweittumor
und bei einem weiteren Patienten zwei metachrone Tumoren untersucht werden.

Auflerdem konnten in 55 Fillen mehr als zwei Metastasen untersucht werden.
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Zeit bis zur Diagnose Metastase/Zweittumor (in Monaten)

Zeit (in Monaten) 0 0-6 6-12 12-24 24-36 >36
Zweittumor - - 1 2 2 -
Lymphknoten 50 - - - 1 -
Leber 26 15 5 3 2 4

% Peritoneum 21 1 4 1 6 1

[72]

3 Lunge - 2 3 3 4 3

S | Ovar 1 2 - 1 1 -

4

£ | Him 1 - - 1 - 2

=

p Harnblase - - - - - 2
Ureter - - - - - 2
Knochen - - - 1 - -
Haut - 1 - - - -

Tabelle 10: Zeit bis zur Diagnose Metastase/Zweittumor. Es konnte der KRAS/BRAF-
Mutationsstatus verschiedenster zeitlicher Abstdnde zwischen Primirtumor und histologisch
gesicherter Metastase/Zweittumor erhoben werden. Davon waren den Primértumore 99
Proben synchron und 76 Proben metachron zugeordnet.

4.2 KRAS und BRAF Mutationsanalyse

4.2.1 Haufigkeit der KRAS-Mutation in Primirtumoren

Die mittels Sanger- und Pyrosequenzierung untersuchten 109 Primértumoren zeigten
im KRAS-Gen fiir Kodon 12 und Kodon 13 eine Mutationshéaufigkeit von 47,7%.
Zusammen mit dem Kodon 61 zeigt sich eine Mutationshéufigkeit von 49,5%. Der
KRAS-Wildtyp wurde in 55 Tumoren (50,5%) diagnostiziert. Das Verhdltnis der
Mutationen des Exons 2 lag bei 70,6% in Kodon 12 und 29,4% in Kodon 13. Die
beiden héufigsten Punktmutation im KRAS-Gen befanden sich im Kodon 12 an Stelle
¢.35G>A; G12D sowie im Kodon 13 an Stelle ¢.38G>A; GI13D. In einem
Primértumor wurde eine Doppelmutation an Stelle ¢.35G>A & ¢.38G>A; G12D &
G13D diagnostiziert. Das Kodon 61 lag an Stelle ¢.183A>T; Q61H in 1,8% mutiert
vor. Folgende Tabelle (Tab. 11) und das Diagramm (Abb. 10) zeigen die Verteilung
und Haufigkeit der gefunden KRAS-Mutationen:
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Mutationshéufigkeit des KRAS-Gens in Kodon 12,13 und 61

Glltige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giiltig  Wildtyp 55 50,5 50,5 50,5
G12D; c.35G>A 23 21,1 21,1 71,6
G13D; c.38G>A 15 13,8 13,8 85,3
G12V; ¢.35G>T 6 55 55 90,8
G12C; c.34G>T 3 2,8 2,8 93,6
Q61H; c.183A>T 2 1,8 1,8 95,4
G12S; ¢.34G>A 2 1,8 1,8 97,2
G12A; ¢.35G>C 2 1,8 1,8 99,1
G12D & G13D; 1 0,9 0,9 100,0
c.35G>A & c.38G>A
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 11: Verteilung der KRAS-Mutationen in Primértumoren. Das KR4AS-Gen lag fiir
Kodon 12, 13 und 61 in 49,5% der Félle mutiert vor. Die haufigste Mutation befand sich an
Stelle G12D; ¢.35G>A. In einem Tumor wurde eine Doppelmutation diagnostiziert (G12D

& G13D; ¢.35G>A & ¢.38G>A).

G128S; ¢.34G>A; 1,8%
GI2A;c.

Q61H; c.183A>T;

\1’8%\

4 G12V; ¢.35G>T; 5,5%

= GI12C; ¢.34G>T; 2,8%

- GI13D; c.38G>A;
13,8%

35G>C;

v

G12D & G13D;
¢.35G>A, ¢.38G>A;
0,9%

Abbildung 10: Verteilung der KRAS-Mutationen in Primirtumoren (Kreisdiagramm).

Daten siehe Tabelle 11.
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Die Mutationsanalyse konnte im Laufe dieser Arbeit von der Sangersequenzierung
auf die Pyrosequenzierung umgestellt werden. Zur Beurteilung der Sensitivitit der
beiden verschiedenen Methoden wurde die Mutationsfrequenz der Primirtumoren
beider Methoden miteinander verglichen.

Von den 109 Patienten wurden 17 Primirtumoren nach der Sangersequenzierung
untersucht und dabei 8 Mutationen im KRAS-Gen Kodon 12 und 13 diagnostiziert.
Dieses Ergebnis entspricht einer Mutationsfrequenz von 47,1%. Gegeniiberstehend
konnten mittels Pyrosequenzierung bei 92 Priméirtumoren 44 Mutationen im KRAS-
Gen Kodon 12 und 13 festgestellt werden, welches einer Mutationsfrequenz von 47,

8% entspricht.

4.2.2 Haufigkeit der KRAS/BRAF-Mutation in Priméartumoren

Die Tumoren die im KRAS-Gen einen Wildtyp aufwiesen (sowohl Kodon 12, 13, als
auch Kodon 61) wurden dariiber hinaus auf den BRAF-Mutationsstatus hin
untersucht. Das BRAF-Gen lag in 7 Tumoren (6,4%) mutiert vor. Insgesamt zeigte
sich damit eine Mutationshéufigkeit (KRAS und BRAF) von 56%. Folgende Tabelle
zeigt die Mutationsverteilung fiir KRAS und BRAF in den untersuchten Tumoren:

Mutationshaufigkeit des KRAS/BRAF-Gens

Gultige Kumulierte
Haufigkeit | Prozent Prozente Prozente
Giiltig  Wildtyp 48 44,0 44,0 44,0
G12D; c.35G>A 23 21,1 21,1 65,1
G13D; c.38G>A 15 13,8 13,8 78,9
V600E; c.1799T>A 7 6,4 6,4 85,3
G12V; ¢.35G>T 6 55 55 90,8
G12C; c.34G>T 3 2,8 2,8 93,6
Q61H; c.183A>T 2 1,8 1,8 95,4
G12S; c.34G>A 2 1,8 1,8 97,2
G12A; ¢.35G>C 2 1,8 1,8 99,1
G12D & G13D; 1 9 .9 100,0
c.35G>A & c.38G>A
Gesamt 109 100,0 100,0

Tabelle 12: Verteilung der KRAS/BRAF-Mutationen in Primiirtumoren. Das BRAF-Gen
war in 6,4% der KRAS-Wildtyp Tumore mutiert. KRAS und BRAF zeigten gemeinsam einen
Mutationshéufigkeit von 56%.
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4.2.3 Vergleich der KRAS- und BRAF-Mutation zwischen

Primartumoren und Metastasen

Der Vergleich des KRAS- und BRAF-Mutationsstatus zwischen Primartumoren und
den korrespondierenden Proben zeigte in 107 von 109 Fillen eine vollstindige
Ubereinstimmung. Diese Ubereinstimmung gilt sowohl fiir den Vergleich zwischen
Primirtumoren und Metastasen, als auch zwischen Metastasen eines Falles
untereinander.

In 54 von 109 (49,5%) Féllen lagen bei diesem Vergleich der Primértumor und die
zugehdrigen Metastasen im KRAS-Gen als Wildtyp vor. Bei 53 von 109 (48,6%)
Patienten diagnostizierten wir entweder flir das KRAS-Gen Kodon 12, 13, 61 oder
das BRAF-Gen Kodon 600 eine Mutation, die sich sowohl im Tumor als auch den

entsprechenden Metastasen zeigte.

In zwei der 109 Fille wurde eine Diskrepanz im KRAS-Mutationsstatus (Kodon 12)
diagnostiziert. Unter Berilicksichtigung dieser beiden Félle, lag die
Ubereinstimmungsquote bei 98,2% (107/109). Unter klinischen Gesichtspunkten
erhiilt man eine Ubereinstimmung die bei 99,1% (108/109) liegt (vgl. Abb. 11).

Primartumor vs. Metastasen

>
S 54 Wt — 54 Wt
é
g
2 — 98,2%
20 (107/109) - 99,1%
(108/109)
o —
o
m —
° °
| Mutx 1 MutY |
<) .
1 Wt 1 Mut

Abbildung 11: Ubersicht der Anzahl iibereinstimmender und diskrepanter Fille, unter
Beriicksichtigung des KRAS- und BRAF- Mutationsstatus. Abkiirzungen: Wt, Wildtyp; Mut,
Mutation (KRAS oder BRAF)
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Um die Signifikanz dieses Vergleichs zu untermauern wurde eine statistische
Auswertung mithilfe des Statistikprogramms SPSS durchgefiihrt. Hierzu wurde der
fiir verbundene Stichproben anzuwendende McNemar-Test durchgefiihrt. Unter
Beachtung der zwei diskrepanten Félle gibt der McNemar-Test bei 109 Féllen einen
p-Wert von 1,0 an. Der p-Wert gibt an, wie stark die gestellte Nullhypothese unseres
Ergebnisses anzunechmen ist. Ein kleiner p-Wert spricht gegen und ein p-Wert von
1,0 fiir diese Annahme dieser Hypothese. Unsere Nullhypothese, dass es einen
Zusammenhang zwischen Tumormutationsstatus und Metastasenmutationsstatus

gibt, wird mit dem erhaltenen Ergebnis von p = 1,0 angenommen.

Chi-Quadrat-Tests

Exakte Signifikanz
Wert (2-seitig)
McNemar-Test 1,000°
Anzahl der glltigen Falle 109

a. Verwendete Binomialverteilung

Tabelle 13: McNemar-Test: Mutationsstatus (Tumor versus Metastase). Der McNemar-
Test fiir verbundene Stichproben zeigt einen p-Wert von 1 an. Die Nullhypothese, dass ein
Zusammenhang des Mutationsstatus zwischen Tumor und Metastasen besteht, wird somit
angenommen.

4.2.4 Vergleich des KRAS- und BRAF-Mutationsstatus von

Metastasen untereinander

In Féllen bei denen mehr als eine Metastase untersucht werden konnte (n=50), zeigt
sich bei dem Vergleich der Metastasen untereinander, sowohl fiir synchrone (n=19)
als auch metachrone Proben (n=31), ein vollstindige (100%ige) Ubereinstimmung
des KRAS- und BRAF-Mutationsstatus. In 40 Fallen konnten zwei Metastasen, in 9
Féllen drei Metastasen und in einem Fall vier Metastasen je Fall miteinander

verglichen werden.
Kombinationen aus Lymphknotenmetastase und einer weiteren Metastase waren ein

haufiger Befund (n=46). In 19 Féllen war das Vergleichspaar Lymphknotenmetastase
und Lebermetastase die hdufigste Formation (vgl. Tab.14).
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I
B Anzahl (absolut)

Lymphknoten - Lymphknoten
Hirn - Lymphknoten

Lunge - Lymphknoten

Peritoneum - Lymphknoten

Leber - Lymphknoten

Tabelle 14: Anzahl verschieden lokalisierter und korrespondierender Metastasen
(Vergleichspaare), die im Mutationsstatus iibereinstimmen (absolute Hiufigkeit).

Die Tabelle 15 gibt einen Uberblick iiber die absolute Anzahl der
tibereinstimmenden Metastasen mit dem korrespondierenden Primértumor. Des
Weiteren zeigen die in der Tabelle 16 dargestellten Ergebnisse eine Ubersicht des

Vergleiches zwischen Tumor und mindestens zwei Metastasen.

Haut 1

0 Ometachron

Knochen 1
Ureter
Harnblase
Hirn

Ovar

Lunge

Peritoneum

Leber

Lymphknoten

0 10 20 30 40 50 60

Tabelle 15: Ubersicht der iibereinstimmenden Metastasen mit Primirtumor (absolute
Hiufigkeit). Das Balkendiagramm zeigt die Verteilung der synchronen und metachronen
Metastasen die im KRAS- und BRAF-Mutationsstatus mit dem Status der korrespondierenden
Primirtumoren iibereinstimmten.
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Ubersicht der Tumoren mit mindestens zwei Vergleichspaaren. Die Tabelle

zeigt die Gegeniiberstellung des KRAS/BRAF-Mutationsstatus von mindestens zwei

Vergleichspaaren (Tumor vs.

Metastase).

Tabelle 16

Metastasen; Tumor vs. Tumor vs.

Tumore; Tumor vs.
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4.2.5 Diskrepante Fille

Der Vergleich von Primédrtumor und Metastasen in Bezug auf den KRAS- und BRAF-
Mutationsstatus zeigte in 2 von 109 Féllen (1,8%) Diskrepanzen. Von den beiden

abweichenden Fillen war einer (0,9%) von klinischer Bedeutung.

Die zwei abweichenden Fille wurden aufgrund folgender Merkmale als diskrepant

eingestuft:

Der erste Fall (ID 60) zeigte im Primirtumor eine Doppelmutation (KRAS Kodon

12/13), die dazugehorige Metastase war jedoch einfach mutiert.

Der zweite Fall (ID 101) zeigte im Primértumor einen Wildtyp, sowohl fiir das
KRAS-, als auch BRAF-Gen, jedoch lagen die Metastasen in mutierter Form (KRAS
Kodon 12) vor.

Als klinisch relevant wurde der Fall mit der ID 101 eingestuft, da es hier abhingig
von der Gewebeprobe zu unterschiedlichen Therapieentscheidungen (vgl. 1.9)

gekommen wire.

Zu den diskrepanten Fillen:

Bei dem Patienten mit der ID 60 war der Primirtumor im Coecum lokalisiert. Die
Tumorklassifikation wurde mit pT3N1Mx festgelegt und der Tumor befand sich im
Differenzierungsgrad G2. Bei der Mutationsanalyse im Bezug auf den KRAS- und
BRAF-Status diagnostizierten wir in zwei verschieden Tumorabschnitten (Probe
1A/Probe 1B) eine Doppelmutation an Stelle ¢.35G>A & ¢.38G>A; G12D & G13D.
Die Verifizierung der Diagnose erfolgte durch wiederholte Pyrosequenzierung und
zusétzlicher Sangersequenzierung (Abb. 12 & 13). Die metachrone Lungenmetastase
(Zeitraum der Tumordiagnose bis zur Metastasendiagnose: 19,9 Monate) war im

KRAS-Gen an Stelle ¢.35G>A; G12D einfach mutiert.
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Tt 1

Abbildung 12: Chromatogramm Tumor ID 60. Die Abbildung zeigt das Chromatogramm
des Tumors mit der Doppelmutation an Stelle ¢.35G>A & ¢.38G>A; G12D & G13D fiir den

DNA Upstream und Downstream.
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Abbildung 13: Pyrogramm Tumor und Metastase ID 60. Das Pyrogramm weist fiir zwei
verschiedenen Tumorabschnitte (ID 60 Tumor 1A und 1B) eine Doppelmutation nach. Die
zugehorige Lungenmetastase zeigt eine einfache Punktmutation an Stelle ¢.35G>A; G12D.
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Der zweite diskrepante Fall mit der ID 101 war ein Primirtumor mit der Lokalisation
im Colon ascendens. Die Tumorklassifikation befand sich im Stadium pT4N2Mx
und es wurde ein Differenzierungsgrad G3 festgelegt. Zwei Tumorabschnitte (Probe
A/Probe B) wurden in der Mutationsanalyse mittels Pyrosequenzierung als Wildtyp
(im KRAS- und BRAF-Gen) diagnostiziert. Sowohl die synchron diagnostizierte
Lymphknotenmetastase, als auch die synchron diagnostizierte Metastase im
Peritoneum zeigten eine Mutation im KRAS-Gen an Stelle ¢.34G>T; G12C (Abb.
14).

ID 101,
Tumor

ID 101,
Peritoneal MTX

ID 101,
LK MTX

&

Abbildung 14: Pyrogramm: Tumor und Metastasen ID 101. Der Tumor zeigt im KRAS-
Gen einen Wildtypen. Die Metastase im Peritoneum und im Lymphknoten liegen im KRAS-
Gen mit ¢.34G>T; G12C (siehe gelbe Pfeile) in mutierter Form vor.
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4.2.6 Lasermikrodissektion

Ein weiteres Verfahren zur Gewebepriparation, welches neben der manuellen
Mirkodissektion zur Anwendung kam, war die Lasermikrodissektion. Zum Einsatz
kam diese Methode in einem primir diskrepanten Fall. Bei diesem Fall mit der ID 23
handelte es sich um einen Tumor, welcher im Rektum lokalisiert war. Die TNM-
Klassifikation wurde mit pT3NOMx festgelegt und der Tumor befand sich im
Differenzierungsgrad G2. Des Weiteren befand sich der Tumor im Zustand nach
Radiochemotherapie. Zu diesem Fall konnte eine metachrone Lungenmetastase
(Zeitraum der Tumordiagnose bis zur Metastasendiagnose: 8 Monate) untersucht
werden. In der Vorbereitung zur DNA-Gewinnung fielen im Primértumor einzeln
verteilte Tumorareale auf (Abb. 15) auf. GroBfldachig, solide Tumoranteile fanden
sich nicht. Dieser Umstand wurde als besondere Schwierigkeit fiir eine manuelle
Mikrodissektion erkannt und es wurde neben einer sorgfiltigen manuellen

Mikrodissektion die Moglichkeit der Lasermikrodissektion evaluiert.

Abbildung 15: Tumorzellareal (griiner Pfeil). Ausschnitt des HE-Préaparates (ID 23) mit
Tumorzellarealen im Zustand nach Radiochemotherapie. Tumorzellareal umgeben von
Stromagewebe.
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Bei dem ersten Vergleich zwischen Tumor und zugehdriger Lungenmetastase
diagnostizierten wir im Tumor einen KRAS-Wildtyp und in der Metastase eine
KRAS-Mutation an Stelle ¢.35G>A; GI12D. Unter der Fragestellung, ob die
Verifizierung dieser Diskrepanz durch die Verwendung der Lasermikrodissektion zu
einem anderen Ergebnis fiihren wiirde, kam diese Methode zur Anwendung. Um eine
Kontamination auszuschlieBen wurde auch das Metastasengewebe einer erneuten

Mikrodissektion zugefiihrt.

Die Lasermikrodissektion erfolgte nach einem standardisierten Ablauf und unter
Kontrolle eines Pathologen. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen das markierte
Tumorareal vor der Lasermikrodissektion (Abb. 16) sowie den abladierten Bereich
von dem das Tumorgewebe ausgehend (Abb. 17), mechanisch kontaktfrei in das

Aufnahmegefdl3 katapultiert wurde.
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Abbildung 16: Markiertes Tumorareal (griiner Pfeil) vor der Lasermikrodiss
Methylenblaufirbung.
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B e Al

Abbildung 17: Ablz;(fierte umoraeals (riiner Pfel) ch La.seioissekion,
Methylenblaufirbung.

Nach dem Verdau mittels ProteinaseK-Losung erfolgte die DNA-Isolierung mittels
Puregene Tissue Core Kit A von Hand sowie die KRAS-Mutationsbestimmung durch

die Pyrosequenzierung.

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 18) zeigt das Pyrogramm sowohl nach manueller
als auch nach der Lasermikrodissektion. Die Probe nach der Lasermikrodissektion
offenbart eine Mutation an Stelle ¢.38G>A; G13D. Diese Mutation wurde bereits
zuvor in der korrespondierenden Lungenmetastase diagnostiziert. Die damit eingangs
vorhandene Diskrepanz konnte im Rahmen der Verifizierung nicht bestitigt werden.

Der Primértumor wurde anhand dieses Ergebnisses als mutiert bewertet.
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Abbildung 18: Pyrogramm nach manueller (oben) und Lasermikrodissektion (unten).
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5 Diskussion

Die Bedeutung des KRAS-Gens als molekularer Pradiktor in der monoklonalen
Antikorpertherpie konnte bereits in mehreren Studien erforscht werden (Khambata-
Ford et al., 2007; Bokemeyer et al., 2009; Eric Van Cutsem et al., 2009a; W De
Roock et al., 2008; Liévre et al., 2006; F Di Fiore et al., 2007; Amado et al., 2008;
Karapetis et al., 2008). Neben dem KRAS-Gen wurden auch Mutationen im NRAS-
Gen fiir das Therapieansprechen verantwortlich gemacht (Peeters et al., 2013;

Douillard et al., 2013).

Auf Grundlage der Daten wurde von der ,,European Medicines Agency* (EMEA)
eine Leitline herausgegeben (Stand Juli 2013, http://www.ema.europa.eu
/docs/de_DE/document_library/EPAR - Summary for the public/human/000741/
WC500047704.pdf), die vorsieht, dass Patienten mit Mutationen im KRAS-Gen
sowie im NRAS-Gen von der Anti-EGFR-Antikorpertherapie auszuschliessen sind
(European Medicines Agency (EMEA) http://www. emea.europa.cu).

Da sich gezeigt hat, dass nicht alle Tumoren mit KRAS-Wildtypen auf die EGFR-
Antikorpertherapie ansprechen, wurden auch andere Biomarker untersucht, die als

molekularer Pradiktor dienen konnten (J H J M van Krieken et al., 2008).

Ein weiterer Marker, der im EGFR-Signalweg eine Rolle spielt und sowohl als
prognostischer Marker und Priadiktor der Anti-EGFR Therapie fungieren soll, ist
neben dem KRAS-Gen im Kodon 61 (Molinari u. a., 2011; De Roock u. a., 2010;
Loupakis u. a., 2009) das BRAF-Gen im Kodon 600 (Loupakis et al., 2009; Di
Nicolantonio et al., 2008).

In der Routinediagnostik der Pathologie wird der KRAS-Mutationsstatus anhand von
Primirtumorgewebe bestimmt. Hieraus hat sich dabei die Frage ergeben, ob
Metastasengewebe gleichermallen geeignet ist, um eine Aussage iiber den KRAS-
bzw. BRAF- Mutationsstatus zu machen. Ziel dieser Arbeit war es zu Vergleichen,
ob der KRAS- und der BRAF-Mutationsstatus zwischen Primértumoren und

unterschiedlich lokalisierten Metastasen, die sowohl synchron als auch metachron
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zum Tumor auftreten, iibereinstimmt und ob dieser bei der Betrachtung der

Metastasen untereinander konstant ist.

5.1 KRAS- und BRAF-Mutationshiufigkeit

Wie bereits erwéhnt, haben mehrerer Studien gezeigt (Amado et al., 2008; Karapetis
et al., 2008; Wendy De Roock, Claes, et al., 2010; Eric Van Cutsem et al., 2009b),
dass die Mutation im KRAS-Gen mit einem fehlenden Ansprechen auf die
monoklonale Antikorpertherapie gegen den EGF-Rezeptor assoziiert ist. Diese
Studien betrachten die Punktmutationen im Kodon 12 und 13 des KRAS-Gens,
welche tiber 90 % der KRAS Mutationen ausmachen. Aus diesem Grund lag ein
Fokus dieser Arbeit auf diesen beiden Genabschnitten. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte Mutationsanalyse des KRAS-Gens im Exon 2 zeigt in den
Primértumoren eine Frequenz der KRAS-Mutation fiir Kodon 12 und 13 von 47,7%.
Bei der Betrachtung der Verteilung der Mutationen im Exon 2 des KRAS-Gens,
fanden wir in unserem Primartumorkolletiv 70,6% der Mutationen im Kodon 12 und
29,4% im Kodon 13. Dieses entspricht dem Verhiltnis vorausgegangener Studien
(Molinari et al., 2011; Aude Lamy et al., 2011). Ubereinstimmend mit anderen
Studien (Weichert et al., 2010; Aude Lamy et al., 2011; Neumann et al., 2009; Bazan
et al., 2005), diagnostizierten wir die drei hdufigsten Mutationen an Stelle ¢.35G>A;
G12D, ¢.38G>A; G13D und ¢.35G>T; G12V.

Dariiber hinaus konnten wir in einem Fall eine Doppelmutation an Stelle ¢.35G>A &
¢.38G>A; G12D & G13D diagnostizieren. Im Case Report von Macedo et al. (2011)
werden zwei Fille beschrieben, in denen die Doppelmutationen an selbiger Stelle
vorlag. Diese simultane Mutation im Kodon 12 und 13 des KRAS-Gens wiirde in
27% der multiplen Mutationen auftreten. Der Grofteil der multiplen Mutationen
(59%) befianden sich iiblicherweise innerhalb des Kodon 12 (Macedo et al., 2011).
Diese Doppelmutationen zeigen, dass die Tumorzellpopulation kolorektaler
Karzinome im Bezug auf den KRAS-Mutationsstatus heterogen sein konnen (Macedo

etal., 2011).
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Die grof3 angelegte Studie von Amado et al. (2008) diagnostizierten im Kodon 12
und 13 des KRAS-Gens eine Mutationshaufigkeit von 43%. Des Weiteren fanden
Karapetis et al. (2008) eine Mutationsfrequenz von 42,3% und Van Cutsem et al.
(2009) in 35,6% ein mutiertes KRAS-Gen. Diese Studien untersuchten mehrere
hundert Patienten mittels Sequenzierung nach Sanger und betrachteten ausschlielich
das KRAS-Gen im Kodon 12 und 13. In der Arbeit von Molinari et al. (2011) wurde
mittels direkter Sequenzierung nach Sanger eine Mutationshédufigkeit im Exon 2 fiir
Kodon 12 und 13 von 39% gefunden. Durch die ergdnzende Untersuchung der
KRAS-Wildtypen mittels hoch sensitiver Untersuchungsmethoden (MALDI-TOF und
eME-PCR), wurden zusitzlich 13 von 68 urspriinglichen Wildtyp-Tumoren als
mutiert identifiziert, sodass KRAS letztlich in 55 von 111 Tumoren (49,5% ) mutiert

vorlag.

Betrachtet man an dieser Stelle Arbeiten aus den Jahren 2003 bis 2011, die wie in
unserer Arbeit, einen Vergleich zwischen Primirtumormutationsstatus und
Metastasenmutationsstatus untersucht haben, zeigen sich Mutationshéufigkeiten im
Bereich von 20% bis 52% (Baas et al., 2011). Die dabei untersuchten Fallzahlen
variieren zwischen 10 bis 305 untersuchten Primartumoren. Eine koreanische Arbeit
von M.-J. Kim et al. (2012), in der auch vergleichend der KRAS-Mutationsstatus fiir
Kodon 12, 13 und 61 von 143 Primartumoren und Metastasen untersucht wurde, fand
in den Primdrtumoren eine Mutationshaufigkeit von 43,4%. Dariiber hinaus konnten
KRAS-Mutationen in 52,4% der Patienten unabhédngig von der Lokalisation (Tumor

oder Metastase) gefunden werden.

Die Auswahl des Patientenkollektivs unserer Studie erfolgte nach dem Kriterium der
Verfiigbarkeit von vergleichbaren Proben (Tumor versus Metastasen). Der
Schwerpunkt der Arbeit lag, wie bereits erwédhnt, in dem Vergleich des
Mutationsstatus von Primértumor und mindestens einer Metastase sowie bei dem

Vergleich von Metastasen untereinander.
In einer Studie von Oliveira et al. (2007) lag eine signifikant hohere Frequenz an

mutiertem KRAS-Gen in den Metastasen vor. Auch die oben erwidhnte Studie von

M.-J. Kim et al. (2012), fand KRAS-Mutationen unabhingig der Lokalisation in
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52,4% der Fille, wobei hier das Kodon 61 mit einbezogen wurde und davon in 5,3%

der Fille mutiert vorlag.

Aus diesen Arbeiten kann man schlie8en, dass die KRAS-Mutation unabhingig von
der betrachteten Lokalisation hdufiger zu sein scheint als jene, die aus der alleinigen
Betrachtung von Primirtumoren abzuleiten ist. Diese Uberlegung kann sich auch
damit untermauern lassen, dass die KRAS-Mutationen einen Zugwinn fiir das
Tumorwachstum und die Invasivitit bedeutet (B Vogelstein et al., 1988; Fearon & B
Vogelstein, 1990; Pretlow, 1995). Entsprechend iibertragen auf unseren Befund,
konnten wir in dem klinisch diskrepanten Fall zwar eine Mutation in der Metastase,
nicht jedoch im Primdrtumor ermitteln. An dieser Stelle ldsst sich folgern, dass die
Mutation im KRAS-Gen moglicherweise im Zusammenhang mit der Metastasierung
zu sehen ist. Dass die KRAS-Mutation einen wichtigen Stellenwert im Rahmen der
Karzinogenese einnimmt wurde bereits beschrieben (B Vogelstein et al., 1988;

Fearon & B Vogelstein, 1990).

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Bedeutung der von uns gefundenen Mutationsfrequenz,
kann in der von uns verwendeten Methode zu finden sein. Die Sequenzierung nach
Sanger ist eine weit verbreitete Methode zur Identifizierung des Mutationsstatus im
KRAS-Gen. Die Sensitivitit dieser Methode liegt bei einem Anteil von mindestens
20% mutierter Allele (Malapelle et al., 2012; Querings et al., 2011; B Vogelstein &
K W Kinzler, 1999). Die Pyrosequenzierung, welche bei dem Grofteil in dieser
Arbeit untersuchten Proben zur Anwendung kam, konnte bereits als sensitive
Methode in der KRAS-Mutationsbestimmung bestétigt werden und zeigt bereits bei
6% mutierter Allele vorhandene Mutationen (Ibrahem et al., 2010). Auch bei dem
Vergleich der Sequenzierung nach Sanger und der Pyrosequenzierung wird eine
hohere Sensitivitdt beziiglich mutierter KRAS-Allele zu Gunsten der
Pyrosequenzierung beschrieben (Ibrahem et al., 2010; Ogino et al., 2005). Dieser
Aspekt wird vor allem dann wichtig, wenn in den zu untersuchenden Proben wenig
Tumorzellen vorhanden sind (Jolien Tol et al., 2010), es im Rahmen der
Mikrodissektion zu Kontaminationen mit Normal- bzw. Stromagewebe kommt oder
es sich um einen heterogenen Tumor handelt (Richman et al., 2011; Baldus et al.,

2010).
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Zwei weitere Marker, die im EGFR-Signalweg eine Rolle spielen und sowohl als
prognostischer Marker und Préadiktor der Anti-EGFR Therapie fungieren sollen, sind
das KRAS-Gen im Kodon 61 (Molinari et al., 2011; De Roock et al., 2010; Loupakis
et al., 2009) und das BRAF-Gen im Kodon 600 (Loupakis et al., 2009; Di
Nicolantonio et al., 2008).

Die Mutationsfrequenz des KRAS-Gens in Kodon 61 war in unserem Patientengut
ein eher seltenes Ereignis und lag in 1,8% der Primédrtumoren vor. Ein &hnliches
Ergebnis zeigt DeRoock et al. (2010) mit 2,1 % im Kodon 61. In der Arbeit von
Molinari et al. (2011) waren 3 von 111 (2,7%) Patienten im KRAS-Gen Kodon 61
mutiert und in der Arbeit von Loupakis et al. (2009) lag die Mutationsfrequenz bei
8%. Insgesamt zeigen die Ergebnisse &dhnliche Haufigkeiten, die demnach im
Vergleich zu den Mutationen in Kodon 12 und 13 aber eher selten aufzutauchen

scheinen.

Bei der Betrachtung des BRAF-Gens im Kodon 600 zeigte sich in unserem
Patientengut eine Mutationsfrequenz von 6,4%. In der Arbeit von Richman et al.
(2009), in der auch die Pyrosequenzierung zur Mutationsanalyse verwendet wurde,
fanden sich in 56 von 711 (7,9%) der Fille eine Mutation im BRAF-Gen. Die
Pyrosequenzierung zeigte bei Baldus et al. (2010) fiir BRAF eine Mutationsfrequenz
von 7%. Artale et al. (2008) fand in einer vergleichenden Arbeit (Tumor versus
Metastase) mittels Sequenzierung nach Sanger eine BRAF Mutationshiufigkeit von

4%.

Aufgrund der Datenlage, dass die Mutationen im KRAS-Gen im Kodon 12, 13 und
61, aber auch im BRAF-Gen sich gegenseitig ausschlieBen (Douillard et al., 2013; F
Loupakis et al., 2009; Jolien Tol et al., 2009; Rajagopalan et al., 2002b) und vor
allem die Mutationen im KRAS-Gen Kodon 61 und im BRAF-Gen Kodon 600
seltener auftreten, ist die Testung des Kodon 61 und BRAF Kodon 600 besonders bei
den KRAS Kodon 12 und 13 Wildtyptumoren sinnvoll.

Die bei uns beschriebene Diskrepanz (vgl. 4.2.5) zwischen Tumormutationsstatus
und Metastasenmutationsstatus, konnte in einem Fall {iber eine Lasermikrodissektion

gekléart werden. Der Fall mit der Doppelmutation zeigt auch in unserem Kollektiv,
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dass Heterogenitét innerhalb des Tumors vorhanden ist. Diese konnte aber letztlich
in der einfach mutierten Metastase nicht gefunden werden. Klinische Relevanz zeigte
ein Wildtyp-Tumor mit mutierter Metastase. Heterogenitdt innerhalb des Tumors

konnte durch die Analyse weiterer Tumorabschnitte nicht gefunden werden.

5.2 KRAS-und BRAF- Mutationstatus: Tumor versus Metastase

Ein Grofteil der Patienten mit kolorektalen Karzinomen profitieren nicht von der
Anti-EGFR-Therapie, obgleich dessen Primdrtumoren im KRAS-Gen eine
Wildtypsequenz aufweisen. Neben der Suche nach weiteren Markern, ist die
Untersuchung mdglicher Diskrepanzen im Mutationsstatus der Metastasen von

Wildtyptumoren, ein denkbarer Erkldrungsversuch beziiglich des Therapieversagens.

Ein Modell von Klein (2009) beschreibt die parallele, unabhingige Entwicklung von
Primédrtumor und Metastasen, aufgrund frith ausgesiter Tumorzellen, bevor ein
vollstdndiger maligner Phénotyp entsteht. Entsprechend diesem Modell lieBen sich

Diskrepanzen im Mutationsstatus zwischen Primartumor und Metastasen erkldren.

Bei dem Vergleich zwischen dem KRAS- und BRAF-Mutationsstatus von
Primirtumoren und Metastasen, zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine
Gesamtiibereinstimmung von 98,2% (107/109) und eine klinisch relevante
Ubereinstimmung von 99,1% (108/109) (vgl. 4.2.3). Vergleichbare Arbeiten, die
ebenfalls den Tumormutationsstatus und den Metastasenmutationsstatus miteinander
verglichen haben (Watanabe et al., 2011; Knijn et al., 2011; Baas et al., 2011; Baldus
et al., 2010; Daniele Santini et al., 2008; Gattenlohner et al., 2009; Artale et al.,
2008), zeigten im Mittel Ubereinstimmungen von 93% (von 76% bis 100%) und

somit eine dhnlich hohe Ubereinstimmungsrate wie in unserer Arbeit.

In der Arbeit von Arbeit von Knijn et al. (2011) wurden 305 Primirtumoren mit
entsprechenden Lebermetastasen verglichen. Die Ubereinstimmungsrate im KRAS-
Gen Kodon 12 und 13 lag bei 96,4% und zeigte sich entsprechend in 3,6% der Fille
nicht konkordant. Zu den diskrepanten Féllen zdhlten sowohl synchrone, als auch

metachrone Lebermetastasen. Von den elf diskrepanten Fillen zeigten jedoch nur
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sechs klinische Relevanz (2% klinische Diskrepanz). Hier zeigt sich, dass je hoher
die Fallzahl der Studie, es zu einer Reduktion der diskrepanten Fille im

Mutationsstatus kommt.

Im Weiteren stellt sich die Frage, ob sich dariiber hinaus der Mutationsstatus von
verschiedenen Metastasen in selben Patienten untereinander unterscheidet. In der
Ubersichtsarbeit von Baas et al. (2011) wird argumentiert, dass es bei einem
unterschiedlichen Mutationstatus von Primértumor und Metastasen nicht gesagt sei,
ob sich dieser auch auf den Status anderer Metastasen iibertragen lieBe. Auf die
vorliegenden Daten bezogen, konnen wir zeigen, dass der Mutationsstatus der
Metastasen eines Falles bzw. des jeweiligen Patienten untereinander gleichbleibend
ist bzw. zu 100% iibereinstimmt. Dieses Ergebnis zeigt auch die Arbeit von
Watanabe et al. (2011). Die in unserer Arbeit untersuchten Lymphknotenmetastasen
(n=51), konnten bei 46 Patienten mit Fernmetastasen, wie beispielweise Leber- und
Lungenmetastasen, verglichen werden. Diese in der aktuellen Diskussion wenig
untersuchten Lymphknotenmetastasen zeigten bei genauer Mikrodissektion
verldssliche Ergebnisse und waren in dieser Arbeit mit einer vollstindigen
Ubereinstimmung im KRAS- und BRAF-Mutationsstatus bezogen auf weitere

Metastasen innerhalb eines Patienten assoziiert.

Sollte sich im Rahmen weiterfiihrender Studien zeigen, dass es empfehlenswert sein
konnte, zusétzliches Metastasenmaterial zu untersuchen, so wire abgeleitet von
unseren Daten ein zusétzlicher invasiver Eingriff zur Gewebegewinnung bei
eindeutigen bildgebenen Verfahren nicht notwendig. Hier ermoglicht, das im
Rahmen der Tumorresektion entnommene Lymphknotenmaterial, eine ebenso

zuverldssige Aussage liber den Mutationsstatus der Metastasen.

Die klinisch relevante Ubereinstimmung dieser Arbeit lag bei 99,1%. In einem Fall
(0,9%) zeigte sich eine klinisch relevante Diskrepanz. Hierbei lag der Primértumor
im KRAS- sowie im BRAF-Gen als Wildtyp vor (vgl. 4.2.5). Die zugehdrigen
Metastasen im Lymphknoten und im Peritoneum zeigten jeweils eine Mutation im
KRAS-Gen an Stelle ¢.34G>T; G12C. Ein weiterer Fall zeigte im Primértumor eine
Doppelmutation, die zugehorige Lungenmetastase war jedoch einfach mutiert (vgl.

4.2.5). Auch die Verifizierung mittels wiederholter Mutationsanalyse bestitigte die
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vorliegenden Ergebnisse. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Ubereinstimmungsrate
des KRAS- und BRAF-Mutationsstatus iiberaus stabil zu sein scheint und auch bei
synchronen und metachronen Metastasen keine relevanten Unterschiede festzustellen
sind (vgl. 4.1.9). Jedoch deuten diese seltenen diskrepanten Befunde im
Mutationsstatus zwischen Primértumor und Metastasen darauf hin, dass ein
homogenes genetisches Profil, wie von Fearon & Vogelstein (1990) urspriinglich fiir
kolorektale Karzinome annahm, nicht vollstindig auf die zusétzliche Betrachtung
von Metastasen zutrifft. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Mutation im
KRAS-Gen auch im Verlauf der Metastasierung auftreten kdnnen (Albanese et al.,

2004; Zauber et al., 2003).

In unserer Arbeit konnten bei vier Patienten weitere Zweittumoren untersucht
werden. Diese lagen im KRAS-Gen mutiert vor und zeigten den gleichen
Mutationsstatus wie die zugehoérigen Primértumore. Diskrepanzen im untersuchten
Mutationsstatus zwischen verschiedenen Tumoren, wie an anderer Stelle beschrieben

(Aude Lamy et al., 2011), konnten wir demnach nicht feststellen.

Letztlich kann aus unseren Daten abgeleitet werden, dass nicht nur durch die
Untersuchung weiterer Tumorabschnitte, sondern vielmehr die, falls verfiigbar,
zusitzliche Untersuchung von Metastasenmaterial die Zuverldssigkeit des
Mutationsstatus verbessern kann. Inwieweit ein diskrepanter Fall wie oben
beschrieben sich im Zusammenhang mit dem Ansprechen bzw. Therapieversagen der

Anti-EGFR-Therapie verhilt, sollte in weiterfithrenden Studien erarbeitet werden.

5.2.1 Tumorheterogenitit

In verschiedenen Arbeiten wurde nicht nur ein Vergleich zwischen Primértumor und
den unterschiedlichen Metastasen angestrebt, sondern es wurde auch untersucht, ob
innerhalb des Tumors ein unterschiedlicher KRAS- und BRAF-Mutationsstatus
vorhanden ist (Baldus et al., 2010; Watanabe et al., 2011; Aude Lamy et al., 2011;
Richman et al. 2011). Tumorheterogenitit konnte ein weiterer Ansatzpunkt zur
Kldrung des Versagens der Anti-EGFR Therapie eines Patiententeils sein. Dariiber

hinaus konnten sich damit die seltenen diskrepanten Fille, im Rahmen einer
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moglichen  klonalen Selektion,  zwischen = Tumormutationstatus  und

Metastasenmuationsstatus begriinden lassen.

In der Arbeit von Richman et al. (2011) {iber intratumorale Heterogenitéit des KRAS-
und BRAF-Mutationsstatus in fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen, wurde
eine KRAS-Mutationshaufigkeit in den 69 untersuchten Primdrumoren in Kodon 12
und 13 von 46,4% gefunden. Das KRAS-Gen im Kodon 61 lag in 2,8% der Fille
mutiert vor und BRAF im Kodon 600 in 11,6% der Falle. Es wurden mindestens zwei
Tumorblocke desselben Tumors mittels Pyrosequenzierug untersucht. Diese
verschiedenen Tumorblocke zeigten in 92,8% denselben Mutationsstatus an. In 7
(10,1%) Patientenproben war der erstmalig untersuchte Tumorblock ein Wildtyp und
je ein weiterer Tumorblock des jeweiligen Patienten war mutiert. Dieser Zustand
wiirde als heterogen bezeichnet werden. Ein DNA-Mix aus jeweils allen zu
Verfiigung stehenden Tumorblocken wurde erstellt und der Mutationsanalyse

zugefiihrt. Alle 7 DNA-Mix Proben zeigten anschliefend eine Mutation.

Die Empfehlung, die Richman et al. (2011) daraus ableitet ist, dass durch die
zusétzliche Analyse von Tumorblocken mehr Mutationen, bedingt durch die
Heterogenitit gefunden werden konnten. Diese Aussage wurde auch in der Arbeit
von Baldus et al. (2010) deutlich, dass eine Reduktion der von Thnen gefundenen
Heterogenitét in Tumoren, durch die Untersuchung weiterer Tumorabschnitte erzielt
werden konnte. Er argumentiert, dass ein Grund des Versagens der Anti-EGFR-
Therpie in falsch negativen Ergebnissen, durch Heterogenitdt innerhalb der

Tumoren, bedingt sein kénne.

Die Arbeiten von Baldus et al. (2010) und Watanabe et al. (2011) konnten ebenfalls
Heterogenitét innerhalb des Tumors bezogen auf den KRAS-Mutationsstatus
feststellen. Hier wurden verschiedene Tumorabschnitte eines Tumorblockes auf den
KRAS-Mutationsstatus untersucht. Im Vergleich dazu, wurde bei unserer Studie der
gesamte Tumor eines Tumorblockes der Mutationsanalyse zugefiihrt. Eine weitere
Unterscheidung in Tumorzentrum und Invasionsfront, wie bei den genannten Studien
wurde in unserer Arbeit nicht durchgefiihrt. Die Mikrodissektion erfolgte anlog dem

Vorgehen, welches in der Routinediagnostik der molekularpathologischen Diagnostk

63



Diskussion

der Universitit Regensburg im Rahmen der KRAS-Mutationsbestimmung

vorgenommen wird.

Es zeigt sich in der Studie von Losi et al. (2005) eine lineare Reduktion der
Heterogenitét innerhalb des Tumors, von niedrigen zu hohen Tumorstadien. Dies
spricht dafiir, dass in héheren Tumorstadien die KRAS-Mutation mit einer hoheren
Zuverlasslichkeit analysiert werden kann, wenn bei der Probengewinnung, der
gesamte Tumor zur DNA-Gewinnung verwendet wird. Losi et al. (2005) macht
deutlich, dass die Untersuchung eines kleinen Teils des Tumors nicht fiir den
Mutationsstatus des  gesamten Tumors sprechen konne. Somit kann
Tumorheterogenitit, abhéngig von der Sensitivitit der Untersuchungsmethode,
eventuell zu falsch negativen Ergebnissen fithren. Das von uns untersuchte
Tumorkollektiv befand sich iiberwiegend in hohen Tumorstadien bzw. im T-Status
pT3 oder pT4 (89,9% vgl. 4.1.1). Dieses spricht, abgeleitet von der genannten Studie
dafiir, dass eine mogliche Heterogenitit innerhalb der Tumoren seltener wire. Dies
kann ein Erkldrungsansatz fiir die in unserer Studie gefundene hohe
Ubereinstimmung sein. Ebenso konnte es eine Erkldrung fiir die mit 47,7%, im
Vergleich zu unselektierten Tumorkollektiven, hohere KRAS-Mutationsfrequenz

darstellen.

Abhéngig von der Sensitivitit der Untersuchungsmethode (vgl. 5.1) ldsst sich somit
diskutieren, ob fiir die Routinediagnostik abgeleitetet werden kann, dass Tumoren in
hohen Tumorstadien weniger anfillig fiir falsch negative Ergebnisse sind, als
Tumoren niedriger Tumorstadien. Im Umkehrschluss kdnnte man damit ableiten,
dass Mutationsergebnisse von Tumoren niedriger Stadien moglicherweise kritischer

beurteilt werden sollten.

Inwieweit diese intratumorale Heterogenitit einen Einfluss auf das Ansprechen bzw.
fehlendes Ansprechen auf die EGFR-Antikorpertherapie hat, konnte in
weiterfithrenden Studien zu kldren sein (Jolien Tol et al., 2010; Bando et al., 2011;
Molinari et al., 2011; Daniele Santini et al., 2011). Weiterfithrend kdnnte evaluiert
werden, ob eine Therapieentscheidung anhand der Metastasen zu einem verdnderten

Ergebnis kommen wiirde.
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5.3 Mikrodissektion

Eine wichtige methodische Rolle nahm in dieser Arbeit die Mikrodissektion ein. Es
hat sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt (vgl. 4.2.6), dass die Mikrodissektion einen
wichtigen Stellenwert hat, um verlédssliche Daten gewinnen zu konnen. Dies zeigte
sich besonders deutlich beispielsweise bei Tumoren im Zustand nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie oder Tumoren mit groen Anteilen extrazelluldrer
Verschleimung. Hier war das genaue Markieren der Tumorzellverbidnde auf einem
»HE-Schnitt entscheidend, um falsch negativen Ergebnissen vorzubeugen. Auch bei
den bislang wenig untersuchten Lymphknoten, lag die Herausforderung darin, das oft
nur wenig vorhandene Metastasenmaterial fiir die Gewinnung von ausreichender
DNA zu extrahieren, ohne dieses mit ,,Normalgewebe* oder Stromagewebe zu
kontaminieren. Vorrangig wurde hierfiir die manuelle Mikrodissektion (vgl. 3.1.1)
verwendet, welche bei Bedarf unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops optimiert

werden konnte.

An diesem Punkt ist der Fall mit der ID 23 aus unserem Patientenkollektiv zu
nennen. Hierbei handelte es sich um einen zuvor diskrepanten Fall der mit Hilfe
einer Lasermikrodissektion sich als nicht diskrepant herausstellte. In diesem Fall
wurden nicht verschiedene Tumorabschnitte untersucht, sondern die nach der
Radiochemotherapie gering vorhandenen disseminierten Tumorzellverbande der
Mutationsanalyse zugefiihrt (vgl. 4.2.6). Dieser Fall zeigt damit die Schwierigkeit
auf, die in der Routinediagnostik bzw. bei der Mutationsanalyse an Primirtumoren
auftreten kann, wenn wenig reprasentatives Tumorgewebe zur Verfiigung steht. Eine
weitere Unterscheidung in Tumorzentrum und Invasionsfront ist dabei nicht moglich.
Die Zuverldssigkeit der Mutationsanalyse héngt in diesen Féllen auch von der
Mikrodissektion ab. Sofern vorhanden, ist hier die Testung weiterer Tumoranschnitte

bzw. der Metastasen sinnvoll.

Die Lasermikrodissektion bietet, wie in diesem Fall gezeigt, die Moglichkeit
disseminierte Zellverbdnde oder morphologische Inhomogenitit differenziert einer
Mutationsanalye mittels PCR zuzufiihren (Watanabe et al., 2011; Bazan et al., 2005).
Wie auch an anderer Stelle beschrieben (Hernandez & Lloreta, 2006) hat sich,
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abgesehen von diesen genannten Ausnahmefillen, die manuelle Mikrodissektion als
einfache und zuverldssige Methode zur Isolierung von homogenen Tumor- oder

Metastasenzellverbianden herausgestellt.
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6 Zusammenfassung

In der monoklonalen Antikdrpertherpie mittels Cetuximab und Panitumumab werden
pratherapeutisch entsprechend der Datenlage, den Empfehlungen und letztlich
aufgrund der Medikamentenzulassung der R4AS-Mutationsstatus (NRAS/KRAS) von
kolorektalen Karzinomen bestimmt. Dieser wird im Sinne eines pradiktiven Markers
verwendet. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass nur diejenigen Patienten von
einer monoklonalen Antikorpertherapie mittels Cetuximab und Panitumumab
profitieren, welche in den RAS-Genen (NRAS und KRAS) einen Wildtyp aufweisen.
Patienten die im KRAS- oder NRAS-Gen eine Mutation aufwiesen, hatten dagegen
kein signifikant verbessertes progressionsfreies bzw. Gesamtiiberleben (Peeters et
al., 2013; Douillard et al., 2013). Neben der Bestimmung des KRAS-Mutationsstatus

wird aktuell zusitzlich auch der NRAS-Mutationsstatus ermittelt.

Ziel dieser Arbeit war es den Status der KRAS-Mutationen, welche den Hauptanteil
der potentiellen Mutationen ausmacht, von Primédrtumoren und ihren jeweils
korrespondierenden Metastasen zu vergleichen. Dieser Vergleich sollte zum einen
anhand verschieden lokalisierter Metastasen und zum anderen an synchron und

metachron zum Primértumor identifizierten Proben erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 284 DNA-Proben von Tumoren und Metastasen
kolorektaler Karzinome auf ihren KRAS-Mutationsstatus hin untersucht. Die hier
untersuchten Metastasen konnten unterschieden werden in Lymphknotenmetastasen
(n=51), Lebermetastasen (n=55), Metastasen im Peritoneum (n=34) sowie
Lungenmetastasen (n=15). Des Weiteren wurden Metastasen im Ovar (n=5), Hirn
(n=4), Harnblase (n=2), Ureter (n=2), Haut (n=1) und Knochen (n=1) mit
einbezogen. In Tumoren, welche im KRAS-Gen einen Wildtyp zeigten (n=55), wurde
zusétzlich der BRAF-Mutationsstatus bestimmt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Methoden bedienten sich der Sequenzierung nach Sanger sowie der Sequenzierung
mittels PyroMark Q24. Ein zentraler Punkt dieser Arbeit stellte die Mikrodissektion
dar. Neben der manuellen Mikrodissektion, war die Lasermikrodissektion eine

probate Methode zur Gewinnung von DNA aus ,.kritischen* Gewebeproben.
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Es konnte gezeigt werden, dass der Mutationsstatus im KRAS-Gen und BRAF-Gen
zwischen Primértumor und korrespondierenden Metastasen als konsistent anzusehen
war. Es besteht, abgeleitet von unseren Daten, eine nahezu vollstindige
Ubereinstimmung 98,2% (107/109) im untersuchten Mutationsstatus, unabhingig
vom Zeitintervall der Vergleichsproben und von ihrer Lokalisation. Dieses entspricht
dem Grofteil der Ergebnisse vorausgegangener Arbeiten (Konkordanzbereich von

76% bis 100%, siche zusammenfassende Ubersichtsarbeit: Baas et al., 2011).

Neben Mutationen in den RAS-Genen scheinen Mutationen in weiteren Genen wie
beispielsweise BRAF und PIK3CA eine pradiktive Rolle in der monoklonalen
Antikorpertherpie einzunehmen. Diese konnen damit einen Erkldrungsansatz fiir
einen Teil der Therapieversager liefern. Diskrepanzen zwischen Tumor und
Metastasen im Bezug auf den KRAS/BRAF-Mutationsstatus kommen in der
vorliegenden Arbeit und auch in anderen Studien (Watanabe et al., 2011; Baldus et
al., 2010; Gattenlohner et al., 2009) jedoch vergleichsweise selten vor und scheinen

daher auf das Therapieansprechen allenfalls einen geringen Einfluss zu haben.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass aufgrund der hohen Konkordanz
zwischen Primértumor und Metastasen im KRAS/BRAF-Mutationsstatus in der
diagnostischen Routine die Untersuchung von Metastasengewebe kolorektaler
Karzinome bei fehlender Verfiigbarkeit des Primértumors bzw. mangelndem
Tumormaterials, eine zuverldssige Mdglichkeit zur Evaluation des Mutationsstatus

des Primédrtumors darstellen kann.
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