Aus dem Katharinenhospital Stuttgart
Akademisches Lehrkrankenhaus der Universitit Tiibingen
Institut fiir Pathologie

Arztlicher Direktor: Professor Dr. A. Bosse

Die Bedeutung der pradiktiven
molekularpathologischen Diagnostik am Beispiel des
metastasierten kolorektalen Karzinoms

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultiit
der Eberhard Karls Universitit
zu Tiibingen

vorgelegt von
Elena Hekeler
aus
Stuttgart

2013



Dekan: Professor Dr. 1. B. Autenrieth

1. Berichterstatter:  Professor Dr. A. Bosse
2. Berichterstatter:  Frau Professor Dr. H.-V. Gértner



Meinen wundervollen Eltern

in groBer Liebe und tiefer Dankbarkeit



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEICHIIS cccccuveeriiiiivniicsissanricsssnrisssssassecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans \%
|1. Einleitung 1\
1.1 Von der mikroskopischen Diagnostik zur ,,Lotsenstellung* des Pathologen.. 1
L1.1 0 Der Wandel.......oouooiiiieee e 1
1.1.2  Préadiktive PatholO@ie........cccevuiiriiiiiiiiiieiieieeeeee et 4
1.1.3 Target-Therapie (engl. targeted therapy) ..........ccoceeeveeeecveeecceeeceeencieeenenn. 5
1.1.4  Ara der personalisierten MediZin .............ccccoevevevevreeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeenens 7

1.2 Das metastasierte kolorektale Karzinom .........ceeeeecseeenseecsenseecseecssnecsaensncenne 9
1.2.1 Allgemeines, Epidemiologie, Risikofaktoren...........ccccoevveevciienciiencieennnen. 9
1.2.2 KAIZINOZENESE .....veeeuvieiieeiiieeiieeieeeiteeteesiteeteesiteeteesseeeseesaseenseessseenseesnseans 10
1.2.2.1  Chromosomal instability (CIN) - pathway........cccccceeevvieercieeniieenen. 11

1.2.2.2  Microsatellite instability (MSI) - pathway.........ccccoeveveiiienieniieenne 14

1.2.2.3  Serrated pathway ........ccceeeiiieeiiieeiieeeiee et 15

1.2.3 Der priadiktive Biomarker im MAP-Kinase-pathway............cccoocvveniennenn. 16
1.2.3.1  EGF-Rezeptor (EGFR)....cc.oooiiiiiiicieeeeeeeeeeee e 17

1.2.3.2 KRAS et e 17

| N1 1S v 1 ) (<SSR 19
1.2.4.1  Stellenwert der Chemotherapie ..........cceeceeeviienieeciienieeieeeeee e 19

1.2.4.2  Antikorpertherapie (Target-Therapie).......cccceceeevveeerieeecieeeieeeeeeen. 20

1.3 Zielstellung der Arbeit........eccccvvericniisnricssssnnicsssssnsncsssssssessssssssssssssssssssssssssssssans 22
|2. Patienten, Materialien & Methoden 25\
2.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsgut..........cccceeevnriccscrnnrecsssnrrcssssnssecssnnns 25
2.2 MAaterialiCnN...ucccceeeeiieecsieecssnnecssnnenssnncsssnecsssnessssnecsssesssssesssssnssssssesssesssssssssssssssanee 26
2.3 MEtROAEN ...uuuceneeeeinnieinneecsnneecsnnenssneesssneessssecsssnesssssssssssessssnsssssnesssssssssssssssassssanes 28
2.3.1 Follow-up-Datenerhebung.............ccoeeieriiiiiiiiiiieiieieeeece e 28
2.3.2 DatenbankersStellung .........cccceccvieeiiiieiiieeiie e 30
2.3.3  Probenvorbereiting ...........ccoecueeviieiiieniieiie ettt 31
20 206 T B = 15170 (o o4 1< SRS 31
2.3.3.2  Lasermikrodissektion (LMD)........cc.cccovuiiiiiiieiiieeciee e 32
2.3.3.3  DNA-ISOIAtION ...couiiiiiiiiieiiiee e 33

2.3.4  MICTOAITAY ...veeuvieireeiieeiieeteeeteenteesteesteessseeseesssaenseessseenseessseenseesssesnseessseans 34
2.3.4.1 PCR-Amplifikation (LNA-Clamping) ........ccccccveerveeerieeeiieesnreennennn 34
2342  LCD AITaY CRIP..ooiiiiiiieiieiteieeeseee et 36

2.3.4.3 Hybridisierung, Labeling, Farbung, Detektion ...........c.cccccvvevvveennenn. 37

2.3.5  Auswertungsverfahren.........coccooviiiiiiiieiiieiie e 38



Inhaltsverzeichnis

2.3.6  PYIOSEQUENZICIUNG ......oeeeierieeiiieeiieeeiieeeieeeeteeeeteeeseaeeesaeeesseeeaeeesnseeennnes 39
2.3.6.1 Begriindung der zusétzlichen Durchfithrung ..........cccccooeiieiininenn 39
2.3.6.2  Prinzip der Pyrosequenzierung ...........cccceeevveerveeenveeenieeeireeeieee s 40

2.3.7 Statistische Methoden...........cccoooiiiiiieiiiniiieieteee e 41
2.3.7.1  ErlBUterungen .......ccc.eeeeieieiiieeiiee ettt e e et e e s 41
2.3.7.2  Kaplan-Maier Methode ............ccocoeriiiiiiiiiieiiiiieee e 41
2.3.7.3  LO@-RaANK-TESL ...coeiuiiiiiieeiieeeeee e 42
2.3.7.4  Exakter Test nach FiSCher .........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiceeee, 42
2.3.7.5  T-Test (Unverbunden).........ccceecueeeiiieeiieeciie e 42
2.3.7.6  Cox-Regressionsanalyse ..........cccceecueeriienieeniienieeniienieeieesveeneeesaeens 43

|3. Ergebnisse 44\
3.1 PatientencharakteriStik ......coneenvecssenisncnsecnsecsenssnenseecssnecsenssaensecsssecssessssessn 44
3.2 GrunderKrankung.......ceeicieicnsencssnicsssnissssnccsssnsssssnesssnssssssossssssssssssssnssssssssssans 46

3.2.1  TumorloKaliSation..........ccceeiiiiiiiiiiiiiee e 46

3.2.2 Histologische KlassifiZierung...........cccuevuereiienieniieeiieeieeie e 47

R TR0 T € 5 v T | VUSRS 48

3.2.4 Tumorstadieneinteilung........c.ccceeeiieiiiiiiieiieie e 49

3.2.5 Metastasen bei Erstdiagnose........ccceevviieeiieeiiieeiiie e 51

3.2.6  R-KIaSSIIKAtION. ....cuiiiiiiiiiiieciiee e 53

3.3 KRAS - MutationSanalySe ......ccceevcercssericssnnicssnnscsssncsssnsssssnesssssssssssssssssssssssssnns 54
3.3.1  KRAS - MUtAtIONEN. .....eiiiiiiiieeiiieiie ettt s 54
3.3.2 Diskordanzen im KRAS-Mutationsstatus ...........cccceeeeeciierieniiienienireieene 60

3.4 KRAS-VergleiChe ... ueiiiciicisiicnsnicssnicssnnicsssnissssncssssnsssssiesssssssssssssssssssssssssnns 63

3.4.1 Kordanz- und KRAS-Status vs. pTNM-Klassifikation..............cccceevenneee. 63
3.4.1.1 Beurteilung der T-Klassifikation............ccoeeveevieriiienieniiiiieeieeee 63
3.4.1.2 Beurteilung der N-Klassifikation ...........ccccceeevvieecieeniieeniieeciieeeen. 64
3.4.1.3 Beurteilung der M-Klassifikation ............ccecceevieiiiienieniiiinienieeee, 65

3.4.2 Kordanz- und KRAS-Status vs. Grading.........ccccceeevveeeeieeniieeniieeeieeeene 67

3.4.3 Kordanz- und KRAS-Status vs. Primirtumorlokalisation.......................... 68

3.4.4 KRAS-Status vs. HiStOlOgI€ ......cccuveeviiiiiiieeiieeieeeeeeee e 69

3.5 FOHOWAUP couuuerriciscnniccsssnnencssssnnnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssss 72

3.5.1 Ansprechen der First-Line-Chemotherapie...........cccceeeuienieiciiinieniieinnne, 74

3.5.2 Ansprechen der Therapie mit ,,Panitumumab® (Vectibix®)...................... 77

3.5.3 Ansprechen der Therapie mit ,,Cetuximab“ ( Erbitux®).............cccueeneenee. 78

3.5.4 TherapieWeChSel ........c.coiiiiiiiiiiieeiieccee e 80

3.5.5 Therapieabbruch / Therapieunterbrechung............cccccoeeuieriiiiiiinieniieinnne 81

3.5.6 Rezidive und Fernmetastasen ...........cccevueriueenieniieiiieniieie e 83
3.5.6.1  REZIAIVE....iiiiiiiiiiiieieceeee e 83
3.5.6.2  Neue Fernmetastasen ..........ccoocueeeriiiriiieiiiieniieenieeeieeesiee e 85

3.6 KRAS (Cod61) & BRAF (C0d600) - Mutationsanalyse ........ccceeeccneeeccccaseecsans 87

II



Inhaltsverzeichnis

3.7 SUrvivAlaAnNalySe...ueeeiicrccericnissnrecsssssnnecssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 89
3.7.1  Overall Survival (OS)....ccuei i 89
3.7.2 Progression-free survival (PFS) ....coociiioiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 93

|4. Diskussion 97\

4.1 ALIGEIMEINES cueereeerrunriecsssnrrcssssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 97

4.2 Diskussion der Methode ........couueeeveeeiisueiissneiissnencssnecnsnecssnsecsssnecssssecssseecsssscnes 99
4.2.1  QualitAtSSICHEIUNG .....eoviiieiiieiiieiie ettt 99
4.2.2 Vorteile der hiesigen Techniken............cccceevciieiiiiieniieecie e 99
4.2.3 Methodische Zukunftsideen ............ccceeeiiiiiieniieiiienieeieee e, 100

4.3 Diskussion der ermittelten Ergebnisse und Auswertung ........ccccceeeceeeccvneeene 101
4.3.1 Beurteilung des PatientenkolleKtivs ...........ceoveeeriiieiiiieeriieeieeeiee e 101

4.3.1.1  Aktuelle STtuation.........cccueeiuieeiieiieiieeeeee et 101
4.3.1.2  Bewertung der Alters- und Geschlechterverteilung......................... 102
4.3.2 Beurteilung der KRAS-Mutationsanalyse..........cccccevveeeiieniencieeneenneennen. 103
4.3.2.1 Mutationen im KRAS-Gen .......ccccoviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 103
4.3.2.2  Verhiltnis von Codon 12 zu Codon 13 ........ccceeviiiiiniieieiieene 103
4.3.2.3  Widerspriichliche Ergebnisse im Kordanz-Status............c.cccceeuveeee. 104
4.3.2.4 Kiritische Betrachtung der Diskordanzen .............ccccoeevvevieniiennennne. 105
4.3.2.4.1 Doppelmutationen...........cccoveeeiuieeeiiireniieeseee e e e 105
4.3.2.4.2 Adenom-Karzinom-Sequenz bei den Diskordanzen................... 105
4.3.2.4.3 Erklarungen fiir das Auftreten von Diskordanzen...................... 105
4.3.2.4.4 Rezidive mit unterschiedlichem Mutationsstatus ....................... 106
4.3.2.4.5 Klinische Relevanz des KRAS-Status in Adenomen.................. 107
4.3.3 Beurteilung der KRAS-Vergleiche..........cccocceeviiiiiiiniiiiiiieeieeieeeeee, 108
4.3.3.1 Kordanz- und KRAS-Status vs. pTNM-Klassifikation.................... 108
4.3.3.2 Kordanz- und KRAS-Status vs. Primdrtumorlokalisation ............... 108
4.3.3.3 KRAS-Status vs. Histomorphologie ..........cccceeeuveeciienciiencieeeieen, 109
4.3.4 Beurteilung des FOIlOW-UD ......occieiiiiiiiiniiiiieieceee e 109
4.3.4.1 Differenzierte Betrachtung der First-Line-Chemotherapie.............. 109
4.3.4.2 Differenzierte Betrachtung der Target-Therapie.........c..ccceeeveennenee. 110
4.3.4.2.1 Derzeitiger Kenntnisstand............cccceeevuveerieeeriiensieeeieeeeeeeee 110
4.3.4.2.2 Ansprechen der Therapie mit ,,Cetuximab* ( Erbitux®)............ 111
4.3.4.2.3 Ansprechen der Therapie mit ,,Panitumumab“ (Vectibix®) ...... 112
4.3.42.4 Anti-EGFR-Therapie bei KRAS-Mutation?...........cccceeveeenennnee. 113
4.3.4.2.5 Kuration nach Anti-EGFR-Therapie?........c.cccccccevvvrevvveercneeennee. 113
4.3.4.2.6 Ursachenanalyse der Non-responder ...........cccceevverveeniienneenen. 114
4.3.4.3 Differenzierte Betrachtung der Therapiewechsel.............cccceeeuneee. 116
4.3.44 Differenzierte Betrachtung der Therapieabbriiche........................... 116
4.3.4.5 Differenzierte Betrachtung der Therapieunterbrechungen............... 117
4.3.4.6 Differenzierte Betrachtung der Fernmetastasen...............cccccueeuneee. 117
4.3.4.7 Differenzierte Betrachtung der Rezidive...........cccoeevveeiiieniieeninnnn, 118
4.3.5 Beurteilung der Survivalanalyse...........cccccoevieriieiiieniieniieieeieeeeeeeeen 119

III



4.4 Kritische Bewertung der Durchfilhrung..........ccceeiicniscnnricsisnneccscsnnnecsssnnnees 121

4.4.1 PatientenkollKtiV .......cccuieiiiiiiieiiesie ettt 121
4.4.2 VerbesserungsvorsChlAge ........c..cecvieiiiiiiiiieeiie et 121
4.42.1 RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) .............. 121

4.4.2.2  Prospektive StUIeN........c.ceeviiieiiiieiiiieeiie e 122

4.5 SchluSSTOIZerUNG.......cocvurririssnriiisisnricssssnnressssnsesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssese 123
4.5.1 Ursachen filir DiSKOrdanzen ............cccccvevieeviienieeiiienieeieeieeeeee e 123
4.5.2 Einfluss des Kordanz-Status auf OS/PFS.........ccccoiiiiiiiiiiiieee, 123
4.5.3 Einfluss des Kordanz-Status auf weitere Parameter...............cccccceenennnee. 123
4.5.4 Therapieansprechen & klinische Relevanz der Diskordanzen ................. 124
4.5.5 Modulation des therapeutischen Imperativs..........ccceceeveeeenienciieneenneennen. 124
A.5.0 FAZI cuiieiiiiee et sttt ettt 125

4.6 Epikritische Betrachtung und AusblicK..........cicivvveiiiiiscnnricsssnniccscsnnrecsssnnnnees 126
4.6.1 Pradiktive BIOmarker...........cccveriieriieniieniieeiiesiieeie et 126
4.6.2 Nutzen der SeleKtion ........cccecvviiiiiiieiiieeie e 127
4.6.3 Personalisierte MedizZin .........ccoeeueeviieiiieiiiiiieie et 128
4.6.4 Medizin-ethische ASPEKLe ......c.ceeviiieiiiiiiiieeie e 130

|5. Zusammenfassung 132\
6. ANNANG....iiiiiiinniicniisnniicnssnniessssnsicssssssssssssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 134
7.  AbDIldungSverzeiChmis .........ccccevvvnriccsssnricsssnnressssnsecssssnssscsssssssesssssssssssssssssssans 135
8.  TabelleNnVerZeiChIis .......cccvvveericiisnniecsssnricsssnnresssssssessssasssssssssssesssssssssssssssssssans 138
9.  LiteraturverZeiChmis .......ccovveericiissnniccsssnnecsssnnresssssssecssssnsssssssssssessssssssssssssssssans 140
10. DANKSAGUNG...cuuerieiirrnricsissrrricssssssisssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 154
11, Lebenslauf ......iiiiiiviiiiniinniicnissnniecssssnnnessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 155

v



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

A)

Abb.
Abw.
Ak
Akt
Ala
APC
APS
Arg
ASCO
Asp
ATP
ber-abl
BDP
BRAF
bzgl.
bzw.
ca.
CD

CI
CIN
CML
Cod

CpG
CR
CT

Allgemeine Abkiirzungen

Abbildung

Abweichung

Antikorper

Proteinkinase B

Alanin
Adenomatous-polyposis-coli-Protein
Adenosin 5° Phosphosulfat

Arginin

American Society of Clinical Oncology
Asparaginsdure

Adenosintriphosphat

breakpoint cluster region - abelson murine leukemia viral oncogene
Berufsverband Deutscher Pathologen
serine/threonine-protein kinase B-Raf
beziiglich

beziehungsweise

circa

cluster of differentiation

confidence interval

chromosomal instability

chronische myeloische Leukédmie
Codon

Cystein
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin
complete remission
Computertomographie

Diskordanz



Abkiirzungsverzeichnis

DCC
DE
DGP
d.h.
DNA
dNTP
ED
EGF(R)
engl.
ErbB
ERK

et al.
FA
FAP
FFPE
FI
FOLFIRI
FOLFOX
5-FU

G

GDP
gef.
GIST
GmbH
Grb-2
GTP
HE
HER
HGIN
HNPCC
HT
H,0O

deleted in colorectal carcinoma

Deutschland

Deutsche Gesellschaft fiir Pathologie

das heif3t

Desoxyribonucleinsdure (-acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphat (1ATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Erstdiagnose

epidermal-growth-factor - (receptor)

englisch

v-ErbB erythroblastosis virus transforming oncogene homolog
extracellular signal regulated kinases

et alii

Folinsédure (-acid)

Familidre adenomatdse Polyposis

formalin-fixed paraffin-embedded

Finnland

Folinsdure(FOL), Fluoruracil(F), Irinotecan(IRI)
Folinsdure(FOL), Fluoruracil(F), Oxaliplatin(OX)
5-Fluoruracil

Grading

Guanosindiphosphat

gegebenenfalls

gastrointestinaler Stromatumor

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

growth factor receptor - bound protein 2
Guanosintriphosphat

Hematoxylin-Eosin

humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
hochgradige intraepitheliale Neoplasie

hereditary non-polyposis colorectal cancer
high-throughput

Wasser

VI



Abkiirzungsverzeichnis

HOPE
HR
HRAS
HRP
IgG
INT
Jhd.

KRAS
lat.
LCD
LGIN
LK
LMD
LNA
log

m
MAPK
mKRK
MEK
MOSAIK

MSI
mTOR
Mut
MW

n

N

NE
NH;

NRAS

hepes-glutamic acid buffer mediated organic solvent protection effect
Hazard Ratio

Harvey rat sarcoma viral oncogene

horseradish peroxidase

Immunglobulin G

Intergroup

Jahrhundert

Konkordanzen

Kirsten rat sarcoma viral oncogene (= k-ras; K-RAS)
lateinisch

low cost density

leichtgradige intraepitheliale Neoplasie
Lymphknoten

Lasermikrodissektion

locked-nucleid-acids

dekadischer Logarithmus

méinnlich

mitogen-aktivierte Proteinkinase

metastasiertes kolorektales Karzinom

mitogen activated ERK activating kinase
Multicenter International Study of Oxaliplatin/5-Fluorouracil/
Leucovorin in the Adjuvant Treatment of Colon Cancer
microsatellite instability

mammalian target of rapamycin

Mutation

Mittelwert

Anzahl (Stichprobe)

Anzahl (Gesamtheit)

non evaluable

Ammoniak

Nummer

neuroblastoma rat viral oncogene

VI



Abkiirzungsverzeichnis

NSABP National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
ON over night

OP Operation

(O] overall survival (Gesamtiiberleben)

OSp Onkologischer Schwerpunkt Stuttgart

P Phosphorséurerest

PCR Polymerasekettenreaktion (-chain reaction)

PD progressive disease

PET Polyethylenterephthalat

PFS progression-free survival

pH pondus Hydrogenii

PI3K phosphoinositide-3-kinase (Synonym: PIK3CA)

PIK3CA phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide (Synonym: PI3K)
PR partial remission

p (-Wert) Wahrscheinlichkeit (probability)

QulIP Qualitétsinitiative Pathologie

R Residual

RAF rapidly accelerated fibrosarcoma

RAS rat sarcoma oncogene

rcf relative centrifugal force

RECIST Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
RNA Ribonukleinsdure

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur

S. siche

S. Seite

SA Streptavidin

Ser Serin

SD stable disease

SNP single nucleotide polymorphism

s.0. siche oben

sog. sogenannt

VIII



Abkiirzungsverzeichnis

SOS
SQL
SSA
STD
Std.

Taq

TF
TGF-a
TMB
(p)TNM
TP53
UICC
Val

v. Chr.
VEGF
w

WHO
Wnt
WSC
Wt
XELOX
XELOXA
z.B.

son of sevenless

Structured Query Language

sessile serrative Adenome
Standardabweichung

Standard

thermus aquaticus

Transkriptionsfaktor

transforming growth factor a

3,3% 5, 5° - Tetramethylbenzidin
(pathologisch) Tumor, Nodes, Metastasen
Tumorsuppressorgen des p53-Proteins
Union Internationale Contre le Cancer
Valin

vor Christus

vascular endothelial growth factor
weiblich

World Health Organisation

wingless Int 1

Wildtype Suppressor Compound
Wildtyp

Xeloda® (Capecitabin) und Oxaliplatin
XELOX in Adjuvant Colon Cancer Treatment

zum Beispiel

IX



Abkiirzungsverzeichnis

B) Physikalische Einheiten

h Stunde

Min. Minute

Sek. Sekunden

g Gramm

1 Liter

m Meter

°C Grad Celsius
bp Basenpaar(e)
Da Dalton

Hz Hertz (Einheit)
J Joule

M Molar (mol/I)
U Units

Log Logarithmus

0 Prifixe der physikalischen Einheiten

k Kilo (10%)

c Zenti (10%)
m Milli (107)
M Mikro (10°)
n Nano (10”)



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Von der mikroskopischen Diagnostik zur ,,Lotsenstellung® des Pathologen

Die Pathologie dndert ihr Gesicht.

Der Wandel im Bereich der Pathologie von der traditionellen mikroskopischen zur
innovativen Diagnostik zeigt zunehmend positive Auswirkungen im Bereich der
Tumormedizin. Grundlage sind die Bereiche der ,,pridiktiven Pathologie®, sowie der
,» Larget-Therapie®, die den Klinikern ermdglichen, die richtige Therapie dem richtigen
Patienten zuzusprechen, mit gleichzeitig maximalem therapeutischem Erfolg unter

minimalen Nebenwirkungen.

1.1.1 Der Wandel

Die Pathologie stellt eine der innovationsstirksten Disziplinen der heutigen Medizin
dar. Bis vor wenigen Jahren galt das Fachgebiet der Pathologie noch als rein
diagnostisch orientiert. Kernpunkt war in vielerlei Hinsicht die makro-, zyto- und
histologische Suche nach der korrekten Krankheitsdiagnose auf Basis von
Gewebeproben, Abstrichen oder Operationsprdparaten des Patienten, wéhrend die
Obduktion, wie auch heute noch, nur einen kleinen Anteil des Aufgabengebietes
ausmachte. Das Repertoire dieser diagnostischen Pathologie wurde im letzten Viertel
des 20ten Jahrhunderts durch die Entwicklung der Molekularpathologie zunehmend
erweitert (s. Abb. 1). Somit entwickelte sich liber den Blick in das Genom eine
umfassende Diagnostik im molekularen Bereich unter Einbeziehung einer subtilen
Funktionsanalyse von Tumoren. Rasche Sequenzierungsmethoden, metabolische
Analysen sowie Chip- und Arraytechnologien wurden entwickelt. Diese sog. HT-
Technologien (high-throughput) ermoglichen sogar mit altem Archivmaterial und

geringsten Zell- und Gewebeanteilen zuverldssige quantitative Aussagen.



Einleitung

Die Entwicklung der Pathologie
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I'QS 1996 Lasermikrodissektion **
‘312{6, 1998 Theranostik
1‘]7 2001 Pyrosequenzierung ***
Ttse v 2001 HOPE (Olert)
:* (Meinkoth / Wahl) I'j[r 2002 - 2011 - ...
(Emmert-Buck) Antikorper
*** (Nyrén/Ronaghi) ("Target
Therapie")

Abb. 1:

Chronologische Darstellung der Entwicklung der Pathologie von den Wurzeln im 5. Jhd.
v. Chr. bis ins beginnende 21. Jahrhundert.

Der Fortschritt wird im Verlauf weder quantitativ noch numerisch verifiziert. Die Kurve soll
ausschlielich einen tendenziellen Verlauf iiber die Jahre hinweg veranschaulichen.
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Im Zuge der rasanten Entwicklung der molekularpathologischen Methoden etablierte
sich die heutige moderne Pathologie, die die traditionell diagnostische Pathologie
revolutioniert und einen entscheidenden Paradigmenwechsel vollzogen hat.

Abb. 2 veranschaulicht die paradigmatische Wende von der Deskription (lat. describere,

beschreiben) zur Pradiktion (lat. praedicere, vorhersagen).

— [ rrépkTION |

DESKRIPTION —_—

e R-Klassifikation
e  TNM-Klassifikation
e Grading

o Kilassifikationen
e  Dbenigne/maligne

e  Operationen

Abb. 2: Entwicklung der Beurteilungskriterien
(nach Professor A. Bosse, Pathologisches Institut des Klinikums Stuttgart)

Die neu hinzugekommene priadiktive Pathologie verlagert den Schwerpunkt der
pathologischen Beurteilung, jedoch ohne dabei die Anwendung traditionell bewéhrter
Methoden zu vernachléssigen. Die Bestimmung des Malignitidtsgrades, die Ausbreitung
sowie die Typisierung des Tumors stehen weiterhin im Vordergrund. Fiir die
morphologische Beurteilung gibt es bis dato auBer der Mikroskopie kein anderes
Verfahren, das diese Aufgabe bewerkstelligen konnte.

Die deskriptive Pathologie nimmt damit weiterhin im Rahmen der sog.
»Primirdiagnostik mit ca. 80% einen sehr grofen Stellenwert ein, jedoch wird
zusdtzlich von einer ,,Sekundir- und Tertidrdiagnostik® gesprochen, die wachsende

Anteile der pathologischen Diagnostik einnehmen (s. Abb. 3).
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z.B.:

z.B.:
abschlielende zusitzliche
Diagnose nach Prognose

Zusatz- pradiktive
untersuchungen; Biomarker
zweite Meinung Konsensbildung

unter Experten

/ z.B.:

deskriptive Diagnose,
\. Schnellschnittdiagnose,
>~ Schlussdiagnose

Pathologische Diagnostik

Abb. 3: Schematische Darstellung der Komponenten der modernen pathologischen Diagnostik
(Angaben und Werte nach Professor A. Bosse, Pathologisches Institut des Klinikums Stuttgart)

1.1.2  Pridiktive Pathologie

Durch die zunehmende Sachkenntnis der Tumorbiologie und ihrer molekularen Abldufe
lasst sich eindeutig feststellen, dass das Tumorwachstum nicht allein von einzelnen
Tumormarkern, sog. Biomarkern, abhéngt. Vielmehr liegen diesem komplex verkniipfte
Interaktionen verschiedenster intrazelluldrer Molekiille zu Grunde, deren korrekte

Kommunikation untereinander in vielen Féllen bis dato noch nicht geklért ist.

Die erwdhnten Biomarker stellen jedoch trotzdem eine wichtige Rolle in Bezug auf die
Tumorbiologie dar, denn sie sind objektiv messbar, evaluierbar und dienen als Indikator
fiir normale oder pathologische Prozesse. Ebenso zeigen sie die pharmakologische
Antwort auf eine therapeutische Intervention an.

Biomarker konnen prognostisches oder pradiktives Potential besitzen.

Die ,,Pradiktiven Biomarker* nehmen in der Onkologie deutlich an Bedeutung zu. Das

Wort ,,pradiktiv* impliziert, dass es sich hierbei um berechenbare und absehbare Marker
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handelt, die Vorhersagekraft flir das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie besitzen,
ohne sich spontan zu verdndern.

Sie sind die Voraussetzung fiir eine maB3geschneiderte Therapie eines jeden Patienten,
um den individuellen Tumor mit optimaler Wirkung und maximalem therapeutischen
Erfolg zu bekédmpfen.

Grundlage hierbei ist, dass spezifische genetische Eigenschaften des Tumors mit
bestimmten Wirkeigenschaften einer zielgerichteten Therapie korrelieren.

Dies erfordert eine Selektion der Patienten, wodurch die Therapieeignung bzw. die

Effizienz fiir Therapiemoglichkeiten vorhergesagt werden kann.

Die Pathologie hat bereits in den letzten Jahren bei den héufigsten Tumorarten
geeignete Verfahren zur Selektion von Patienten bzgl. der Therapieeignung etabliert.
Dazu zdhlen der HER-2-Test fiir das Mammakarzinom, der KRAS-Test fiir das
metastasierte kolorektale Karzinom, sowie der EGFR-Test fiir das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom. Ebenfalls wurde der immunhistochemische Nachweis von CD20
auf malignen B-Zell-Lymphomen sowie CD117 bei GIST (gastrointestinalen Stroma-
tumoren) in die Diagnostik der Pathologie aufgenommen.

Durch die Moglichkeiten, den Therapieerfolg prospektiv einzuschitzen, bekommt die
Pradiktion in der Onkologie wie auch in der Pathologie einen immer gréferen

Stellenwert.

1.1.3  Target-Therapie (engl. targeted therapy)

Grundlage fiir die inzwischen feste Stellung der molekularpathologischen Diagnostik
innerhalb der pathologischen Diagnosefindung war die detaillierte molekulare
Aufschliisselung der Signaltransduktionskaskaden. Mit der ,,Entdeckung der
Zellkommunikation und im speziellen der Entdeckung der G-Proteine* erhielten Alfred
G. Gilman und Martin Rodbell 1994 den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin,
womit sie die Grundlagen fiir unseren heutigen Wissensstand beziiglich der
intrazelluldiren Kommunikationswege legten (Raju, 2000). Diese Entdeckung prégte
seither maB3geblich die Vorstellung der molekularpathologischen Entwicklungskaskade

von Tumoren.
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Die Tumortherapie basiert traditionell auf 3 &uBerst bestindigen Hauptmethoden:
Operation, Chemotherapie, Strahlentherapie. Doch mittlerweile gibt es auch im
therapeutischen Bereich ein breites Spektrum an neuen Substanzen und Methoden.
Hierzu zdhlen die Immuntherapien, Antikorpertherapien sowie Therapien mit ,,small
molecules®. Diese neuen Methoden greifen stirker auf das moderne molekulare Wissen

zuriick und koénnen damit zielgerichtet in die einzelnen Signalkaskaden eingreifen.

Insgesamt wurden bisher 12 Signalwege identifiziert, innerhalb derer Mutationen (meist
in Protoonko- oder Tumorsuppressorgenen) in der Regel stattfinden (Jones et al., 2008).
Durch Kenntnis dieser Mutationen konnen beispielsweise an Schliisselstellen der
Signaltransduktion Strukturen ausgemacht werden, die fiir den Tumor essentiell und fiir
seine Funktion lebensnotwendig sind. Fiir diese Zielstrukturen (engl. fargets) werden
Therapeutika entwickelt, die den Tumor an seiner Schwachstelle treffen sollen.

Diese inzwischen etablierte Methode der Target-Therapie ermdglicht damit eine
zielgenaue Behandlung des Gewebes und vermeidet eine globale, unspezifische,

nebenwirkungsreiche Applikation.

Derzeit gibt es nur wenige zugelassene Antikorper, die als Tumortherapeutika
Anwendung finden. Dieser geringe Bruchteil einer eigentlich sehr vielversprechenden
groflen Anzahl von neuen Substanzen, die sich in der Entwicklungsphase I. bis III.
befinden und mit Wahrscheinlichkeit in den nédchsten Jahren auf den Markt kommen
werden, ist in Tabelle 1 dargestellt. Somit stellen die bisher zugelassenen Antikorper
nur die Spitze eines Eisberges der sich rasant entwickelnden molekularen pradiktiven
Diagnostik dar. Aus dieser Entwicklung heraus hat sich das Kunstwort ,,Theranostik*
etabliert, welches die optimale Kommunikation aus ,pradiktiver Pathologie* und
,»larget-Therapie* beschreibt. Ein optimierter Therapieerfolg wird jedoch nur in
seltenen Féllen erreicht. Nach heutigem Wissensstand sprechen z.B. bei Patienten mit
einem metastasierten kolorektalen Karzinom in etwa 10% - 20% der Patienten auf

derartige Therapiemallnahmen an (Chung et al., 2005; Cunningham et al., 2004).
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Tabelle 1: Zugelassene Antikorper
Handelsname (Freiname) Tumor Wirkort
Herceptin® (Trastuzumab) Mammakarzinom Her2/neu
Magenkarzinom
Glivec® (Imatinib) CML c-kit, ber-abl
GIST c-kit, ber-abl
Erbitux® (Cetuximab) kolorektales Karzinom EGFR
Vectibix® (Panitumumab)
Tarceva® (Erlotinib) nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom EGFR
Iressa® (Gefitinib)
Tarceva® (Erlotinib) Pankreaskarzinom EGFR
Avastin® (Bevacizumab) Kolorektales Karzinom VEGF
nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom
Nierenzellkarzinom
Mammakarzinom

1.1.4  Ara der personalisierten Medizin

Durch diese Entwicklung umfasst der moderne Aufgabenbereich des Pathologen neben
der histo- sowie zytopathologischen intravitalen Diagnostik und der klinischen
Obduktion nunmehr auch pridiktive molekulare Untersuchungen. Ebenso wird die
Qualitétssicherung in der Medizin, die die Versorgung der Patienten verbessern soll, als
ein Kernpunkt des pathologischen Tétigkeitsbereiches angesehen. Fiir diese Umsetzung
finden inzwischen die molekularpathologischen Befunde Einzug in den klinischen
Gesamtbefund der Patienten, wodurch Therapieentscheidungen in Zusammenarbeit von
Pathologen und Klinikern prézisiert und individualisiert angepasst werden konnen. Die
Diagnose des Pathologen bedeutet oftmals eine wichtige und entscheidende

Weichenstellung fiir die Wahl der Therapieschemata.

»Weg vom Sektionssaal hin zur pridiktiven Diagnostik® - so hat sich die heutige
Pathologie vom ,,Omega“ zum ,,Alpha“ entwickelt und nimmt eine Schliisselrolle in
Diagnostik, Therapie und Verlaufskontrolle von Tumorerkrankungen ein. Im diesem

Zusammenhang wird auch von der ,,Lotsenstellung des Pathologen* gesprochen.
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Schon im Jahre 1966 hat der amerikanische Wissenschaftler A. Donabedian die
»Dimension der Qualitdt“ in Struktur-, Prozess- und Ergebnisqualitit unterteilt
(Donabedian, 1966). Unter Beriicksichtigung des aktuellen medizinischen
Kenntnisstands findet das Qualitdtsmanagement sowie die Qualitdtssicherung in der
Pathologie auf allen drei Ebenen in hochstem Mafle statt, wodurch eine

patientenorientiert integrierte Versorgung ermdoglicht wird.

Die Medizin der Zukunft wird oftmals als personalisierte Medizin bezeichnet. Die
Voraussetzung dafiir wird durch die moderne Pathologie geschaffen. Grundsétzlich ist
die Identifikation von Biomarkern dabei ein wichtiger Schritt fiir die personalisierte
Therapie.  Die Zusammenarbeit von Pathologen und Onkologen, wie z.B. in
interdisziplindren Tumorboards, fithrt zu einer optimalen Verknilipfung der

wissenschaftlichen Untersuchungen und ihrer klinischen Anwendung.

Die Bedeutung der modernen Pathologie in der Ara der personalisierten und
zielgerichteten Medizin wird in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der im Jahre 2008
in Europa am haufigsten auftretenden Krebserkrankung (Ferlay et al., 2010), dem

kolorektalen Karzinom, dargestellt.
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1.2 Das metastasierte kolorektale Karzinom

1.2.1  Allgemeines, Epidemiologie, Risikofaktoren

Mit iiber 70.000 Neuerkrankungen und ca. 30.000 Todesfdllen in Deutschland ist
inzwischen das kolorektale Karzinom fiir Méanner, wie auch fiir Frauen, einer der
héufigsten malignen Tumoren. Mit 16% ist es die zweithdufigste Krebserkrankung und
mit 12% - 14% die zweithdufigste Krebstodesursache in Deutschland.
Geschlechterspezifisch {ibersteigt nur das Mammakarzinom in der weiblichen
Bevolkerung und das Prostatakarzinom bzw. Bronchialkarzinom in der ménnlichen
Bevolkerung das kolorektale Karzinom beziiglich Krebsneuerkrankung bzw.

Krebstodesursache (Robert Koch-Institut, 2010).

Im internationalen Vergleich liegt Deutschland mit seinen Erkrankungszahlen mit an
der Spitze (Robert Koch-Institut, 2010). Im Jahre 2008 machte das kolorektale
Karzinom mit 13,6% die haufigste aller Krebserkrankungen in Europa aus, was einer

Summe von 436.000 Fillen entspricht (Ferlay et al., 2010).

Risikofaktoren fiir das kolorektale Karzinom stellen eine positive Familienanamnese,
chronisch entziindliche Darmerkrankungen, sowie hereditdre Erkrankungen dar. Eine
hereditire Ursache findet sich z.B. beim HNPCC (Rustgi, 2007), der FAP (Morin et al.,
1997), beim Peutz-Jeghers-Syndrom (Launonen, 2005), sowie beim Gardner- (Gardner,
1951) und Tourkot-Syndom (Turcot, 1959).

Ebenfalls fiihren Alkoholabusus, Nikotinabusus, gemiise-, obst- und faserarme
Erndhrung, fett- und kalorienreiche Erndhrung sowie mangelnde Bewegung zu einem
erhohten Risiko. Protektiv und damit risikosenkende Wirkung wird dagegen Folsdure,
Vitamin D, antioxidanten Vitaminen (Vitamin A, C, E) und Mineralien (Selen,

Kalzium) zugesprochen (Ahmed et al., 2004).

Der Hauptanteil der Dickdarmtumoren von ca. 70% - 80% entsteht jedoch sporadisch
im Rahmen von somatischen Genmutationen, wihrend ca. 5-10% erblich bedingt sind

(Keimbahnmutationen) und ungefdhr bis zu 25% eine familidre Hiufung zeigen
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(Calvert and Frucht, 2002; Nagy et al.,2004). Lediglich die sporadische Form des

kolorektalen Karzinoms soll nachfolgend beleuchtet werden.

1.2.2  Karzinogenese

Seit der Erstbeschreibung der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz®“ 1975 (Muto et al., 1975)
galt diese als Paradigma fiir die Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms. Darunter
verstand die Wissenschaft damals den unter dem heutigen Begriff laufenden
,chromosomal instability (CIN)-pathway*.

Derzeit wird die Annahme, dass alle kolorektalen Karzinome diesen postulierten ,,CIN-
pathway* nehmen, revidiert. Offensichtlich gibt es nach momentanem Wissensstand
drei grundsitzlich verschiedene Wege. So sind zu dem seit mehr als 20 Jahren
bekannten ,,CIN-pathway*“ der ,MSI-pathway“ und der ,serrated pathway*“ neu
hinzugekommen.

Zwar geht man weiterhin davon aus, dass das kolorektale Karzinom durch eine
sequenzielle Abfolge von Verdnderungen in Schliisselgenen entsteht, jedoch
unterschiedliche Signalwege und zugrunde liegende Mechanismen existieren. Dies ist
unter anderem ein Erkldrungsansatz fiir die Unterschiede im Krankheitsverlauf, im

Therapieansprechen und in der Prognose betroffener Patienten.

Diesen zuvor genannten Schliisselgenen werden drei klassische Gengruppen zugeordnet
(Gryfe et al., 1997; Vogelstein et al., 2000). Dies sind einerseits die Proto-Onkogene,
die zu Onkogenen mutieren und damit das Zellwachstum und gleichzeitig die maligne
Entartung fordern. Auf der anderen Seite die Tumorsuppressorgene, die nach Mutation
keinen Einfluss mehr auf die Zellproliferation haben. Zusitzlich sind die Mismatch-
Reparaturgene zu nennen, die mutiert keine fehlerfreie DNA-Replikation mehr
durchfiihren konnen, mit dem Ergebnis, dass weitere Mutationen in Proto-Onkogenen

und Tumorsuppressorgenen moglich sind.

10
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1.2.2.1 Chromosomal instability (CIN) - pathway

Kolorektale Karzinome entwickeln sich iiber einen stufenweise ablaufenden Prozess.
Sie entstehen ausgehend von einer normalen Epithelzelle des Kolorektums durch
monoklonale Expansion einer einzigen Zelle iiber einen adenomatdsen benignen Polyp,
der sich bis zu einem invasiven Karzinom ausbilden kann. Grundsétzlich handelt es sich
bei dem Polyp um eine polypdse Schleimhautalteration mit konkreter Konfiguration.
Diese Adenome konnen sich tubulér, tubulovillds oder villos zeigen, sowie schmal,
breitbasig oder gestielt sein. Desweiteren weisen sie zyto- und histologische Kriterien
einer intraepithelialen Neoplasie auf. Von der WHO wird diese als neoplastische

Epithelproliferation ohne Zeichen einer Invasion definiert.

Nicht alle Adenome entwickeln sich immer zu einem Karzinom. Adenome stellen
fakultative Pridkanzerosen dar, bei denen man davon ausgeht, dass sie in ca. 10%
kanzerés werden (Hermanek et al., 1983). Bei Adenomen iiber 2cm werden sogar
Malignitdtsraten von ca. 17% angegeben (Muto et al., 1975). Somit steigt das

Progressionsrisiko mit dem Grad der Ausdehnung der Verdnderung.

Der histologisch und makroskopisch nachweisbare Progress wurde, wie zuvor erwihnt,
1975 mit dem Begriff der sog. ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* geprédgt. Diese Sequenz
beschreibt im Regelfall einen iiber Jahre bzw. Jahrzehnte sich erstreckenden Prozess
(Fearon and Vogelstein, 1990; Gryfe et al., 1997), bei dem der Polyp sukzessiv
dysplastischer, villoser und auch grofler wird. Bestitigt wird diese Ansicht dadurch,
dass das Durchschnittsalter der Erstdiagnose in der 5.-7. Lebensdekade liegt. Ebenso
lieferte die ,,National Polyp Study“ einen gewichtigen Beweis fiir diese kausale
sequenzielle Abfolge (Winawer et al., 1993).

1988 erarbeiteten Fearon und Vogelstein analog zu diesem pathogenetischen Modell die
molekularpathologischen Verdanderungen, wodurch sie jedem Schritt des Prozesses eine
bestimmte Genmutation zuordnen konnten (Fearon and Vogelstein, 1990; Vogelstein et

al., 1988) (s. Abb. 4).

11
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APC KRAS DCC TP53

| lll

hyperprohveratlves Karzmom
Epithel
Adenom etastasen

Akkumulation weiterer

normales
Epithel

genetischer Veranderungen

Abb. 4: Multistep-Karzinogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms
(Model nach Fearon und Vogelstein, 1990)
Legende: APC: adenomatous polyposis coli; KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene;
DCC: deleted in colorectal carcinoma; TP53: tumor protein p53

Initialisiert wird diese Multistep-Karzinogenese konkret durch eine Mutation beider
Allele des Tumorsupressorgens APC oder durch Mutation eines Allels bei
gleichzeitigem Verlust des anderen (Powell et al.,, 1992). APC steht fiir das
multifunktionale ,,Adenomatous-polyposis-coli-Protein®, das mit einer Vielzahl von
anderen Proteinen interagiert. Eines davon ist das sog. B-Catenin, das an der
Zelladhdsion und der Stabilisierung des Zytoskeletts beteiligt ist. APC ist eine
Untereinheit des B-Catenin-Degradationskomplexes und damit Bestandteil des wnt-
Signalweges (Cruz-Bustillo, 2004; Gumbiner, 1995). Verinderungen in diesem Pfad,
durch Mutation im APC-Gen, werden bei 75% - 85% der kolorektalen Karzinome
beobachtet (Frattini et al., 2004; Michor et al., 2004). Bei einem mutierten APC-Gen
wird im Zellkern B-Catenin akkumuliert, entsprechend einem dauerhaften wnt-Signal.
Es wandert in den Zellkern und interagiert dort mit Transkriptionsfaktoren von wnt-

Zielgenen, die an der Zellproliferation und Apoptose beteiligt sind (Behrens et al.,

12
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1996). Mutationen im APC-Gen finden sich z.B. bei der FAP, dem Gardner-Syndrom

oder auch dem Turcot-Syndrom.

Als néchster Schritt folgt die Mutation im KRAS-Gen, einem Proto-Onkogen, das in
30% - 40% der kolorektalen Karzinome mutiert ist (Aaltonen et al., 1993; Andreyev et
al., 1998; Andreyev et al., 2001). Infolge der dauerhaften Aktivierung des KRAS-Gens,
ausgelost durch die Mutation, werden somit kontinuierlich Wachstumsimpulse von der
Zellmembran zum  Zellkern  weitergegeben, woraus ein  unkontrolliertes
Tumorzellwachstum resultiert. In diesem Prozess ist auch die Inaktivierung des DCC-
Gens (,,deleted in colorectal carcinoma®), einem Tumorsuppressorgen, involviert,
welches 1989 identifiziert wurde (Fearon et al., 1990). Die Mutation im DCC-Gen
fiilhrt zu einem Verlust des Zusammenhalts der Zellen, da das DCC-Protein fiir Zell-
Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen verantwortlich ist (Fearon and Vogelstein, 1990).
Diese Mutation tritt bei 70% der kolorektalen Karzinome und 50% der fortgeschrittenen
Adenome auf (Calvert und Frucht, 2002; Vogelstein et al., 1988). Selbst grof3e
Adenome sind zu diesem Zeitpunkt noch benigne Neoplasien.

Die weitere Tumorprogression ist Folge der Mutation des TP53-Gens. Als Wichter im
Zellzyklus verhindert p53 die Replikation geschadigter DNA und regt auch die
Apoptose von geschéddigten Zellen an. Folge einer Mutation in diesem Gen ist der
Verlust des programmierten Zelltods, wodurch sich ebenfalls ein ungehemmtes
Tumorzellwachstum ergibt. Mutationen in diesem Gen zeigen sich in mehr als 50% der
sporadischen kolorektalen Karzinome (Aaltonen et al., 1993; Iacopetta, 2003; Kressner

et al., 1999; Vogelstein et al., 2000).

Inzwischen wird der Vorgang differenzierter betrachtet.

Tumorbiologen gehen davon aus, dass ,,die genetischen Verdnderungen nicht geordnet
oder sequenziell-algorithmisch, sondern relativ chaotisch, im Sinne eines stochastischen
Prozesses* (Tannapfel, 2010) ablaufen. Derzeit konnen 700 - 1000 Genalterationen
identifiziert werden. Diese bilden die Grundlage fiir neue Genkombinationen. Uber
epigenetische  Verdnderungen kommt es zu weiteren Modifikationen der
»Kombinatorik. Desweiteren wird ,,die genetische Diversivitét ... durch die genetische

Instabilitdt und durch epigenetische Alterationen vergréBert® (Tannapfel, 2010).
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Um in diesem stochastischen Prozess etwas Orientierung zu erhalten, wird konkret
zwischen frithen und spéten Ereignissen wihrend der Karzinogenese unterschieden.
Die Mutationen im KRAS-Proto-Onkogen werden zu den frithen Ereignissen gezéhlt
(Pretlow et al.,, 1993; Smith et al., 1994; Yamashita et al., 1995) ebenso die
Inaktivierung beider Allele des APC-Gens (Nagase et al., 1993). Mutationen des
Tumorsuppressorgens p53 stellen eher eine spites Ereignis in der Karzinogenese dar

(Fearon and Vogelstein, 1990).

Die Folgen der Akkumulation genetischer und chromosomaler Verdnderungen in
Onkogenen wie KRAS und Tumorsuppressorgenen wie APC, DCC und p53 fithren zu
einer Aneuploidie und chromosomalen Instabilitit. Dies begriindet, weshalb die
Adenom-Karzinom-Sequenz auch als CIN (chromosomal instability) Bezeichnung
findet. Eine CIN findet sich bei 65% - 70% der sporadischen kolorektalen Karzinome
(Lengauer et al., 1998).

1.2.2.2 Microsatellite instability (MSI) - pathway

Der MSI-pathway unterscheidet sich gundlegend vom CIN-pathway.

Hierbei kommt es aufgrund einer somatischen Mutation in Mismatch-Reparaturgenen
zu einer fehlerhaften DNA-Replikation im Bereich der Microsatellitenloci. Mutationen
in einem der 3 Haupt-Mismatch-Reparaturgene (MLH1, MSH2 und MSH6) fiihren zu
einem Defekt der entsprechenden Proteine und zur Begiinstigung weitere Mutationen,
wie z.B im KRAS-Gen oder APC-Gen. Zusitzlich sind ebenso die oben genannten
genetischen Verdnderungen des CIN-pathways aktiv.

Dieser Weg steht bei sporadischen Kolonkarzinomen mit bis zu 16% nicht im
Vordergrund. Dagegen kommt er zum groften Teil bet HNPCC-Tumoren mit ca. 86%
vor (Aaltonen et al., 1994; Gryfe et al., 1997).
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1.2.2.3 Serrated pathway

Bereits 1990 wurde von Longacre und Fenoglio-Preiser der Begriff des ,,serratierten
Adenoms* eingefiihrt (Longacre and Fenoglio-Preiser, 1990) und zwar fiir erhabene
Lisionen, welche eine serrative (sidgeblattartige, gezahnte) Kryptenmorphologie zeigen,
dabei aber auch durch eindeutige neoplastische zytologische Veridnderungen
gekennzeichnet sind. Sessile serrative Adenome (SSA) stellen eine neue Polypenentitit
im Kolorektum dar, welche von hyperplastischen Polypen wie auch von traditionellen
serratierten Adenomen unterschieden werden miissen (Noffsinger, 2009).

Serrative Adenome entstehen meist im rechten Hemikolon und betreffen haufiger dltere
Patienten mit einem Geschlechterverhdltnis von ca. 2:1 (w:m) (Tuppurainen et al.,
2005).

Frauen sind fiir diese Form der Entwicklung des kolorektalen Karzinoms priadisponiert.
Als Grund dafiir wird die Reduktion des Ostrogen- und Folatspiegels nach der
Menopause angenommen (Méikinen, 2007).

Diese SSA sind fiir 10% - 20% aller kolorektalen Karzinome verantwortlich. Vermutet
wird auch, dass dieser Karzinogeneseweg schneller ablduft als die klassische Adenom-

Karzinom-Sequenz (CIN).

Beim serrated pathway spricht man auch von epigenetischer Instabilitét.

Die primére Schliisselmutation liegt im BRAF-Gen. Es kommt dabei zu Stérungen der
Apoptose der Kryptenepithelien, darauthin zur epigenetischen Promotor(CpG)-
Methylierung und aufeinander folgenden Genausfillen und schlielich zur Entwicklung

einer meist hohen Mikrosatelliteninstabilitdt (Tannapfel et al., 2010).
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1.2.3  Der pridiktive Biomarker im MAP-Kinase-pathway

Trotz des enormen Wissenstandes und der Bedeutung der Onkogene steht daher fiir das
kolorektale Karzinom nur ein einziger pradiktiver Biomarker zur Verfiigung: KRAS.

KRAS ist eines der ersten Onkogene, die entdeckt wurden. Angeborene KRAS-
Mutationen werden beim Noonan-Syndrom und bei Kardio-fazio-kutanen Syndromen
gefunden, wohingegen erworbene KRAS-Mutationen in Leukdmien, kolorektalen
Karzinomen und auch bei Pankreaskarzinomen héufig sind (Tannapfel et al., 2010).
Dariiberhinaus werden diese auch in einer Vielzahl von weiteren humanen Krebsarten,
insbesondere der Lunge, des Endometriums, des Gallengangs sowie der Ovarien

gefunden (Riely and Ladanyi, 2008; Schubbert et al., 2007).

Das KRAS-Protein spielt eine entscheidende Rolle in der MAP-Kinase-Kaskade
ausgehend vom EGF-Rezeptor. (s. Abb. 5)

Abb.5:  Vereinfachte schematische
Darstellung der EGFR-abhiingigen
)\ o }\ Signaltransduktion.

Eletuximz;f)"u,

" Panitumumab " Mittels liganden-induzierter Dimerisierung wird
der EGFR iiber Autophosphorylierung aktiviert.
Uber die Adaptorproteine Grb-2, SOS und KRAS
folgt die Initiierung des MAP-Kinase-pathways.
Das  G-Protein-gekoppelte =~ KRAS  besitzt
zusdtzlich die Fahigkeit iber Aktivierung von
PI3K den PI3K/Akt/mTOR-pathway zu aktivieren.
Dieser stellt einen zweiten Haupt-signalweg
T ausgehend von EGFR dar. Ein mutiertes KRAS-
Gen () zicht eine konstitutive Aktivierung des
MAP-Kinase-pathways unter-halb des EGFR nach
sich, die sich durch Anti-EGFR-Wirkstoffe
(Cetuximab, Panitumumab) nicht modifizieren
lasst.

EGFR

GTP

GDP

Legende:

EGFR: epidermal-growth-factor receptor),

P: Phosphorsdurerest; Grb-2: growth factor
receptor-bound protein 2; SOS: son-of-sevenless;
KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene;
GTP/GDP: Guanosin-di/-triphosphat;

RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma;

MEK: mitogen activated ERK activating kinase;
ERK: extracellular-signal regulated kinase;

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase; Akt: Protein-
kinase B; mTOR: mammalian target of rapamycin;
TF: transcription factor.

16



Einleitung

1.2.3.1 EGF-Rezeptor (EGFR)

Der EGF-Rezepzor (EGFR, ErbB-1, HER-1) ist ein Transmembranprotein, das zur
Familie der Tyrosinkinase-Wachstumsfaktoren-Rezeptoren gehort. Die EGFR-
abhingige Signaltransduktion in Richtung Zellkern reguliert Prozesse wie Proliferation,

Migration, Invasion, Angiogenese und Apoptose.

Der EGFR stellt das Bindeglied zwischen dem extazelluliren Raum und der
intrazelluldren Signaltransduktion dar. Aufgebaut ist er aus einer extrazelluldren
ligandenbindenden Domaine, einer lipophilen Transmembrandomaine und der
intrazelluldren Domaine mit Thyrosinkinaseaktivitdt (Schlessinger, 1986). Durch einen
extrazelluliren Liganden, wie z.B. EGF, TGF-a oder auch Amphiregulin und
Epiregulin, kommt es zur Aktivierung durch entweder eine Homodimerisierung
zwischen identischen Rezeptoren oder eine Heterodimerisierung zwischen zwei
unterschiedlichen Mitgliedern der Rezeptorfamilie (Lemmon and Schlessinger, 1994).
Daraus resultiert eine Autophosphorylierung der Rezeptorthyrosinkinase, wodurch
verschiedene Signalkaskaden initialisiert werden. In einer dieser Kaskaden (s. Abb. 5)

spielt das KRAS-Protein eine entscheidende Rolle.

1.2.3.2 KRAS

KRAS gehort der ras (rat sarkoma)-Proto-Onkogenfamilie an. Diese besteht aus kleinen
GTP-bindenden Proteinen (G-Proteine) mit einem molekularen Gewicht von 21kDa.
Derzeit sind 3 verschiedene RAS-Proteine, mit ihrerseits gewebespezifischer

Expression, bekannt:

= HRAS (Harvey-RAS)
= KRAS (Kirsten-RAS)
= NRAS (Neuroblastoma-RAS)

Das KRAS-Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 12 (12p11.22) und ist ein

orthologes (dhnliches) Onkogen zum transformierenden Gen, das 1967 aus dem Kirsten
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Rat Sarcoma Virus das erste Mal isoliert wurde (Kirsten et Mayer, 1967). Das KRAS-
Protein befindet sich auf der Innenseite der Plasmamembran, besitzt GTPase-Aktivitit
(Khosravi-Far et al., 1994) und agiert als An/Aus-Schalter der Signaltransduktion in den
Zellkern (Adjei and Hidalgo, 2005). Seine Aktivierung ist der Phosphorylierung der
EGF-Thyrosinkinase nachgeschaltet und wird durch SOS bewerkstelligt, welches das
GTP-bindende Protein KRAS in seine aktive Form iiberfiihrt. Das Signal wird im
Weiteren iiber Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma), MEK (mitogen activated ERK
activating Kinase) und ERK (extracellular-signal-regulated Kinase) weitergeleitet und
filhrt schlieBlich zur Transkription von Genen im Zellkern mittels Transkriptions-
faktoren wie c-jun, c-myc und c-fos (Adjei and Hidalgo, 2005; Schubbert et al., 2007).
Uber KRAS ist der MAP-Kinase-pathway eng mit dem PI3K/Akt/mTOR-pathway
vernetzt, da KRAS im Stande ist p110, eine katalytischen Untereinheit von PI3K, zu
aktivieren (Gupta et al., 2007). (s. Abb. 5)

Ein mutiertes KRAS-Gen zieht eine konstitutive Aktivierung des MAP-Kinase-
pathways unterhalb des EGFR-Rezeptors nach sich (unabhéngig von der Fixierung des
Liganden an seinen Rezeptor), die sich durch Anti-EGFR-Wirkstoffe nicht modifizieren
lasst. Die Folge ist eine Daueraktivierung des Signalwegs in den Zellkern, wodurch die
physiologischen Vorginge in iiberméfBigem Grad gesteigert werden und eine maligne
Entartung bzw. dessen Progression herbeiflihrt wird. Die eigenstindige Inaktivierung
des KRAS-Proteins kommt hierbei nicht mehr zustande.

Der KRAS-Mutationsstatus entscheidet somit dariiber, ob ein Patient fiir eine Anti-
EGFR-Therapie (Target-Therapie) in Frage kommt. Liegt das KRAS-Gen also im
Wildtyp vor, kann mittels Anti-EGFR-Wirkstoffen von extrazelluldr eingegriffen und
reguliert werden.

Bei etwa 70% der Tumoren kann auch eine EGFR-Uberexpression nachgewiesen
werden (Nicholson et al., 2001). Der Grad der Expression korreliert aber nicht mit der
Effektivitit der Anti-EGFR-Therapie (Cunningham et al., 2004; Saltz et al., 2004).
Damit ist ein immunhistochemischer Nachweis von EGFR auf den Tumorzellen vor
Beginn der Anti-EGFR-Therapie nicht notwendig.

Onkogene-KRAS-Mutationen werden bei ca. 40% der sporadischen kolorektalen
Karzinome gefunden (Bos et al., 1987, Boughdady et al., 1992), welche 80% aller

18



Einleitung

kolorektalen Karzinome ausmachen (Nagy et al., 2004). Eine Punktmutation des
KRAS-Gens findet man zu >95% in Codon 12 und 13 des Exon 2 (Bazan et al., 2005),
weit weniger hdufig in den Codon 61 und 146, deren pradiktiver Effekt in der
Routinetestung noch keine Verwendung findet (Loupakis et al., 2009b).

1.2.4  Therapie

1.2.4.1 Stellenwert der Chemotherapie

Die Lebenserwartung von Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom
lag frither bei alleiniger Supportivtherapie im Median bei nur 6 Monaten. Durch die
Einfilhrung von palliativen Chemotherapiestrategien in Mono- und spéter auch
Kombinationstherapien, sowie der Entwicklung neuer zielgerichteter (targeted)
Substanzen, stieg diese auf 20—30 Monate an (Oechsle et al., 2006).

Die Relevanz der systemischen Chemotherapie bei Patienten mit einem metastasierten
kolorektalen Karzinom gilt heute als gesichert und wird damit durchweg empfohlen.
Eine Chemotherapie bedeutet im Vergleich zu ,,Best Supportiv Care* Uberlebenszeit-
verlangerung, Verringerung tumorbedingter Symptome sowie Lebensqualitits-
verbesserung (Scheithauer et al., 1993). Dieser Nutzen gilt auch fiir éltere Patienten
(Kohne et al., 2001; Sargent et al., 2001).

Eine adjuvante Chemotherapie beim metastasierten kolorektalen Karzinom hat das
konkrete Ziel, disseminierte Tumorzellen zu eliminieren und damit das Langzeit-
iiberleben, im speziellen das progressionsfreie Uberleben, des Patienten zu verbessern.
Der Nutzen dieser Therapie wurde 1990 auf 5-FU-Basis erstmalig durch die Intergroup-
Studie INT-0035 belegt (Moertel et al., 1990). Gezeigt wurde, dass im Stadium III des
kolorektalen Karzinoms die Einnahme von 5-FU/Levamisol iiber 12 Monate die
Rezidivrate um 40% und die Mortalitit um 33% signifikant gegeniiber der nicht
behandelten Kontrollgruppe gesenkt hat. 5-FU/Levamisol wurde damals damit zum
Standard in der adjuvanten Therapie im Stadium III.

Inzwischen wurde dieser Standard mehrmals erneuert. 1998 wurde die Aquieffektivitit

von 6 monatigen gegeniiber 12 monatigen Schemata belegt (O’Connell et al., 1998),
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sodass die 6-monatige SFU/FA Chemotherapie nach dem Mayo-Clinic-Schema,
alternativ das NSABP-Schema, neu als Standard fiir das Stadium III galt.

2004 wurde basierend auf der MOSAIC-Studie der Standard erneut abgedndert - das
FOLFOX-Schema etablierte sich. Durch die Kombination 5-FU/FA als 48h
Dauerinfusionsschema nach De Gramont mit Oxaliplatin bei Patienten im Stadium II
und III ergab eine Risikoreduktion um 23% gegeniiber der alleinigen 5-FU-Therapie
(Gill et al., 2004). Gleichermal3en etablierte sich das FOLFIRI-Schema, das anstelle von
Oxaliplatin Irinotecan beinhaltete (Douillard et al., 2000).

Die XELOXA-Studie hat 2010 einen neuen Standard gesetzt. XELOX, die
Kombination aus Capecitabin und Oxaliplatin, wurde zur adjuvanten Therapie des
Kolonkarzinoms im Stadium III zugelassen. Capecitabin (Xeloda®) ist ein oraler
Fluoropyrimidin-basierter Prodrug, wodurch eine Portimplantation eingespart werden

kann.

Das chemotherapeutische Vorgehen bei Fernmetastasierung (Stadium IV) basiert auf
den gleichen Chemotherapeutika sowie Schemata, die im Stadium III genutzt werden.
Die zur Verfiigung stehenden Medikamente sind damit folgende: 5-Fluoruracil/

Folinsdure, Capecitabin, Oxaliplatin und Irinotecan. Inzwischen werden diese in Mono-
und Kombinationstherapien in Verbindung mit molekularen Therapeutika (Antikoérpern)

(s. Kapitel 4.3.4.2) erfolgreich angewandt.

1.2.4.2 Antikorpertherapie (Target-Therapie)

Aufgrund der oben beschriebenen Funktionen des EGF-Rezeptors wurden verschiedene
therapeutische Angriffspunkte festgelegt und spezifische Medikamente fiir eine
zielgenaue Therapie (Target Therapie) konzipiert. Somit sind derzeit zwei monoklonale
Anti-EGFR-Antikorper in Deutschland zugelassen - Cetuximab sowie Panitumumab.

Cetuximab ist ein rekombinanter, monoklonaler chimirer Maus/Mensch-Antikorper

(IgG1), der eine antikorperabhingige zelluldr vermittelte Zelltoxizitdt zu induzieren
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vermag. Panitumumab ist dagegen ein rekombinanter humaner IgG2-Antikdrper ohne
antikorperabhéngige Zelltoxizitit.

Beide sind gegen die extrazelluldre ligandenbindende Domaine des EGFR gerichtet (s.
Abb. 5), wodurch die liganden-induzierte Autophosphorylierung und Aktivierung von
EGFR verhindert wird (Gill et al., 1984). Diese kompetitive Bindung fiihrt zur
Endozytose des Antikorper-Rezeptor-Komplexes, wodurch der Signalweg, ausgehend
von EGFR, unterbrochen wird (Fan et al., 1994).

Insgesamt muss beriicksichtigt werden, dass die Antikorper nur dann ihre Wirksamkeit
entfalten konnen, wenn der EGFR intakt ist und die nachfolgenden Signalwege

regulierbar sind.

Einen weiteren zugelassenen Antikorper in der Therapie des metastasierten kolorektalen
Karzinoms stellt Bevacizumab dar. Im Gegensatz zu Cetuximab und Panitumumab
bindet dieser rekombinante, humanisierte IgG1-Antikorper an den zirkulierenden Faktor
VEGF, wodurch er auch bei Patienten Wirkung zeigen kann (Antiangiogenese), bei

denen KRAS mutiert ist (Hurwitz et al., 2009).
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Der einzige derzeit (seit Januar 2008) etablierte hoch signifikante, negative pradiktive
Biomarker fiir das metastasierte kolorektale Karzinom stellt KRAS dar. Ein mutiertes
KRAS-Gen spricht fiir ein fehlendes Ansprechen einer Therapie mit monoklonalen
Anti-EGFR-Antikorpern. Dies wurde inzwischen in zahlreichen Studien fiir
Panitumumab (Vectibix ®) (Amado et al., 2008) sowie fiir Cetuximab (Erbitux ®) (Van
Cutsem et al., 2009) und auch fiir Mono- und Kombinationstherapien gezeigt.

Folge dieser eindeutigen FErgebnisse ist, dass nun alle Patienten mit einem

metastasierten kolorektalen Karzinom auf die KRAS-Mutation getestet werden.

Mutationsanalyse am
Priméirtumor

Empfehlung : Empfehlung:
Vectibix ® , Erbitux ® keine Antikorpertherpie

Abb. 6: Flussdiagramm laut Leitlinie zur KRAS-Mutationsanalyse beim metastasierten
kolorektalen Karzinom (ASCO)
Legende: mKRK: metastasiertes kolorektales Karzinom;
KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene;
Vectibix®: Panitumumab; Erbitux®: Cetuximab
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Nach bisherigem Kenntnisstand wird der Mutationsstatus des Primértumors als
Goldstandard fiir die Therapie angesehen. Beim Nachweis eines Wildtyps wird die
Empfehlung fiir eine Therapie mit Vectibix® oder Erbitux® ausgesprochen, andernfalls
wird bei vorhandener Mutation diese nicht empfohlen (s. Abb. 6). Dies bedeutet eine
wichtige Weichenstellung fiir die weitere Therapie, wobei interindividuelle Unter-
schiede im Ansprechen nicht ausgeschlossen werden konnen. Auch wird durch diese
Analyse kein uneingeschrianktes Ansprechen in der selektierten Gruppe erzielt, sondern

lediglich eine erhdhte Responserate.

Die Verwendung von Cetuximab und Panitumumab bei Vorliegen einer KRAS-
Mutation erhoht das Risiko fiir Nebenwirkungen. Ebenso entstehen hierdurch unnétige
Kosten, die keinen objektivierbaren Nutzen bieten. Das permanent ,,angeschaltete*
KRAS-Protein kann durch die inhibitorische Antikorpertherapie nicht beeinflusst

werden, so dass der Tumor weiterwachsen, sich ausbreiten und metastasieren kann.

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass die KRAS-Mutation beim
Dickdarmkarzinom ein friihes Ereignis in der Karzinogenese darstellt, wobei die
Mutation auch in metastatischen Absiedelungen beibehalten wird (Riely et Ladany,
2008). Die Ubereinstimmung des Mutationsstatus (Konkordanzgrad)  zwischen
Primértumor und Metastasen liegt laut vieler Studien iiber 90%.

Bei den restlichen Patienten kommt es jedoch vor, dass im Priméartumormaterial und im
Metastasenmaterial ein unterschiedlicher KRAS-Mutationsstatus vorliegt. Diese
sogenannten Diskordanzen werden in vielen Studien mit einem geringen Prozentsatz
erwihnt, aber in der weiteren Betrachtung vernachldssigt. Es gibt jedoch auch Arbeiten,

die einen Diskordanzanteil von bis zu 44% zeigen (Velho et al., 2009).

Ziel der vorliegenden wissenschaftlichen Untersuchung ist es, diesen Anteil an
Diskordanzen an einem Kollektiv von 60 Patienten mit metastasiertem kolorektalem
Karzinom zu analysieren. Ebenso soll die Bedeutung der modernen Pathologie in der
Ara der personalisierten Medizin in Bezug auf das kolorektale Karzinom untersucht

werden.
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Vor diesem Hintergrund stellen sich fiir das kolorektale Karzinom folgende Fragen:

1.

Beeinflussen die Diskordanzen im Mutationstatus den Krankheitsverlauf der

Patienten (Follow-up) sowie das Therapieansprechen ?

Hat das Wissen liber einen diskordanten Mutationstatus Konsequenzen fiir die

Therapie ? Ist eine Modulation des therapeutischen Imperativs notwendig?

Bietet die momentane pradiktive Diagnostik eine 100%ige Aussagekraft fiir das

Ansprechen der Therapie ?
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2. Patienten, Materialien & Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsgut

Das 60 Personen umfassende Kollektiv (21 Frauen, 39 Minner, Durchschnittsalter bei
ED 63,33 Jahre) setzt sich zusammen aus Patienten, deren Tumormaterial am Institut
fiir Pathologie des Klinikums Stuttgart bereits aus diagnostischen Griinden
molekularpathologisch beziiglich des KRAS-Mutationsstatus untersucht worden war.
Das Untersuchungsgut war interindividuell unterschiedlich. Pro Patient wurden
mindestens zwei unterschiedliche Priparate auf die Mutationen hin getestet. Mogliche
Praparate waren: Primdrtumor, Rezidiv, Adenom (LGIN, HGIN), Lymphknoten-
metastasen, Fernmetastasen.

Einsender waren sowohl die chirurgische Abteilung des hiesigen Klinikums selbst, als
auch ambulante Arzte. Die Originalpriparate entstammen den Jahren 1996 bis 2009.
Die Primédroperation fand bei 46 Patienten (=76,7%) am Klinikum Stuttgart statt, die
restlichen 14 Patienten (=23,3%) wurden an externen Krankenhdusern operiert. Die
Durchfiihrung der adjuvanten Therapie erfolgte bei 43 Patienten (=71,7%) am Klinikum
Stuttgart und bei 11 Patienten (=18,3%) an externen Kliniken. Die restlichen 6 Patienten
(=10%) wurden ambulant in onkologischen Schwerpunktpraxen entsprechend

behandelt.

Fiir die retrospektive Analyse wurden diejenigen Patienten eingeschlossen, die ein
metastasiertes kolorektales Karzinom aufwiesen, am Primértumor bereits operiert
wurden und adjuvant Chemotherapie erhielten. Zusitzlich mussten Follow-up-Daten bis
zum Stichtag 01.07.2010 oder dem zuvor eingetretenen Tod des Patienten vorhanden

sein.
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2.2 Materialien

Alle Geridte inkl. Software, Chemikalien, Puffer oder Enzyme, die zur Durchfiihrung

Verwendung fanden, sind in Tabelle 2 inkrementell zum spéteren Vorgehen aufgelistet.

Tabelle 2: Geriite & Software, Chemikalien, Puffer, Enzyme
(DE: Deutschland; FI: Finnland; PET: Polyethylenterephthalat)

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller, Ort, Land

Mikrotom Histologie Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, DE

Membranobjekttrager (PET), Histologie Leica Microsystems GmbH,

MembraneSlide Wetzlar, DE

Xylol Histologie VWR International GmbH,

Bestellnummer: 28975.291 Darmstadt, DE

Ethanol absolut Histologie, Merck GmbH, Darmstadt, DE

Bestellnummer: 100983

DNA-Isolation

Bestellnummer: HT110332

Héamatoxylin nach Mayer (11) Histologie Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Bestellnummer : MHS32 Steinheim, DE

NH; (Ammoniak) Histologie hauseigene Herstellung, Klinikum
Stuttgart, DE

Eosin' Y Histologie Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, DE

Aqua destillata Histologie, PCR hauseigene Herstellung, Klinikum
Stuttgart, DE

Lichtmikroskop Histologie Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, DE

Digitalkamera Histologie Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, DE

Leica LMD6500 LMD Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, DE

Software Version 6.3 LMD Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, DE

OptiCap (200pl) LMD Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, DE

BioSprint15 DNA Blood Kit (360)
Bestellnummer: 940017

DNA-Isolation

Qiagen GmbH, Hilden, DE
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Buffer ATL (200ml) DNA-Isolation Qiagen GmbH, Hilden, DE

Bestellnummer: 19076

Qiagen ® Proteinkinase K (2ml) DNA-Isolation Qiagen GmbH, Hilden, DE

Bestellnummer: 19131

Vortexer DNA-Isolation LTF Labortechnik, Wangen, DE

KingFisher mL DNA-Isolation Thermo Fisher Scientific,
Helsinki, FI

Mikrozentrifuge DNA-Isolation Eppendorf, Hamburg, DE

Mikrozentrifugen Tubes 1,5ml DNA-Isolation Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorf ® Thermomixer Compact ~ DNA-Isolation Eppendorf, Hamburg, DE

PCR-Tubes PCR Eppendorf, Hamburg, DE

Buffer (10x, incl. 20mM MgCl,) PCR Roche, Mannheim, DE

Bestellnummer: 12161494103

dNTP Mix (10mM) PCR Invitrogen GmbH, Darmstadt, DE

Bestellnummer: 18427088

Taq-Polymerase (5U/ul) PCR Qiagen, Hilden, DE

Bestellnummer.:201203

CAS 1200 PCR Corbett Research, Australia jetzt
Qiagen, Hilden, DE

Thermocycler PCR Analytik Jena AG, Jena, DE

K-RAS > 1.4 LCD Array Kit, Microarray Chipron GmbH, Berlin, DE

12Chips/ 96 Tests

Bestellnummer: SN-300-06

Inkubationswasserbad Mikroarray GFL Gesellschaft fiir Labor-
technik mbH, Burgwedel, DE

CHIP ™ FVL2400N Microarray Chipron GmbH, Berlin, DE

Detektion Kit (Modulator, STAIN, Microarray Chipron GmbH, Berlin, DE

Dilution Buffer, Hybridization Buffer

B, LABEL)

Bestellnummer: Z-100-01

CHIP-Scanner PF2700 Auswertung Chipron GmbH, Berlin, DE

SlideReader Software Vers. 9.01 Auswertung Chipron GmbH, Berlin, DE

PyroMark Q24, incl. Software Pyrosequenzierung Qiagen GmbH, Hilden, DE
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2.3 Methoden

2.3.1 Follow-up-Datenerhebung

Die Erhebung der Follow-up-Daten, d.h. die Erfassung des postoperativen Verlaufs der
Erkrankung mit adjuvanter Chemotherapie, erfolgte iiber verschiedene Wege. Das
Zusammentragen dieser Daten war durch den jlingsten Entlassungsbrief am
geeignetsten moglich. Dieser beinhaltete den chronologischen Verlauf der
postoperativen Therapiemethoden inklusive durchgefiihrter adjuvanter Chemotherapie.
Nur bei denjenigen Patienten, die zum aktuellen Zeitpunkt der Abfrage am Klinikum
Stuttgart behandelt wurden, konnte mithilfe IThrer Originalakte bzw. des digitalen
Programmes ,,HYD media*“ im Archiv dieser Entlassungsbrief eingesehen werden.

Alle iibrigen Patienten, iiber deren postoperativen Verlauf im Klinikum Stuttgart keine
aktuellen Daten vorlagen, waren {iiber ihren Hausarzt auffindbar. Daten iiber die
behandelnden Hausdrzte waren am OSP Stuttgart e.V. (Onkologische Schwerpunkt
Zentrum Stuttgart) durch das zentrale EDV-gestiitzte Tumordokumentations- und
Informationssystem einsehbar, so dass diese postalisch angeschrieben werden konnten.
Mittels eines selbst erstellten Formulars und der zusitzlichen Bitte, den jlingsten zur
Verfligung stehenden Entlassungsbrief ihres Patienten der Riicksendung beizulegen,
konnten zu allen 60 Patienten die notwendigen Follow-up-Daten erhoben werden. Der

Abfragestichtag war der 01.07.2010.

Das Formular befindet sich im Anhang (s. S. 134). Bei fehlendem Entlassungsbrief
sollten wenigstens Eckpunktfragen (Ort der Priméroperation, Therapieabbruch,

Therapieunterbrechung, Remissionsgrad, sekundédre Operationen, Tod) abklért werden.

Die Uberlebenszeit stellt einen der solidesten und langfristigsten Parameter dar. Um
allerdings moglichst ziigig eine Erfolgskontrolle der Therapie zu erhalten, sind schneller
zu evaluierende Parameter notwendig.

Um das Tumoransprechen und damit einen Therapieerfolg oder -misserfolg objektiv
und quantitativ beurteilen zu konnen, fanden die RECIST(Response Evaluation Criteria

in Solid Tumors) - Kriterien bzw. - Kategorien Anwendung.
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Die urspriinglich publizierten Kriterien (Therasse et al, 2000) sind inzwischen
verfeinert, vereinfacht und um neue Untersuchungsmethoden erweitert worden
(Eisenhauer et al, 2009). Diese Kriterien umfassen aber weiterhin 5 mogliche
Kategorien fiir die Klassifikation des Ansprechens der Behandlung bei soliden

Tumoren. Diese sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Fiinf Kategorien des Therapieansprechens nach RECIST

CR complete remission alle Lasionen sind verschwunden

PR partial remission min. 30% Reduktion der Lésionen

SD stable disease weder PR noch PD

PD progressive disease, min. 20% GroéBenzunahme der Lisionen
NE Non evaluable, Non-CR/Non-PD nicht evaluierbar

Es wird unterschieden zwischen einer partiellen (PR) und einer kompletten Remission
(CR), sowie einer stabilen Erkrankung (SD) und einem Progress (PD). Sind nicht
auswertbare Daten vorhanden, werden diese unter nicht-evaluierbar (NE) aufgefiihrt.
Diese 5 Outcome-Moglichkeiten waren fiir den Onkologen als Ergebnis der jeweiligen
Staginguntersuchung ein entscheidendes Kriterium im Hinblick auf die Applikation der
adjuvanten Chemotherapie. Ebenso dienten diese RECIST-Kategorien der aktuellen
Untersuchung, da mittels dieser die Evaluierung des progressionsfreien Uberlebens
vorgenommen wurde. Ebenso wurde das beste Gesamtansprechen (best overall

response) hiermit ermittelt.
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2.3.2  Datenbankerstellung

Uber Microsoft Office Access 2007 wurde eine relationale Datenbank angelegt. Diese
umfasste alle Daten der Patienten in systematischem Aufbau. Folgende Struktur wurde

hierbei erstellt (s. Abb. 7):

tbiBefundnummern
1
tblLokalisation .
tblPersonen tblKrasAnalyse
tblPatho 1 11
I ]

tblHausarzte
e I

tblTherapie/Followup
1

Abb. 7: Beziehungen in Access
Legende: tbl.: Tabelle

Diese Datenbank ermdglichte anschliefend konkrete Abfragen einzelner Kriterien von
speziellen oder auch allen Patienten, insbesondere jedoch die Abfrage vernetzter
Kriterien innerhalb des Patientenkollektivs zum differenzierten Vergleich mittels SQL-

Abfragen (Structured Query Language).
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2.3.3  Probenvorbereitung

2.3.3.1 Histologie

Fixierung und Entparaffinierung:

Ausnahmslos wurden FFPE(formalin-fixed paraffin-embedded)-Préparate verwendet.
Diese waren in 4% gepuffertem Formalin fiir 24h fixiert und anschlieend in Paraffin
eingebettet worden. AnschlieBend wurden je nach GroBe des Tumorareals 5-10pm
dicke Schnitte mit einem Mikrotom angefertigt, die iiber die Entparaffinierung der
DNA-Isolation zugefiihrt wurden.

Bei extrem geringem Tumoranteil wurde die Lasermikrodissektion genutzt. Hierfiir
mussten Schnitte von bis zu 20um erzeugt und auf PET(Polyethylenterephthalat)-
beschichtete Objekttrager aufgezogen werden. Zwar konnte bei derart dicken Schnitten
kaum eine Aussage iiber die Morphologie gemacht werden, jedoch lag der Vorteil darin,

dass umso mehr Tumorzellen pro Fliche vorhanden waren.

Zur histologischen Beurteilung wurden zudem zusitzlich 4um dicke Paraffinschnitte
angefertigt, mit Himatoxylin und Eosin (HE) angefarbt und anschlieend gemeinsam
mit Prof. Dr. med. A. Bosse (Institut fiir Pathologie, Klinikum Stuttgart) hinsichtlich der
TN-Klassifikation, des Gradings sowie nach histomorphologischen Aspekten gesichtet

und beurteilt.

Entparaffinierung, sofern notwendig:
1.) Xylol fiir 3x20 Sek.
2.) Ethanol 100% fiir 2x30 Sek.
3.) Ethanol 95% fiir 2x30 Sek.
4.) Spiilen mit Aqua destillata fiir 30 Sek.

Férbung nach folgendem HE-Protokoll:
1.) Hamatoxylin nach Mayer fiir 1 Min
2.) Spiilen mit Aqua destillata fiir 30 Sek.
3.) in Ammoniumhydroxid blduen fiir 30 Sek.
(NHj3 1:500 mit Aqua destillata verdiinnt)
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4.) in Eosin farben flir 10 Sek.

5.) Ethanol 70% fiir 2x30 Sek.

6.) Ethanol 96% fiir 1x30 Sek.

7.) Ethanol 100% fiir 1x30 Sek.

8.) 10-15 Min. an der Luft trocknen lassen

2.3.3.2 Lasermikrodissektion (LMD)

Fiir die kontaminationsfreie und schnelle Isolierung von einzelnen Tumorzellarealen
wurde die Lasermikrodissektion unter Verwendung des ,Leica LMD 6500
angewendet. Das Gerédt umfasst ein Mikroskop, einen Probentisch sowie einen Laser.
Zusiétzlich  verfliigt es liber eine Steuerungssoftware, mit welcher der
Molekularpathologe das entsprechende Tumorareal markieren und durch den Laser
exakt ausschneiden kann.

Ein kohédrenter gepulster Diodenlaserstrahl (355nm, 80Hz, >4ns, 50uJ) wurde iiber ein
Objektiv auf das Gewebe (HE gefiarbter Schnitt) fokussiert. Mehrere hintereinander
gereihte Pulse erzeugten Schnittlinien. Multicut war mdglich. Benachbartes Gewebe
wurde weder erhitzt noch geschidigt, da das Gewebematerial der Schnittlinie per
plasmainduzierter ~Ablation verdampfte. Die Prézision des Schnittes war
objektivabhingig. Auf diese Weise konnten die Tumorzellen von einem hohen Anteil
Stroma, Entziindungszellen, sowie Nekrosen mit einem hohen Mall an Reinheit
abgetrennt werden, wodurch eine Steigerung der Sensitivitit der Downstream-Analyse
ermOglicht wurde. Die ausgeschnittenen Bereiche fielen nach der Exzision zusammen
mit der Trigermembran (PET = Polyethylenterephthalat) aufgrund der Schwerkraft in
den Cup eines Eppendorf-Tubes (OptiCap) und standen fiir die anschlieBende DNA-
Extraktion, Amplifikation und Analyse zur Verfiigung.

D.h. mittels Separation der Tumorzellen war es mdglich, eine hohe Tumor-DNA-
Ausbeute zu erzielen, die Probe nur minimal zu schiddigen, sowie das Dissektat

kontaminationsfrei zu sammeln.
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2.3.3.3 DNA-Isolation

Im folgenden Schritt wurde die genomische DNA mittels ,,Magnetic Beads*

Technologie mit dem ,,KingFisher mL* isoliert.

Herstellung des Lysats :

Es wurden in den Cup-Deckel des noch offenen OptiCaps nach der LMD 20 ul ATL
Puffer hinzugefiigt, anschliefend verschlossen und bei 10000 rcf fiir 10 Sekunden
zentrifugiert. Bei ungeniigendem Herausldsen von Geweberesten aus dem Deckel sowie
ungeniigender Auflosung konnte dieser Vorgang mit 20 pl ATL Puffer mehrmals
wiederholt werden. Befanden sich alle Zellen in Losung, so wurde der Tube mit ATL
Puffer auf 180ul aufgefiillt. Als ndchstes wurde zur Entfernung aller Proteine aus dem
Priparat 20ul Proteinkinase K hinzugegeben. Bei 56°C und 500 rpm Agitation wurde
ON inkubiert und anschlieend nochmals fiir 10 Sekunden bei 10000 rcf zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in einen neuen Eppendorf-Tube iiberfiihrt, in welchem sich bereits

430 pl Master Mix befanden.

Master Mix:
200 pl AL Puffer
200ul Isopropanol
30ul MagAttract Suspension G

Insgesamt wurden 5 Eppendorf-Tubes fiir den ,KingFisher mL*“ pro Gewebe
bereitgestellt und im Anschluss das Programm BS15 DNA Tissue (Qiagen) gestartet.

Tube 1 630ul Lysat

Tube 2 700ul AW1 Pufter
Tube 3 500ul AW2 Pufter
Tube 4 500ul AW?2 Puffer
Tube 5 100-200ul AE Puffer
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Der Vorgang der biomagnetischen Separation, der durch den ,KingFisher mL*
automatisiert wurde, ist folgender: Die DNA bindet an die ,,Magnetic Beads*
(MagAttrakt Suspension G). Der Magnetstab wird in das Lysat gesenkt, woraufthin die
Beads am Magneten pelletieren. Beim Anheben des Magnetstabs bleiben die Beads
inklusive DNA haften und werden bei Uberfilhrung des Magnetstabs in den AW1
Puffer mitgenommen. Dieser Transfer erfolgt weitere 2 Mal in AW2 Puffer, in denen
die DNA zunehmend weiter gereinigt wird. Um die DNA zu guter Letzt von den
,»Magnetic Beads* zu 16sen, befindet sich in Tube 5 ein Elutionspuffer. Hierfiir wird bei
RT fiir 3 Min. inkubiert und anschlieBend werden die ,,Magnetic Beads* aus dem

Elutionspuffer entfernt.

2.3.4  Microarray

Fiir die Detektion von SNP’s in Codon 12 und 13 wurde von der Firma Chipron der
Array ,K-RAS ™' 1.4 verwendet. Hiermit kénnen 6 Punktmutationen in Codon 12
sowie 3 Punktmutationen in Codon 13 im KRAS-Gen nachgewiesen werden. Der Array
ist damit spezifisch aber auch sensitiv, denn es konnen bei einem Wildtyp-Hintergrund
weniger als 0,5% Mutationen nachgewiesen werden (Clamping PCR). Diese Methode
der Detektion fiihrt innerhalb von ca. 4 Stunden ohne jegliche Fluoreszenz zu
Ergebnissen. Sie umfasst die Durchfiihrung der PCR, das Array-Protokoll sowie die
Analyse.

2.3.4.1 PCR-Amplifikation (LNA-Clamping)
Fiir die Amplifikation wurde ein Volumen von 3ul (min. 25ng/ul genomische DNA)

des DNA-Isolates eingesetzt. Die Amplifikation wurde analog zum PCR-Protokoll des
K-RAS SNP 1.4 Arrays durchgefiihrt:
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1.) 22ul Master Mix in 4 PCR-Tubes

Master Mix ( fiir 4 PCR-Tubes): (=110ul)
12,5ul  Buffer (10x, incl. 20mM MgCl12 )
5,0ul  dNTP Mix (je 10mM)
5,0ul  Primer Mix k-ras (biotinyliert, mitgeliefert im Kit)
5,0ul  K-RAS WSC 0,1 oder WSC 0,5 oder H,O (mitgeliefert im Kit)
1,5ul  Tag-Polymerase (5U/ul)
81,0ul  H,O

2.) 3ul DNA-Isolat hinzufiigen
3.) PCR starten

Thermocycler-Programm:
5Min. - 94°C

45 Sek. - 94°C
45 Sek. - 60°C
45 Sek. - 72°C
Schritt 2 - 4 wird 42x wiederholt
3Min. - 72°C

Um geringste Spuren an mutierten KRAS-Sequenzen innerhalb eines homologen,
umfassenden Wildtyphintergrundes zu detektieren, wurde die Amplifikation in
Anwesenheit von Oligonukleotiden, versetzt mit Locked-Nucleid-Acids (LNA)
(Koshkin et al, 1998), durchgefiihrt. LNAs sind modifizierte Nukleinsduren, in welchen
die Ribose vom 2" O-Atom zum 4'C-Atom mittels einer Methylengruppe iiberbriickt
und damit in einer RNA-Konfiguration (3’endo-Konfiguration) fixiert wird (Obika et al,
1998). Diese Konfiguration hat zur Folge, dass jene Oligonukleotide eine signifikant
hohere Affinitdt und damit hohere thermische Stabilitit zur komplementiren RNA
besitzen als natiirliche DNA (Koshkin et al, 1998).

Die erhohte Affinitdt wird in diesem Fall genutzt, um bevorzugt die Amplifikation von
selektiven Wildtypsequenzen zu unterdriicken und damit sequenzspezifisch KRAS-
Mutationen in Codon 12 und 13 detektieren zu konnen (Huang et al, 2010).

Dies geschah mittels WSC (Wildtype Supressor Compound). Wildtypsequenzen, an
denen WSC komplementér binden konnte, wurden durch die Polymerase schlechter
amplifiziert als mutierte Sequenzen. Je hoher die WSC-Konzentration gewiahlt wurde,
desto stirker zeigte sich diese Unterdriickungsfahigkeit hinsichtlich der Wildtyp-
Amplifikation (Huang et al., 2010). Verschiedene WSC-Konzentrationen, WSC 0,0;
0,1; 0,25; 0,5 und 0,75, fanden in diesem Fall Verwendung.

35




Patienten, Materialien & Methoden

D.h. eine hochst selektive Amplifizierung war damit mdglich, wodurch wéhrend der
PCR hauptséchlich jene DNA-Sequenzen vervielféltigt wurden, die eine Punktmutation
(mismatch) aufwiesen. In erster Linie wurde jede extrahierte genomische DNA sowohl
ohne WSC wie auch mit WCS 0,1 angesetzt, d.h. 2 Arrays pro Person. WSC 0,5 fand
nur Anwendung, wenn eine verstirkte Unterdriickung der Wildtypsequenzen von Néten

war. Zur Verifikation konnten ebenso WSC 0,25 und WSC 0,75 verwendet werden.

Die PCR-Reaktion erzeugte 171bp grole Amplicons, die mit Biotin markiert waren.
Diese amplifizierten Fragmente iiberspannten Codon 12 und 13 im Exon 1 des KRAS-

Gens.

2.3.4.2 LCD Array Chip

Ein LCD Array Chip enthélt 8 identische Arrays, die jeweils individuell fiir parallele
Analysen genutzt werden konnen. Jeder Array besteht aus 7 x 7 Feldern mit einem
Durchmesser von jeweils 300um. Diese sind mit einem chemischen Trigermaterial
beschichtet, auf das in einem spezifischen Muster DNA-Einzelstringe (Sonden)
immobilisiert sind. Diese Sonden dienen als komplementédre Bindungspartner fiir die zu
untersuchende, extrahierte, mit Biotin markierte DNA. Die Wildtyp- wie auch die
mutationsspezifischen Sonden sind alle zur Absicherung vertikal in Duplikaten
aufgespottet. In 3 Ecken des Arrays befinden sich sog. ,,Guidedots*. Diese stellen eine
Hybridisierungkontrolle sowie eine Farbekontrolle dar. Ebenso besteht ihre
Notwendigkeit darin, dass der Chip-Scanner diese als Orientierungspunkte fiir das
Auswertungsgitter nutzt.

Insgesamt sind 27 Felder analog zum Auswertungsgitter in einem charakteristischen
Muster gespottet (3 Kontrollen, 3x2 Wildtypsequenzen, 6x2 Mutationssequenzen in
Codon 12, 3x2 Mutationssequenzen in Codon 13).

Jeweils 4 verschiedene Gewebe konnten pro Chip untersucht werden, da jedes Gewebe
mit 2 unterschiedlichen WSC-Konzentrationen auf die Mutationen hin getestet und

damit 2 Arrays benotigt wurden.
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2.3.4.3 Hybridisierung, Labeling, Farbung, Detektion

Folgendes Verfahren wurde analog zum Protokoll des K-RAS SNP 1.4 Arrays

durchgefiihrt.
Hybridisierung:
1.) Wasserbad auf 35°C einstellen
2)) 200ul Wasser in jede Ecke der Hybridisierungskammer pipettieren, um
eine feuchte Kammer zu erhalten
3) Chip in die Hybridisierungskammer setzten
4.) 25ul Hybridisierungs-Mix und 10ul PCR-Produkt gut mischen und in die
Wells pipettieren
Hybridisierungs-Mix ( fiir 8 Arrays) :
10ul Modulator
240ul Hybridization Buffer B
5. Feuchte Kammer schlieBen und Chip bei 35°C fiir 30 Min. inkubieren
6.) 3 Waschpufferkiivetten mit 300ml WASH solution vorbereiten
7.) Chip fiir 10 Sek. In Kiivette 1 und 2 hin und her bewegen
8.) Chip in die Kiivette 3 transferieren, 1 Min. inkubieren.
9) Chip in der Zentrifuge (CHIP SPIN FVL2400) fiir 15 Sek. bei 2400 rpm
trocknen
Labeling:
10.) 30ul Labeling Mix in die Wells pipettieren
Labeling Mix (fiir 8 Arrays):
270l Dilution Buffer
30ul Modulator
2ul LABEL
11.) bei RT 5 Min. inkubieren
12.) Waschen und Trocknen, analog Schritt 6-9
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Féarbung:
13.) 30ul STAIN-Losung (CAVE!: dunkel lagern) in jedes Well pipettieren
und bei RT fiir 5 Min. inkubieren
14.) den Férbeprozess nach 3-5 Min. durch Spiilen des Chips fiir 15 Sek.
in der 3. Waschpufferkiivette abstoppen
15.) trocknen, analog Schritt 9

Es wird in diesem Fall von einer “Reversen Hybridisierung* gesprochen. Dieses Prinzip
basiert auf einer klassischen Hybridisierung der biotinylierten Amplicons an die
immobilisierten Sonden, mit anschlieBender stringenter Waschung, so dass nur
diejenigen Amplicons gebunden bleiben, die zu 100% komplementér sind. Nachfolgend
wurde ein Enzymkomplex (LABEL), bestehend aus kovalent gebundenem Streptavidin
(SA) und horseradish peroxidase (HRP), hinzugegeben. SA bindet an Biotin, wihrend
HRP Enzymaktivitit besitzt und das im AnschluBl zugefiigte TMB (3,3°, 5,5° -
Tetramethylbenzidin) (STAIN) als Substrat umsetzt. TMB wird in Anwesenheit von
HRP tiefblau, prazipitiert und wird dadurch detektierbar.

Bei der Hybridisierung und beim Labeling wird ein Modulator genutzt. Dieser dient der
pH-Stabilisierung und beinhaltet Kontroll-Oligonukleotide, die auf den Guidedots

hybridisieren.

2.3.5 Auswertungsverfahren

Je nach Vorhandensein keiner, einer oder mehrerer Mutationen waren die
entsprechenden Felder des Arrays gefarbt. Durch die blauen Prézipitate konnte aufgrund
des bekannten Musters der aufgespotteten Sonden auf die Mutation zuriickgeschlossen
werden.

Optimale Aussagen iiber eine Mutation konnten dann erfolgen, wenn die Intensitit der
Mutationsfelder der der Wildtypfelder entsprach.

Die Auswertung bzw. die kritische Auseinandersetzung beziiglich des letztendlichen
Mutationsstatus konnte mit der momentan im Einsatz befindlichen Software nicht

automatisiert per Gerdt ablaufen, sondern musste manuell, durch die langjdhrigen
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Erfahrungen des Molekularpathologen (Dr. Wiedorn, Institut fiir Pathologie am
Klinikum Stuttgart) erfolgen.

Erst mit einer neuen Softwareversion (V10.00.02), die Dr. Wiedorn in Zusammenarbeit
mit der Firma Chipron etabliert, wird zukiinftig eine weitgehend automatisierte

Analyse moglich sein.

Die Chips wurden iiber den CHIP-Scanner PF2700 (Chipron) eingelesen und mittels
Analysesoftware (SlideReader Vers. 9.01 / Chipron) digitalisiert. Die Software erstellte
ein ,,Image” mit unterschiedlichsten Graustufen, entsprechend der Farbintensitit der
Prizipitate auf dem Array. Grundbedingung fiir die Auswertbarkeit war, dass die
Kontrollen bei jeder der drei moglichen WSC-Konzentrationen (0; 0,1, 0,5) farbintensiv
waren.

Ein optimales Ergebnis war in Abhéngigkeit vom prozentualen Mutationsanteil und der
vorhandenen DNA-Menge bei unterschiedlichen WSC-Konzentrationen zu erhalten.

Zu hohe Hintergrundsignale mussten weiter unterdriickt werden, um keine Mutationen
zu Tlbersehen und damit Verfdlschungen auszuschlieBen. Bei einem niedrigen
Prozentsatz an Mutationen, bestand die Mdglichkeit, dass erst bei WSC 0,5 ein
optimales Darstellen der Mutation moglich war. Umgekehrt war bei hohem Prozentsatz
bei WSC 0,1 das Optimum erreicht, da beit WSC 0,5 alle Wildtypsequenzen bereits
unterdriickt worden wéren.

Diese Beschreibung der richtigen WSC-Konzentration fiir ein genaues Ergebnis soll
darlegen, dass die korrekte Interpretation bei leider hdufig vorkommenden schwachen
bzw. unklaren Intensititen sehr schwierig ist und das Wissen iiber den Mutationsanteil

bei Analyse unbekannt ist.

2.3.6 Pyrosequenzierung

2.3.6.1 Begriindung der zuséitzlichen Durchfithrung

Im Rahmen der Auswertung der Follow-up-Daten derjenigen Patienten, die zeitweilig

mit einer Anti-EGFR-Therapie behandelt wurden, zeigte sich bei 11 von 19 Patienten
trotz des Vorliegens eines KRAS-Wildtyps ein fehlendes Therapieansprechen auf die
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Antikorpertherapie. Da der Wildtyp im KRAS-Gen (Codon 12&13) keine Ursache fiir
den hohen Anteil an Nonrespondern darstellt (s. Diskussion, Kapitel 5.3.4), war es
notwendig, nach Mutationen in anderer Lokalisation bzw. anderem Gen des MAP-
Kinase-pathways zu suchen. Bei Detektion wiirde dies den Progress begriinden.

Deshalb wurden weitere Mutationsanalysen bei jenen 11 Patienten durchgefiihrt. Dafiir
wurde die eingefrorene Rest-DNA der Microarrayanalyse fiir eine Pyrosequenzierung
verwendet, mit dem Ziel der Kldrung von Mutationen in Cod61 des KRAS-Gens und

Cod600 des BRAF-Gens (V600E).

2.3.6.2 Prinzip der Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung gehort zu den High-Throughput-Technologien, wodurch sich
DNA-Stringe innerhalb von ca. 5h sequenzieren lassen. Vier Enzyme (DNA-
Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luziferase und Apyrase) sowie 2 Substrate (Adenosin 5’
Phosphosulfat (APS) und Luziferin) sind Grundlage fiir diese Methode, wodurch eine
Detektion von freiwerdendem Pyrophosphat ermoglicht wird (Nyrén, 1987; Ronaghi et
al., 1996). dNTPs werden hintereinander zum einzelstringigen Template mit
gebundenem Primer hinzugefiigt. Die DNA-Polymerase baut dNTPs in den DNA-
Strang ein, wenn diese komplementdr zur Base des Templates vorliegen und bewirkt so
eine Elongation entlang des Template-DNA-Strangs. Das bei diesem Einbau frei
werdende Pyrophosphat entsteht in &quimolaren Mengen zum eingefiigten ANTP. Durch
die ATP-Sulfurylase wird es mit APS zu ATP, welches anschlieend mit Luziferin,
katalysiert durch die Luziferase, zu Oxyluciferin umgewandelt wird. Die dabei erzeugte
Lichtmenge ist proportional zur ATP-Menge. Uber die Apyrase werden zusitzlich die
nicht eingebauten dNTPs und auch ATP abgebaut. AnschlieBend wird das néchste
Nukleotid hinzugefiigt.

Die entstandene Lichtmenge wird gemessen, mit einer Software verarbeitet und danach

durch ein Pyrogramm graphisch dargestellt.

40



Patienten, Materialien & Methoden

2.3.7 Statistische Methoden

2.3.7.1 Erlauterungen

Grundsétzlich wurden die nachfolgend benannten statistischen Methoden als
Trendunterstiitzung genutzt. Die Aussagekraft der Ergebnisse hatte aufgrund der
geringen Fallzahlen der einzelnen Subgruppen keine statistisch korrekte numerische
Aussagekraft. Problematisch zeigte sich in Bezug auf die Survivalanalyse, dass die
Prognose des metastasierten kolorektalen Karzinoms iiber die Zeit nicht konstant blieb.
Nicht zuletzt war dies auf die iiber die Jahre immer besser werdenden
Therapiemaflnahmen und damit einer besseren Prognose zuriickzufiihren. Trotzdem
konnte ein Trend mit Hilfe dieser Methoden anschaulich dargestellt werden.

Die Auswertung der Daten sowie die Erstellung von Tabellen erfolgte mit Microsoft”™

Excel und dem dazugehérigen Statistik-Add-In WinSTAT® Version 2009.1.

2.3.7.2 Kaplan-Maier Methode

Diese auch als ,,Kaplan-Meier-Schitzer bezeichnete Methode wurde 1958 entwickelt
(Kaplan und Meier, 1958). Es ist eine nicht-parametrische Schitzung, bei der zensierte
individuelle Uberlebenszeiten beriicksichtigt werden. Die graphische Darstellung der
Uberlebenszeitkurve wird in Form einer absteigenden Treppenfunktion mit Stufen zu
jedem Sterbezeitpunkt erstellt. Als zeitlicher Nullpunkt und damit Beginn der
Uberlebenszeitbetrachtung wurde der OP-Tag der Priméroperation festgelegt. Ende der
individuellen Betrachtung war der Todestag bzw. bei noch lebenden Patienten der
01.07.2010. Somit umfasst die Uberlebenszeitkurve die Zeitspanne des Follow-up der
beobachteten Patienten.

Mithilfe dieser Analyse lie3 sich die Wahrscheinlichkeit berechnen, mit der ein Ereignis
(der Progress der Erkrankung (PD) nach Operation unter adjuvanter Therapie) zu einem
bestimmten Zeitpunkt eintritt (progression-free survival - PFS) bzw. nach welcher Zeit
ein bestimmter Anteil der betrachteten Patienten noch am Leben war (overall survival -

0S).
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2.3.7.3 Log-Rank-Test

Dieser auch unter dem Namen ,,Mantel-Haenszel-Schétzer” bekannte Test wurde 1959
zum Vergleich von Haufigkeiten entwickelt (Mantel und Haenszel, 1959). Fiir
Gruppenvergleiche ist es das Standardverfahren in der Uberlebenszeitanalyse. Er gibt
Auskunft dariiber, ob die beobachteten Unterschiede in den Uberlebenszeitkurven
statistisch signifikant sind. Als statistisch signifikant gelten p-Werte < 0,05. Es ist ein
nicht-parametrisches Verfahren, dessen Name (Log-Rank-Test) daher riihrt, dass er auf
dem Logarithmus der Range der Daten basiert (Ziegler et al, 2007). In der folgenden
Untersuchung wurde mit diesem Test beispielsweise {iberpriift, ob das Mortalitétsrisiko

zwischen den Subgruppen Konkordanzen/Diskordanzen verschieden ist.

2.3.7.4 Exakter Test nach Fischer

Dieser Test geht auf Ronald Aylmer Fisher zuriick. Es ist ein Signifikanztest auf
Unabhéngigkeit, der auch bei einer geringen Fallzahl zuverldssige Resultate bietet.
Grundlage fiir diesen Test sind Kontingenztafeln mit verschieden grolen Matrices. Im
vorliegenden Kollektiv wurden Zusammenhédnge zwischen dem Kordanz- und KRAS-
Status mit weiteren Parametern durch diesen Test mittels manueller Berechnung

untersucht.

2.3.7.5 T-Test (unverbunden)

Mit Hilfe dieses Tests ist es moglich, die Differenz von Mittelwerten zweier
unabhingiger Stichproben der gleichen Variablen auf eine Signifikanz hin zu priifen.
Voraussetzung ist, dass die Variable intervallskaliert und normalverteilt sein muss.
Dieser Test wird in der vorliegenden Untersuchung angewandt, um die
durchschnittliche Therapieunterbrechung innerhalb der Subgruppen auf Signifikanz zu

priifen.
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2.3.7.6 Cox-Regressionsanalyse

Mit dieser, auch als ,,proportionales Hazard Modell” bezeichneten Methode, wird
untersucht, ob bestimmte Variablen die Uberlebenswahrscheinlichkeit oder das
progressionsfreie Uberleben des Patientenkollektivs (univariat bzw. multivariat)
beeinflussen (Cox, 1972). Grund fiir die Anwendung diese Analyse ist, dass
Erkrankungen meist nicht nur von einem Parameter, sondern meist von einer Vielzahl
von Faktoren parallel beeinflusst werden. Voraussetzung im Cox-Regressionsmodell ist
die Proportionalitdit der Hazard Ratio, wodurch die Stirke des Zusammenhangs
berechnet wird.

Verwendung findet diese Methode in der Survivalanalyse.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristik

Die retrospektive Untersuchung wurde an einer Stichprobe von n=60 Patienten mit
einem metastasierten kolorektalen Karzinom vorgenommen. Das Kollektiv unterteilt
sich in 21 weibliche (=35%) und 39 ménnliche (=65%) Betroffene (s. Abb. 8), mit
einem Alter bei Erstdiagnose zwischen 21 und 84 Jahren (MW 63,34 Jahre, STD 11,39
Jahre; s. Tabelle 4 und Abb. 9).

Verteilung der Geschlechter

”

35%
65%
Abb. 8: Graphische Darstellung der Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs; Ringdiagramm
(n=60)
Tabelle 4: Tabellarische Darstellung des mittleren Patientenalters zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
(n=60)
Legende: m: ménnlich; w: weiblich
. Vertrauen Standard- Standard-
N Mittelwert |~ 950, el Aleidin
m 39 64,89 Jahre 2,41 Jahre 1,19 Jahre 7,44 Jahre
W 21 60,45 Jahre 7,39 Jahre 3,54 Jahre 16,25 Jahre
gesamt 60 63,34 Jahre | 2,94 Jahre 1,47 Jahre 11,39 Jahre
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Patientenalter bei Erstdiagnose (ED)

20 .

10

0 - P —— : : : ——

20bis 30 30bis40 40bis 50 50bis 60 60bis 70 70 bis 80 80 bis 90

Alter bei ED (Jahre)

Abb. 9: Graphische Darstellung der allgemeinen Verteilung des Patientenalters bei Erstdiagnose
(ED) im Histogramm mit einer Klassengriofie von 10 Jahren inklusive
Normalverteilungskurve (n=60)

Bei der geschlechterspezifischen Betrachtung des Alters bei Erstdiagnose zeigt sich,
dass die weibliche Bevolkerung iiber die Jahre hinweg eine homogene Verteilung
aufweist, mit geringfiigigem Maximum in der Altersspanne von 70 bis 80 Jahren.
Wiéhrenddessen ist bei der ménnlichen Bevolkerung eine eindeutige Zunahme der
Erkrankung {iber 70 Jahre zu verzeichnen (s. Abb. 10). Bei der getrennten Betrachtung
des Alters bei ED ergibt sich somit bei den Frauen ein mittleres Alter von 60,45 Jahren

(STD 16,25) und bei den Ménnern von 64,89 Jahren (STD 7,44 Jahre).

. . . Alter bei ED (Jahre)
Patientenalters bei ED, geschlechterspezifisch

, 20 bis 30
N 25 30 bis 40
20 40 bis 50
m 50 bis 60
15 =60 bis 70
80 bis 90

5 I

O -
m (n=39) w (n=21)
Geschlecht

Abb. 10: Vergleichende graphische Darstellung der geschlechterspezifischen Verteilung des Alters

bei Erstdiagnose (ED) im Histogramm mit einer Klassengrofie von 10 Jahren
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3.2 Grunderkrankung

3.2.1 Tumorlokalisation

Die in der Literatur beschriebene klassische anatomische Verteilung der
Tumorlokalisationen im Kolorektum spiegelt sich in der 60 Patienten umfassenden
Stichprobe wieder. Auch die prozentuale Verteilung der Lokalisation innerhalb des
Kolons entspricht der typischen Distribution (s. Abb. 11). Bei geschlechtergetrennter
Betrachtung zeigt sich kein nennenswerter Unterschied (s. Abb. 12a,b).

Anatomische Verteilung der Lokalisation

Descendens 2%
Flexura lienalis 2%
Flexura hepatica 2%
Transversum 3%

Rektum
32%

Abb. 11: Graphische Darstellung der anatomischen Verteilung der Tumorlokalisation;
Tortendiagramm (n=6)

46



Ergebnisse

a.) Frauen (n=21) b.) Minner (n=39)
Rektum Rektum
29% 33%
Kolon
71% Kolon
67%
Abb. 12a,b: Graphische Darstellungen der anatomischen Verteilung der Tumorlokalisation,

getrennt nach Geschlecht; Tortendiagramme ( a.) n=21 b.) n=39)

3.2.2  Histologische Klassifizierung

Desweiteren stimmt die histologische Differenzierung der Karzinome, klassifiziert nach

WHO, ebenso mit der in der Literatur verzeichneten charakteristischen Allokation

iiberein. Es zeigt sich folgende Verteilung (s. Abb. 13): 54 Adenokarzinome (=90%),

5 muzindse Adenokarzinome (=8%) und 1 Siegelringkarzinom (=2%).

muzindses
Adenokarzinom
8%

_—

Histologische Klassifikation (WHO)

Siegelringkarzinom

2%

Adenokarzinom
90%

Abb. 13: Graphische Darstellung der histologischen Differenzierung;

Tortendiagramm (n=60)
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3.23 Grading

Zur detaillierteren Betrachtung der kolorektalen Karzinome werden diese nach ihrem
Ausreifungsgrad untersucht. Dieses sog. Grading orientiert sich an den Richtlinien der
UICC (Union internationale contre le cancer) und unterschiedet 4 verschiedene
Differenzierungsgrade. Per definitionem nimmt der Differenzierungsgrad mit
zunehmendem Grading ab, wodurch G1 den hochsten Differenzierungsgrad aufweist
und G4 undifferenziert ist. Abb. 14 zeigt die Gradingverteilung der Stichprobe; Stadium
G4 ist nicht vertreten. Den am héufigsten vorkommenden Differenzierungsgrad stellt

G3 mit 61,67% dar.

Grading

% 100
80
60
40
20
0

Gl G2 G3 G4 gesamt

Haufigkeit 1 22 37 0 60
® Prozent % 1,67 36,67 61,67 0,00 100,00
Abb. 14: Graphische und tabellarische Darstellung der Verteilung der Stichprobe (n=60) bzgl. des

Gradings G1 - G4
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3.2.4 Tumorstadieneinteilung

Tabelle 5: TNM-Klassifikation UICC 2010
(nach Wittekind und Meyer 2010) Tabellarische Darstellung ohne die Unterteilung in a-, b-, c-
Unterkategorien, da diese spezifische Zuordnung an den kolorektalen Karzinomen des
Patientenkollektivs (n=60) nicht vorgenommen wurde.

T — Priméartumor

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria
T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3  Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder
in peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

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

N - Regionédre Lymphknoten

NX Regionire Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regioniren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteil werden

MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Das UICC-pTNM-System ist international als Tumorklassifikation akzeptiert und stellt
den Goldstandard dar. Die Tumorausdehnung (T), der Lymphknotenbefall (N) und das
Auftreten von Fernmetastasen (M) wird mittels TNM-Klassifikation maligner Tumore
(s. Tabelle 5) ebenso nach den Richtlinien der UICC klassifiziert. Das entsprechende
Tumorstadium (UICC I-IV) ergibt sich aus der Kombination dieser T, N, und M-
Kategorien (s. Tabelle 6). Mit 2 Ausnahmen (4 und 9 Lymphknoten) wurden pro
Patient, wie gefordert, mindestens 12 Lymphknotenmetastasen untersucht (MW: 15,38;
STD: 5,45).
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der Primirtumorverteilung hinsichtlich der TNM-
Klassifikation sowie entsprechender UICC-Stadieneinteilung (n=60)
UICC-Stadium Definition Haufigkeit Prozent
T N M N %

0 Tis NO MO 0 0,00%

I T1 NO MO 1 1,67%

T2 NO MO 2 3,33%

11 T3 NO MO 3 5,00%

T4 NO MO 2 3,33%

111 jedes T N1 MO 7 11,67%
jedes T N2 MO 6 10,00%
v jedes T jedes N MIl 39 65,00%

Im vorliegenden Patientenkollektiv stellt das Tumorstadium UICC IV mit 65 % das

haufigste Stadium zum Zeitpunkt der Priméaroperation dar (s. Tabelle 6).

Abb. 15 veranschaulicht graphisch die Verteilung der UICC-Stadien.

UICC initial
% 100
80
60
40
2° .
0 — |
0 II III v gesamt
Haufigkeit 0 3 5 13 39 60
B Prozent % 0,00 5,00 8,33 21,67 65,00 100,00

Abb. 15:

Priméroperation (n=60)

Graphische und tabellarische Darstellung der UICC-Stadieneinteilung nach
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3.2.5 Metastasen bei Erstdiagnose

Uber die postoperative Feststellung der pTNM-Klassifikation zeigt sich in Bezug auf
die Metastasierung, dass 47 Patienten (=78,33%) Lymphknotenmetastasen aufweisen.
Ebenso lassen sich bei 39 Patienten (=35%) Fernmetastasen feststellen (s. Abb. 16).
Insgesamt zeigen sich 49 verschiedene Fernmetastasenlokalisationen bei 39 Personen.
Dies bedeutet, dass bei jenen Patienten im Mittel 1,26 Fernmetastasenorte vorliegen.
Die héaufigste Lokalisation fiir Fernmetastasen stellt die Leber dar, mit einem
Befallsanteil von 67,31% (=32 Patienten).

Haufigkeit und Lokalisation werden folgend in Abb. 17 visualisiert.

Metastasen bei Erstdiagnose
100
%
80
60
40
ol
0
NO N1 N2 gesamt MO Ml gesamt
Haufigkeit 13 20 27 60 21 39 60
Prozent % | 21,67 33,33 45,00 100,00 35,00 65,00 100,00
Abb. 16: Graphische und tabellarische Darstellung der Verteilung der N-Klassifikation (n=60) und

M-Klassifikation (n=60)
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Lokalisation der Fernmetastasen
bei Erstdiagnose

% 100
80
60
40
20
: H m ..
Leber Lunge Peritoneum divers * gesamt
Haufigkeit 32 8 6 3 49
® Prozent % 67,31 15,38 11,54 5,77 100,00

Abb. 17:

Graphische und tabellarische Darstellung der prozentualen Hiufigkeitsverteilung der
Lokalisation der Fernmetastasen bei Erstdiagnose (n=49)
*divers: Bauchwand, Netz, Gehirn
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3.2.6 R-Klassifikation

Zur Beurteilung der Entfernung des gesamten Tumorgewebes ohne Belassung etwaiger
Residuen wird die sogenannte R-Klassifikation verwendet. RO steht fiir eine kurative
Resektion, d.h. dass kein Resttumor nachweisbar ist, wobei jedoch nicht-nachweisbare
Residuen nicht nachgewiesen werden konnen.

R1 steht fiir einen mikroskopisch und R2 fiir einen makroskopisch nachweisbaren
Residualtumor. Ist von RX die Rede, kann das Vorhandensein von Residuen nicht
beurteilt werden. Abb. 18 =zeigt die Verteilung der R-Klassifikation des

Patientenkollektivs mit einem Hauptanteil von 85% bei RO.

R-Klassifikation
% 100
80
60
40
20
o N I
RX RO R1 R2 gesamt
Haufigkeit 5 51 4 0 60
m Prozent (%) 8,33 85,00 6,67 0,00 100,00
Abb. 18: Graphische und tabellarische Darstellung der Verteilung der R-Klassifikation (n=60)

53




Ergebnisse

33 KRAS - Mutationsanalyse

3.3.1 KRAS - Mutationen

Untersucht wurde Tumorgewebe von 60 Patienten. Bei jedem Patienten wurden im
Verlauf der Krebserkrankung mindestens zwei KRAS-Mutationsanalysen an
verschiedenen Geweben vorgenommen. Der KRAS-Mutationsstatus des Primédrtumors
wurde bei 59 Patienten bestimmt. Die weiteren Analysen fanden entweder an LK-
Metastasen, Fernmetastasen, Rezidiven sowie an Adenomen (LGIN/HGIN) statt.
Welches Gewebe fiir eine weitere Analyse in Frage kam richtete sich nach dem
individuellen Fortschreiten der Erkrankung. SchlieBBlich wurden 162 Gewebeproben auf

die KRAS-Mutation analysiert (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammenfassung und Verteilung der mutationsanalytisch untersuchten Gewebetypen
inklusive vorhandener KRAS-Mutationen
Mutationsanalyse an: alle Proben KRAS-Mutationen
Anzahl Prozent Anzahl Prozent
Primarius 59 36,42% 26 44,07%
Lymphknotenmetastase 32 19,75% 14 43,75%
Fernmetastase 30 18,52% 9 30,00%
Rezidiv 14 8,64% 6 42,86%
Adenom 27 16,67% 10 37,04%
Summe: 162 100,00% 65 40,12%

Mutationen im KRAS-Gen werden insgesamt bei 65 Gewebeproben (=40,12%),
unabhingig vom Gewebetyp, detektiert. Eine Ubereinstimmung im Mutationsstatus
(Konkordanz) der einzelnen Gewebe bzgl. eines Patienten findet sich bei 48 Erkrankten

(=80%). Diskordanzen ergeben sich bei 12 Patienten (=20%) (s. Abb. 19).
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Kordanz-Status

Diskordanzen
20%
(12 Patienten)

Konkordanzen
80%
(48 Patienten)

Abb. 19: Graphische Darstellung der Verteilung des Ubereinstimmens bzw. Nicht-Ubereinstimmens
im KRAS-Mutationsstatus verschiedener Gewebe, der gleichen Person; Tortendiagramm
(n=60)

Dieser Kordanz-Status soll in der weiteren Untersuchung als trennendes Kriterium fiir
die beiden Hauptuntergruppen der Analyse stehen. Zu den Konkordanzen zihlen
diejenigen Patienten, bei denen entweder eine Ubereinstimmung eines KRAS-Wildtyps
in ihren Gewebetypen zu finden ist oder aber eine identische KRAS-Mutation. Sobald
ein Gewebetyp eine andere KRAS-Mutation aufweist oder ein KRAS-Wildtyp bei
bereits ermittelter KRAS-Mutation vorliegt, wie auch im umgekehrten Fall, so
entspricht dieses Vorkommen einer Diskordanz. Diese Diskordanzen stellen den
Hauptbetrachtungsaspekt der vorliegenden Arbeit dar und werden in einem separaten

Kapitel (3.3.2) gezielt betrachtet und einzeln analysiert.

In der Gruppe der Konkordanzen kann dariiberhinaus unterschieden werden, ob die
Ubereinstimmung im KRAS-Gen auf dem Vorhandensein einer Mutation oder eines
Wildtyps basiert (s. Abb. 20).

Diese getrennte Betrachtung innerhalb der Konkordanzen wird in die Untersuchung mit
einbezogen und ist in jeder folgenden Tabelle bzw. Abbildung separat gelistet bzw.
graphisch dargestellt.

Die Tabellen 8 - 12 stellen das Vorkommen und die Verteilung der KRAS-Mutationen

in den verschiedenen Gewebetypen dar.

55



Ergebnisse

Konkordanzen n=48

KRAS-Wildtyp

(33 Patienten)

KRAS-Mutation

31%

(15 Patienten)

Abb. 20: Graphische Darstellung der Verteilung des KRAS-Mutationsstatus in der Subgruppe der
Konkordanzen; Tortendiagramm (n=48)
Tabelle 8: KRAS-Mutationen in Primiirtumoren (n=59)
Primartumor
alle Konkordanzen Diskordanzen
Anzahl Prozent | Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent
Einfachmutationen:
Cod12Asp 15 25,42% 9 18,75% 6 54,55%
Cod12Cys 3 5,08% 2 4,16% 1 9,09%
Cod12Ser 2 3,39% 1 2,08% 1 9,09%
Codl12Val 2 3,39% 1 2,08% 1 9,09%
Codl12Ala 1 1,69% 1 2,08% 0 0,00%
Cod12Arg 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod13Asp 2 3,39% 1 2,08% 1 9,09%
Doppelmutationen:
Cod12Cys/Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0,00%
Cod12Ser/Cod13Asp 1 1,69% 0 0,00% 1 9,09%
Wildtyp: 33 55,93% 33 68,75% 0 0,00%
Summe: 59 100,00% 48 100,00% 11 100,00%
KRAS-mutiert: 26 44,07% 15 31,25% 11 100,00%
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Tabelle 9:

KRAS-Mutationen in Lymphknotenmetastasen (n=32)

LK-Metastasen
alle Konkordanzen Diskordanzen

Anzahl |Prozent Anzahl |Prozent Anzahl |Prozent
Einfachmutationen:
Cod12Asp 7 21,87% 7 29,16% 0 0,00%
Cod12Cys 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Ser 3 9,37% 1 4,17% 2 25,00%
Cod12Val 1 3,13% 1 4,17% 0 0,00%
Codl12Ala 1 3,13% 1 4,17% 0 0,00%
Cod12Arg 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Doppelmutationen:
Cod12Cys/Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Ser/Cod13Asp 2 6,25% 0 0,00% 2 25,00%
Wildtyp: 18 56,25% 14 58,33% 4 50,00%
Summe: 32 100,00% 24 100,00% 8 100,00%
KRAS-mutiert bei: 14 43,75% 10 41,67% 4 50,00%
Tabelle 10: KRAS-Mutationen in Fernmetastasen (n=30)

Fernmetastasen
alle Konkordanzen Diskordanzen

Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent
Einfachmutationen:
Cod12Asp 3 10,00% 3 11,54% 0 0,00%
Cod12Cys 1 3,33% 1 3,85% 0 0,00%
Cod12Ser 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Val 1 3,33% 0 0,00% 1 25,00%
Codl12Ala 1 3,33% 1 3,85% 0 0,00%
Cod12Arg 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod13Asp 2 6,67% 1 3,85% 1 25,00%
Doppelmutationen:
Cod12Cys/Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0,00%
Cod12Ser/Cod13Asp 1 3,33% 0 0,00% 1 25,00%
Wildtyp: 21 70,00% 20 76,92% 1 25,00%
Summe: 30 100,00% 26 100,00% 4 100,00%
KRAS-mutiert: 9 30,00% 6 23,08% 3 75,00%
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Tabelle 11: KRAS-Mutationen in Rezidiven (n=14)
Rezidive
alle Konkordanzen Diskordanzen

Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent | Anzahl | Prozent
Einfachmutationen:
Cod12Asp 1 7,14% 1 8,33% 0 0,00%
Cod12Cys 3 21,43% 2 16,67% 1 20,00%
Cod12Ser 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Codl12Val 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Codl12Ala 1 7,14% 1 8,33% 0 0,00%
Cod12Arg 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Codl13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Doppelmutationen:
Cod12Cys/Cod13Asp 1 7,14% 0 0,00% 1 20,00%
Cod12Ser/Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Wildtyp: 8 57,14% 8 66,67% 3 60,00%
Summe: 14 100,00% 12 100,00% 5 100,00%
KRAS-mutiert: 6 42,86% 4 33,33% 2 40,00%

Tabelle 12: KRAS-Mutationen in Adenomen (n=27)
Adenome
alle Konkordanzen Diskordanzen

Anzahl | Prozent | Anzahl Prozent | Anzahl Prozent
Einfachmutationen:
Cod12Asp 1 3,70% 0 0,00% 1 5,89%
Cod12Cys 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Ser 3 11,11% 0 0,00% 3 17,65%
Codl12Val 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Codl12Ala 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Arg 1 3,70% 0 0,00% 1 5,89%
Cod13Asp 3 11,11% 0 0,00% 3 17,65%
Doppelmutationen:
Cod12Cys/Cod13Asp 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cod12Ser/Cod13Asp 2 7,41% 0 0,00% 2 11,76%
Wildtyp: 17 62,96% 10 100,00% 7 41,18%
Summe: 27 100,00% 10 100,00% 17 100,00%
KRAS-mutiert: 10 37,04% 0 0,00% 10 58,82%
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Die Tabellen 8 - 12 zeigen, dass nicht nur 12 verschiedene Einfachmutationen auftreten
konnen, sondern auch in Einzelfillen Doppelmutationen nachweisbar sind. Bei den
insgesamt 6 detektierten Doppelmutationen besteht immer die Beteiligung von
Cod13Asp (=100%).

Insgesamt wurden 58 Einfachmutationen analysiert, mit einem Verhiltnis von Cod12-
zu Codl13-Mutationen von 88% zu 12%. In den Adenomen hat Cod13 den groften
prozentualen Anteil von 37,50% im Vergleich zu 62,50% in Codl2. Die restlichen
Gewebe weisen anteilméBig geringere prozentuale Vorkommen auf. Cod12Asp ist die
hiufigste Einfachmutation mit 46,55% und kommt in 15 (=55,56%) von 27 Fillen am
hiufigsten in den Primédrtumoren vor. 6 (=40 %) dieser 15 Cod12Asp-Primértumoren

entfallen auf Diskordanzen.

Die Tabellen zeigen weiterhin, dass in jedem der 5 analysierten Gewebetypen der
KRAS-Wildtyp mehr als 50% ausmacht. Der groBte prozentuale Anteil an KRAS-
Wildtyp findet sich mit 70% (21von 30 Féllen) bei den Fernmetastasen. Hingegen zeigt
sich der grofite prozentuale Anteil an KRAS-Mutationen mit 44,07% (26 von 59 Fillen)
bei den Primértumoren. Ein &hnliches Verhiltnis im KRAS-Wildtyp zwischen
Konkordanzen und Diskordanzen findet sich bei den Lymphknotenmetastasen (58,33%
und 50%) und Rezidiven (66,67% und 60%). Bei Betrachtung der Diskordanzen hat
keiner (=0%) der analysierten Primartumore einen KRAS-Wildtypstatus.

Auffillig ist beim Gewebetyp der Adenome, dass bei allen 10 untersuchten Adenomen,
die den Konkordanzen angehoéren, KRAS ausschlieBlich im Wildtyp vorzufinden ist.
Besteht hingegen eine KRAS- Mutation, so gehort diese Probe zur Subgruppe der
Diskordanzen. Adenome in Diskordanzfillen kommen jedoch in beiden Mutationsstati

des KRAS-Gens vor.
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3.3.2 Diskordanzen im KRAS-Mutationsstatus

Ein divergentes Bild im KRAS-Mutationsstatus kann bei 12 Patienten nachgewiesen

werden. Diese sind in Tabelle 13 detailliert aufgelistet.

Tabelle 13: Zusammenstellung der mutationsanalytischen Ergebnisse im KRAS-Gen bei n=12 Patienten
mit diskordantem KRAS-Mutationsstatus.
Je nach Verlauf der Erkrankung und Verfiigbarkeit von Untersuchungsmaterial wurde pro Patient
unterschiedliches Gewebe analysiert.
Legende: LK: Lymphknoten, R: Rezidiv; A: Adenom
KRAS-Status
Nr. Primértumor Lymphknotenmetastase | Fernmetastase | Rezidiv Adenom
1 |Codl2Val Wildtyp Codl12Arg
2 |Codl2Asp Cod12Val (Hepar)
3 | Codl2Ser Cod12Ser Al: Cod12Asp
A2: Cod13Asp
A3: Cod13Asp
A4: Cod12Ser
A5:Cod12Ser/
Codl3Asp
A6: Wildtyp
4 | Codl13Asp Wildtyp Cod13Asp(Pankreas)
Cod12Ser/ LK1: Cod12Ser/ Cod12Ser/ .
3 [codi3asp Cod13Asp Cod13Asp Al: Cod12Ser
LK2: Cod12Ser/ (Omentum majus) .
Cod13Asp A2: Cod12Ser
LK3: Cod12Ser A3: Cod13Asp
A4: Wildtyp
AS: Wildtyp
A6: Cod12Ser/
Cod13Asp
6 Wildtyp Wildtyp (Hepar) R1: Cod12Cys
R2: Wildtyp
R3: Wildtyp
R4: Cod12Cys/
Cod13Asp
7 |Codl2Asp Wildtyp
8 |Codl2Cys Wildtyp (Cerebrum)
9 |Codl2Asp Wildtyp
10 [CodI12Asp Wildtyp
11 [Codl2Asp Wildtyp
12 [Codl2Asp Wildtyp
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Bei 11 dieser diskordanten Fille weist der Primértumor eine KRAS-Mutation auf,
wihrend die restlichen Gewebe des entsprechenden Patienten mindestens eine andere
Mutation oder einen Wildtyp zeigen. Die haufigste Mutation ist Cod12Asp bei 6 der 11
Primédrtumoren (=54,55%). Aufgrund des zu groBen =zeitlichen Abstandes zur
Priméroperation und damit des Fehlens von Primédrtumormaterial konnte bei einem der
diskordanten Fille keine Analyse an diesem stattfinden (Nr.6).

Drei analysierte Lymphknotenmetastasen sowie eine Fernmetastase und zwei Adenome
sind konkordant zu ithrem Primértumor, allerdings stellt die Analyse weiterer Adenome
und einer Lymphknotenmetastase ein inhomogenes, diskordantes Bild dar (Nr. 3, 5).
Ebenso stimmen zwei Rezidive, ein Lymphknoten, sowie eine Fernmetastase in ihrem
Mutationsstatus iiberein, jedoch wird in zwei weiteren Rezidiven auch dieses
konkordante Verhalten unterbrochen (Nr. 6).

Bei 4 Patienten (Nr. 9-12) zeigt sich lediglich im Adenom keine Mutation.

Die fiinf Fernmetastasen wurden an vier verschiedenen Geweben untersucht, mit dem
Ergebnis von vier unterschiedlichen Mutationen (Leber, Pankreas, Omentum majus,

Cerebrum) (Nr. 2, 4, 5, 8).

Bei fiinf der diskordanten Félle lie sich trotz Mutation im Primarius ein Wildtyp in den
Metastasen erfassen (Nr. 1, 4, 6, 7, 8).

Doppelmutationen lieBen sich bei drei Patienten detektieren. Diese finden sich bei
Patient Nr.5 in 4 seiner Gewebeproben vom Typ ,,Cod12Ser/Cod13Asp®, wihrend bei
Patient Nr. 3 der Typ ,,Cod12Ser/Cod13Asp* nur in einem Adenom und bei Patient Nr.
6 der Typ ,,Cod12Cys/Cod13Asp* in einem seiner Rezidive auftritt.

7 der 12 Patienten (=58,33%) hatten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen.
Bei 10 der 12 Patienten (=83,33%) wurde nach der Priméroperation ein positiver
Lymphknotenstatus festgestellt.

Entsprechend der Zuordnung bzgl. der einzelnen Gewebe kann ein prozentuales
Verhiltnis zwischen Wildtyp und Mutation an allen 45 Proben der 12 Patienten mit
diskordantem Verhalten ermittelt werden (s. Abb. 21).
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Primarius n=11

LK-Metastasen n=8

Wildtyp Mutation Wildtyp Mutation
0% 100% 50% 50%
Fernmetastasen n=4 Rezidiv n=5

Wildtyp Wildtyp
25% 60%
Mutation
Mutation 20%
75%

Adenom n=17

Wildtyp
41%
Mutation
59%
Abb. 21: Zusammenfassende graphische Darstellungen der Verteilungen des KRAS-Mutationsstatus

an 5 verschiedenen Gewebetypen des Subkollektivs (n=12) mit diskordantem KRAS-

Mutationsstatus; Tortendiagramme
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34 KRAS-Vergleiche

In diesem Kapitel soll eine Darstellung und Gegeniiberstellung von Tumorvariablen und
dem Kordanz- bzw. dem KRAS-Mutationsstatus erfolgen. Ziel ist es, mogliche
Zusammenhdnge, Beziehungen oder Verflechtungen aufzudecken. Eventuelle
Abhingigkeiten konnten Einfluss auf das weitere Ansprechen der Chemo- oder
Antikorpertherapien zeigen. Untersucht werden die pTNM-Klassifikationen, das

Grading, die Primértumorlokalisation sowie histologische Auffélligkeiten.

34.1 Kordanz- und KRAS-Status vs. pTNM-Klassifikation

Im Folgenden findet eine separate Darstellung der pT-, pN-, und M-Klassifikationen
statt. Es muss hierbei erwdhnt werden, dass das M-Stadium nicht ausschlieSlich
pathologisch bestimmt wurde. Bei einem Teil der Patienten, bei denen keine Resektion
oder Biopsie von Fernmetastasen stattfand, wurde das M-Stadium alternativ wéhrend
der Staginguntersuchung durch entsprechende Bildgebung (Sonographie, Rontgen-
Thorax, CT) ermittelt. Somit wird hier das M-Stadium nicht als ,,pM-Stadium*
aufgefiihrt.

3.4.1.1 Beurteilung der T-Klassifikation

Tabelle 14: T vs. Kordanz/KRAS (n=60);
héufigstes Stadium grau hinterlegt

T-Klassifikation
pTl1 T2 T3 pT4 gesamt
KRAS-Status N % N % N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp 1 3,03 3| 9,09| 23] 69,70 6| 18,18 331100,00
Mutation| 0 0,00 O 0,00 12] 80,00 3] 20,00 151100,00
Diskordanzen 1 8,33 3| 25,00 8| 66,67 0] 0,00 121100,00
gesamt 2 3,33 6| 10,00 43| 71,67 9] 15,00 60( 100,00
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T vs. Kordanz/KRAS

% 100
80

60 pTl

mpT2
40

EpT3

20 mpT4
0

Konkordanzen Wildtyp n=33 Mutation n=15 Diskordanzen
n=48 n=12
Abb. 22: Graphische Darstellung der Verteilung der T-Klassifikation in Bezug auf den Kordanz- und

KRAS-Mutationsstaus (n=60)

Tabelle 14 und Abb. 22 zeigen, dass bei den Diskordanzen das Stadium pT4 nicht
vertreten ist. Bei der genaueren Betrachtung der Konkordanzen féllt auf, das bei der
Subgruppe der KRAS-Mutationen nur Erkrankte mit dem Stadium pT3 und pT4
vorzufinden sind. Das hdufigste Stadium stellt insgesamt mit 71,67% das Stadium pT3
dar (Konkordanzen: 72,92%; Diskordanzen: 66,67%).

3.4.1.2 Beurteilung der N-Klassifikation

Tabelle 15: N vs. Kordanz/KRAS (n=60);
héufigstes Stadium grau hinterlegt

N-Klassifikation

pNO pN1 pN2 gesamt
KRAS-Status N % N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp| 9 2727 11 33,33 13 39,40 331 100,00
Mutation| 2 13,33 6 40,00 7 46,67 15] 100,00
Diskordanzen 2 16,67| 4 33,331 6 50,00 12] 100,00
gesamt 13 21,67 | 21 35,00 26 43,33 60| 100,00
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N vs. Kordanz/KRAS

% 100
80
60

mpNO

40 ®pNI

EpN2
20
0

Konkordanzen Wildtyp n=33 Mutation n=15 Diskordanzen
n=48 n=12
Abb. 23: Graphische Darstellung der Verteilung der N-Klassifikation in Bezug auf den Kordanz- und

KRAS-Mutationsstatus (n=60)

Tabelle 15 und Abb. 23 zeigen, dass die Verteilung der einzelnen N-Stadien innerhalb

der Konkordanzen und Diskordanzen in Richtung pN2 zunimmt. pN2 stellt das

hiufigste Stadium mit insgesamt 43,33% dar (Konkordanzen: 41,67%; Diskordanzen:

50,00%).

3.4.1.3 Beurteilung der M-Klassifikation

Tabelle 16: M vs. Kordanz/KRAS (n=60);
héufigstes Stadium grau hinterlegt
M-Klassifikation
MO M1 esamt
KRAS-Status N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp 12 36,36 21 63,64 33 100,00

Mutation 4 26,67 11 73,33 15 100,00
Diskordanzen 5 41,67 7 58,33 12 100,00
gesamt 21 35,00 39 65,00 60 100,00
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M vs. Kordanz/ KRAS

% 100
80
60

EMO

40 EMl
20
0

Konkordanzen Wildtyp n=33 Mutation n=15  Diskordanzen n=12
n=48
Abb. 24: Graphische Darstellung der Verteilung der M-Klassifikation in Bezug auf den Kordanz-

und KRAS-Mutationsstatus (n=60)

Tabelle 16 und Abb. 24 zeigen, dass das M1-Stadium im Vergleich zum MO-Stadium
sowohl innerhalb der Konkordanzen, wie auch der Diskordanzen héufiger auftritt. In
Konkordanzfillen mit vorliegender KRAS-Mutation liegen zu 73,33 % Fernmetastasen
bei Erstdiagnose vor (M1). Besteht ein KRAS-Wildtyp, so lassen sich in 63,64% der
Fille Fernmetastasen an einem vom Tumor entfernten Ort feststellen. Die Diskordanzen
besitzen hingegen den mit 58,33% geringsten Prozentsatz fiir das Vorliegen von

Fernmetastasen bei Erstdiagnose.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Stadium mit ,,pT3 pN2 M1 das
hiufigste Stadium des Patientenkollektivs (n=60) ist. Dies bestétigt sich bei den
Konkordanzen, bei den Diskordanzen und auch in den Untergruppen der Konkordanzen
(Wildtyp, Mutation). Ebenfalls werden keine Unterschiede in den drei

Gegendtiberstellungen der Klassifikationen beobachtet.
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34.2 Kordanz- und KRAS-Status vs. Grading

Tabelle 17: Grading vs. Kordanz/KRAS;

héufigstes Stadium grau hinterlegt

el

|l

Grading
Gl G2 G3 gesamt
KRAS-Status N % N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp 0] 0,00 12| 36,36 21| 63,64 33 100,00
Mutation 0] 0,00 46,67 53,33 15 100,00
Diskordanzen 1] 8,33 3] 25,00 66,67 12 100,00
gesamt 1| 1,67 22| 36,67 37| 61,67 60 100,00
Grading vs. KRAS
% 100
uGl
80 G2
G3
60 —

Konkordanzen Wildtyp n=33 Mutation n=15  Diskordanzen n=12
n=48
Abb. 25: Graphische Darstellung der Verteilung des Gradings in Bezug auf den Kordanz- und

KRAS-Mutationsstatus (n=60)

Tabelle 17 und Abb. 25 zeigen, dass G3 in jeder Subgruppe iiberwiegt. G1 tritt lediglich

bei einem diskordanten Fall auf. Beim Vergleich der Subgruppen KRAS-Wildtyp und

KRAS-Mutation zeigen sich verhdltnismédfBig mehr G3- als G2-Tumoren bei den

Wildtypen. Jedoch lésst sich hier keine Signifikanz nachweisen. Auch das prozentuale

Uberwiegen von G3 bei den Diskordanzen ist gegeniiber den Konkordanzen ebenfalls

nicht signifikant.
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34.3 Kordanz- und KRAS-Status vs. Primartumorlokalisation

Tabelle 18: Lokalisation vs. Kordanz/KRAS
Lokalisation
Kolon Rektum gesamt
KRAS-Status N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp 23 69,70 10 30,30 33 100,00
Mutation 9 60,00 6 40,00 15 100,00
Diskordanzen 10 83,33 16,67 12 100,00
gesamt 42 70,00 18 30,00 60 100,00
Primartumorlokalisation vs. Kordanz/KRAS
9% 100
80
60
H Kolon
40
m Rektum
20
0
Konkordanzen Wildtyp n=33 Mutation n=15 Diskordanzen
n=48 n=12
Abb. 26: Graphische Darstellung der Verteilung der Primiirtumorlokalisation in Bezug auf den

Kordanz- und KRAS-Mutationsstatus (n=60)

Tabelle 18 und Abb. 26 zeigen, dass der prozentuale Anteil der im Kolon befindlichen

Tumore im Falle von Diskordanzen mit 83,33% hoher liegt als bei Konkordanzen mit

66,67%.

Um festzustellen, ob die Konkordanzen oder Diskordanzen einen signifikanten Einfluss

auf die T-, N- oder M-Klassifikation, das Grading sowie die Priméartumorlokalisation

haben, wurde der ,,Exakte Test nach Fisher* angewendet. Als Nullhypothese galt, dass
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weder die Diskordanzen noch die Konkordanzen einen Einfluss auf die 3
Klassifikationen, das Grading oder die Lokalisation des Karzinoms haben. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 19 aufgelistet. Da in allen Féllen p>0,05 ist, zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede, so dass die Nullhypothese beibehalten wird.

Die gleiche Feststellung fand sich bei der Betrachtung des KRAS-Status innerhalb der
Konkordanzen (s. Tabelle 20).

Tabelle 19: Exakter Test nach Fisher: TNM-KIlassifikation vs. Kordanz-Status
Exakter Test nach Fisher
T-Klassifikation p=0,061
N-Klassifikation p=0,921
M-Klassifikation p=0,224
Grading p=0,135
Lokalisation p=0,161
Tabelle 20: Exakter Test nach Fisher: TNM-Klassifikation vs. KRAS-Status (Konkordanzen)
Exakter Test nach Fisher
T-Klassifikation p=0,821
N-Klassifikation p = 0,669
M-Klassifikation p=0,376
Grading p=0,538
Lokalisation p=0,205

3.44  KRAS-Status vs. Histologie

Ziel der folgenden Betrachtung ist es, einen moglichen Zusammenhang zwischen den
histomorphologischen Charakteristika und dem KRAS-Status festzustellen. Betrachtet
wurden die Gewebe getrennt nach KRAS-Wildtyp und KRAS-Mutation, mit dem
Ergebnis, dass die Molekulargenetik sich histomorphologisch nicht widerspiegelt.
Sowohl bei vorliegendem KRAS-Wildtyp, als auch bei KRAS-Mutation zeigt sich eine
vergleichbare Verteilung (s. S. 47, Abb. 13) in der histologischen Klassifizierung.
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Es folgt nun anhand ausgewidhlter HE-Préparate (Abb. 28 - 33) die exemplarische
Darstellung von mikroskopisch reprasentativen Geweben. Da sich kein Unterschied im
KRAS-Status verzeichnen ldsst, wird keine Differenzierung der Abbildungen in KRAS-
Wildtyp und KRAS-Mutation vorgenommen. Zuvor zeigt Abb. 27ab das

makroskopisch  repridsentative Pendant zu den histologischen Préparaten.

li‘llll'lllllllll|Il|l|l|l|||lll|l|ll|llIlIIIlI|IlII||||||IllI‘IIll|||||II|l|||||||IIII|IIl||IIIl|IlIIIIIII|IIlIIIIII|IlIlIlI|I|Il|IIIIII|IIlIIIlIl|lI|IIIIII|IIII!IIII|IIII'IIII|IIOI|

P 8 9 8 65 U 1B 2 110.0.,.8:7.-6-:564 32 1 O

Abb. 27: Makroskopische
Bilder eines
Rektumkarzinoms

a.) 2cm im Durchmesser
messendes exulceriertes
Rektumkarzinom (roter Pfeil)

b.) Schnittfliche des Karzinoms
mit infiltrativem Wachstums-
muster bis in die #duBeren
Schichten der Tunica
muscularis
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Abb. 28: miiflig differenziertes Adenokarzinom Abb. 29: mifig differenziertes muzindses
(G2) des Kolons Adenokarzinom (G2) des Kolons
ausgedehnte Nekrosen, fokale ausgedehnte Schleimseen, vereinzelt
Entziindungsinfiltrate, HE, Entziindungsinfiltrate, HE,

VergroBerung: 40fach Vergroferung: 100fach

q

i

Abb. 30: wenig differenziertes kleinzelliges Abb. 31: miiBig differenziertes Adenokarzinom

Adenokarzinom (G3) des Kolons (G2) des Rektums

targetartiges Wachstum, kréftige verteilte Tumorzellverbande mit
Entziindungsinfiltrate, HE, ausgedehnten Entziindungsinfiltraten, HE,
VergroBerung: 100fach Vergroferung: 100fach

-

Abb. 32: Lebermetastase eines wenig Abb. 33: Lymphknotenmetastase eines
differenzierten Adenokarzinoms mifliggradig differenzierten
(G3) des Rektums Adenokarzinoms (G2) des Kolons
ausgedehnte Nekrosen, HE, vereinzelt Nekrosen, HE,
VergroBerung: 200fach Vergréferung: 100fach
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3.5 Follow-up

Die Erhebung der Follow-up-Daten konnte bei allen 60 Patienten erfolgen. Diese Daten
variieren jedoch aufgrund des interindividuellen Erkrankungsalters und der
Erkrankungsdauer in unterschiedlichem Ausmalf. Bei den 38 (=63,33%) bereits vor dem
1.7.2010, dem Stichtag der Abfrage, verstorbenen Patienten (s. Abb. 34) sind die
krankengeschichtlichen Fakten und therapierelevanten Daten vollstindig vorhanden.
Das Zeitfenster vom Erstdiagnosedatum bis zum Todeszeitpunkt umspannt bei diesen
6,3 Monate bis 13,9 Jahre, mit einer mittleren Follow-up-Zeit von 3,7 Jahren (STD:
2,68).

Von den restlichen 22 Erkrankten (=36,67%) liegen jene Daten nur bis zum Stichtag des
1.7.2010 vor. Je nach Erstdiagnosezeitpunkt variiert bei diesen somit die Zeitspanne der
Betrachtungsdauer von 17 Monaten bis 12,5 Jahren. Thre mittlere Follow-up-Zeit liegt

derzeit bei 3,6 Jahren (STD: 2,50).

Status des Patientenkollektivs
am 1.7.2010

lebend
36,7%
verstorben
63,3%
Abb. 34: Graphische Darstellung des Lebensstatus der Patienten am Stichtag der Befragung,

1.7.2010; Tortendiagramm (n=60)

Die Patienten wurden im Durchschnitt ca. 3 Monate nach Bekanntwerden der
Erstdiagnose an ihrem Kolon- bzw. Rektumkarzinom operiert. Mit 8 Ausnahmen
wurden alle Patienten im Anschluss an die Operation mit einer Chemotherapie versorgt.

Die Wahl der Chemotherapie bzw. des Therapieregimes war abhidngig von dem
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damaligen medizinischen Wissensstand bzgl. der Wirksamkeit beim metastasierten
kolorektalen Karzinom. Da der Zeitraum der Erstdiagnose des Gesamtkollektivs 13,3
Jahre umfasst (zwischen 01/1996 und 04/2009), sind die einzelnen Patienten je nach
damals vorherrschender Leitlinie mit unterschiedlichen First-Line-, Second-Line-,
Third-Line- usw. Therapien behandelt worden.

Die bereits erwdhnten 8 Ausnahmen entsprechen den Patienten mit UICC-Stadium I
und II. Bei diesen bestand im Anschluss an die Primdroperation keine Indikation zu
einer Chemotherapie. Aufgrund der spéteren Entwicklung von Metastasen bzw. des
Auftretens von Rezidiven war diese mit einer Latenz von durchschnittlich 4,3 Jahren

doch erforderlich.
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3.5.1 Ansprechen der First-Line-Chemotherapie

Insgesamt erfolgten im Mittel 8,4 Zyklen (K: 8,3 Zyklen; D: 8,8 Zyklen) einer First-
Line-Chemotherapie vor dem ersten Staging. Dieses ergab, dass bei 66,67% der
Patienten nach der First-Line-Therapie die Erkrankung nicht weiter voranschritt und
sogar teilweise remittierte (,kontrollierte Erkrankung®). Die restlichen 33,33 %

unterlagen ohne Anschlagen der Chemotherapie einem Fortschreiten der Erkrankung

(s. Tabelle 21, Abb. 35).

Tabelle 21: Zusammenfassung der Verteilung des Ansprechens der First-Line Chemotherapie am
Gesamtkollektiv; eingeteilt nach den 4 Kategorien nach RECIST

kontrollierte Erkrankun Progress Summe

Gesamtkollektiv 11 15 14 20 60
Prozent (%) 18,33% 25,00% 23,33% 33,33% 100,00%

Ansprechen des Gesamtkollektivs
% 100
80
60
40
20
0 .
kontrollierte Erkrankung Progress
Haufigkeit 40 20
E Prozent (%) 66,67 33,33
Abb. 35: Vergleichende graphische Darstellung der Ergebnisse des Ansprechens der First-Line-
Chemotherapie zwischen der kontrollierten Erkrankung (CR, PR, SD) und dem Progress
(PD); (n=60)
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Abb. 36 und Abb. 37 zeigen das Ergebnis der First-Line-Chemotherapie getrennt nach

ihrem Kordanz-Status.

Ansprechen nach First-Line-Chemotherapie
Konkordanzen
N 18
16
14
12
10
8
6
4 E—
2 — —_—
0
CR PR SD PD gesamt
KRAS-Status:
Mutation 5 3 5 2 15
= Wildtyp 3 8 7 15 33
B Gesamt 8 11 12 17 48
Prozent (gesamt):|  16,67% 22,92% 25,00% 35,42% 100,00%

Abb. 36:

Vergleichende graphische und tabellarische Darstellung des Ansprechens der

Konkordanzen auf die First-Line-Chemotherapie, inklusive der getrennten Betrachtung von
KRAS-Wildtyp und -Mutation, eingeteilt nach RECIST (n=48)

Legende:

CR: complete response; PR: partielle response; SD: stable disease; PD: progressive disease

In Abb. 36 ist zu erkennen, dass in der Gruppe der Konkordanzen der Progress der

Erkrankung (PD) mit 35,42% Spitzenreiter der 4 Kategorien ist. Unter Zusammen-

fassung der restlichen Kategorien, die eine ,kontrollierte Erkrankung® beschreiben,

kommt es in 64,59% der Fille zu einem erfolgreichen Ansprechen. In Anbetracht des

vorherrschenden KRAS-Mutationsstatus kann eine unterschiedliche Aussage iiber das

Ansprechen gemacht werden. Bei einem KRAS-Wildtyp besteht bei 15 von 33 Féllen

(=45,45%) ein Progress, wihrend bei vorliegendem mutiertem KRAS-Gen lediglich 2

von 15 (=13,33%) Fille ein Fortschreiten der Erkrankung zeigen. Die vorherrschenden

Kategorien bei zugrundeliegender KRAS-Mutation sind die komplette Remission (CR)
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sowie die stabile Erkrankung (SD). Mittels ,,Exaktem Test nach Fisher” zeigt sich

allerdings kein signifikanter Unterschied im Ansprechen zwischen KRAS-Wildtyp und
-Mutation (s. Tabelle 22).

Ansprechen der First-Line-Therapie -
Diskordanzen

% 100

80

60

40

. [
CR PR SD PD
Personen 3 4 2 3
H Prozent % 25,00 33,33 16,67 25,00
Abb. 37: Vergleichende graphische und tabellarische Darstellung des Ansprechens der Diskordanzen auf

die First-Line-Chemotherapie, eingeteilt nach RECIST (n=12)
Legende: CR: complete response; PR: partielle response; SD: stable disease; PD: progressive disease

Wie aus Abb. 37 ersichtlich ist, liegt der Schwerpunkt des Ansprechens bei den

Diskordanzen geringfiigig im Bereich der partiellen Remission mit 33,33%, jedoch

dicht gefolgt von sowohl der kompletten Remission (CR) wie auch dem Progress (PD),

die jeweils 25% ausmachen.

Tabelle 22:

Exakter Test nach Fisher (First-Line-Chemotherapie)

Legende: WT: Wildtyp; Mut: Mutation; p: probability

Exakter Test nach Fisher

Diskordanzen vs. Konkordanzen

p=0,692

Konkordanzen: KRAS-WT vs. KRAS-Mut

p=0,061
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3.5.2  Ansprechen der Therapie mit ,,Panitumumab“ (Vectibix®)

Mit dem Anti-EGFR-Antikorper ,,Panitumumab® wurden nur 5 Patienten des Kollektivs
behandelt, so dass sich die Fallzahl hier auf lediglich n=5 belduft. Bei vier dieser
Erkrankten liegt ein KRAS-Wildtyp zugrunde, wéhrend bei einem ein diskordantes
Verhalten im Mutationsstatus existiert.

Die Verabreichung des Antikorpers erfolgte bei allen als Third-Line-Therapie bzw.
Fourth-Line-Therapie.

Diese 5 Fille sind im Einzelnen in Tabelle 23 aufgefiihrt.

Tabelle 23: Zusammenstellung der zeitweilig mit Panitumumab therapierten Patienten (n=5)
Legende:
n.e.: (noch) nicht erfolgt;
PR: partial response; PD: progressive disease; Panitumumab: Vectibix®;
FOLFORI: Folinséure, Fluoruracil, Irinotecan

Patienten | KRAS-Status | Therapie | Therapiedauer | Staging
1 konkordant - Wildtyp Panitumumab 3 Monate PD
2 konkordant - Wildtyp Panitumumab 4 Monate PD
3 konkordant - Wildtyp Panitumumab 3 Monate n.e.
4 diskordant Panitumumab 2 Monate PR
5 konkordant - Wildtyp  Panitumumab + FOLFIRI 1 Monate PD

Wie aus Tabelle 23 ersichtlich ist, war in einem Fall noch kein Staging nach der
Antikorpergabe erfolgt. Hierbei wurde ,,Panitumumab® das erste Mal kurz vor dem
Stichtag der Follow-Up-Abfrage verabreicht, so dass damit keine Aussage iiber das
Ansprechen moglich ist. In weiteren zwei Féllen verstarben die Patienten unter Therapie

am Progress der Erkrankung (PD).

Eine Staginguntersuchung arztlicherseits erfolgte somit in nur 2 Féllen.
Beim ersten Patienten wurde der Antikorper in Kombination mit FOLFIRI verabreicht,
jedoch nach einem Monat wieder abgesetzt, da ein massiver Progress des metastasierten
kolorektalen Karzinoms festgestellt wurde. AnschlieBend wurde auf Cetuximab mit
FOLFIRI umgeschwenkt, mit dem Ergebnis einer partiellen Remission.
Die Einnahme von ,,Panitumumab®, bei unklarem KRAS-Mutationsstatus im Primarius,

jedoch Vorliegen eines diskordanten KRAS-Mutationsstatus in Metastasen und
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Rezidiven, zeigte bei dem zweiten Patienten nach 2 Monaten eine partielle Remission
(PR). Bei Fortfithrung fiir 2 weitere Monate verschlechterte sich der Zustand und der
Progress der Erkrankung setzte sich fort.

Das diskordante Verhalten basiert hier auf ermittelten Wildtypen im KRAS-Gen von
einer Lymphknotenmetastase, einer Lebermetastase sowie 2 Rezidiven und 2

Mutationen (Cod12Cys; Cod12Cys/Cod13Asp) in weiteren 2 Rezidiven.

3.5.3  Ansprechen der Therapie mit ,,Cetuximab* ( Erbitux®)

Von den insgesamt 33 konkordanten Féllen mit KRAS-Wildtyp wurden 14 Patienten
(=42,42%) zeitweilig mit ,,Cetuximab“ behandelt. Ebenfalls erhielt ein Patient mit einer
KRAS-Mutation (Cod12Cys in Primarius, Bauchdeckenmetastase und Rezidiv) aus
unklaren Griinden ,,Cetuximab® verabreicht. Damit belduft sich die Fallzahl der mit
,Cetuximab* therapierten Patienten auf n=15.

In allen Féllen wurde dieser Antikorper erst als Third-Line-, Fourth-Line- oder Fifth-
Line-Therapie eingesetzt. In 11 der Fille fand er in einer Kombinationstherapie
Anwendung, bei 4 Fallen dagegen als Monotherapie.

Das Ansprechen der Therapie wurde nach durchschnittlich 5,5 Zyklen bei 14 Patienten
tiberpriift. Ein Patient (KRAS-Wildtyp) verstarb unter der Monotherapie, da seine
Erkrankung massiv voranschritt. Ein Zyklus umfasst 2 Wochen.

Abb. 38 stellt die verschiedenen Therapien unter der obligaten Verwendung von

,»Cetuximab“ im Vergleich zum Therapieansprechen dar.
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[ o L3
Ansprechen der Therapie mit Cetuximab
(n=15)
N 5
4
3
2
0 Cetuximab+ | Cetuximab+ Cetuximab+
. cluximal cluximal . ctuximal
Cetuximab | COMXimab™ | “poy ppre | poLpoxs | Cetwximabt ol o itabint | 8esamt
FOLFIRI . . Capecitabin .
Bevacizumab | Bevacizumab Irinotecan
mCR 0 0 0 0 0 0 0
PR 0 3 0 0 0 0
uSD 0 2 0 0 0 0 2
mPD 4 2 1 1 1 1 10
gesamt 4 7 1 1 1 1 15
Abb. 38: Graphische und tabellarische Darstellung der Verteilung der einzelnen

Kombinationstherapien und der Monotherapie mit ,,Cetuximab“ in Bezug auf das
Therapieansprechen (n=15)

Legende:

CR: complete response; PR: partielle response; SD: stable disease; PD: progressive disease;
FOLFORI: Folinsédure, Fluoruracil, Irinotecan;

FOLFOX: Folinséure, Fluoruracil, Oxaliplatin

Abb. 38 macht deutlich, dass die Verabreichung von Cetuximab in Monotherapie die
Erkrankung bei 4 von 4 Patienten (=100%) nicht unter Kontrolle bringen konnte. Auch
unter der Anwendung von Kombinationstherapien iiberwiegt der Progress der
Erkrankung mit 6 von 11 (=54,54%) Fillen.

Bei 5 Patienten, die jeweils mit der Kombination aus Cetuximab und FOLFIRI
behandelt wurden, gelang in 3 Féllen eine partielle Remission, sowie in 2 Fillen eine
Stabilisierung der Erkrankung. Damit wurde unter dieser Therapie bei 5 von 7
Therapierten (=71,43%) die Erkrankung zeitweilig unter Kontrolle gebracht. Der
einzige mit Cetuximab therapierte Patient mit KRAS-Mutation profitierte nicht von
threr Gabe. Die Erkrankung schritt unter Kombinationstherapie von Cetuximab mit

FOLFIRI weiter voran.

79



Ergebnisse

3.54  Therapiewechsel

Durch das Fortschreiten der Erkrankung (PD) unter Therapie ist ein Therapiewechsel
auf ein anderes Regime indiziert. Durchschnittlich sind bei den Konkordanzen 3,25
Therapiewechsel (STD: 1,47) notwendig, wihrend es bei den Diskordanzen im Mittel
nur 2,50 Anderungen (STD: 1,24) bedarf. Die Hiufigkeit der Therapiewechsel wird in
Tabelle 24 und Abb. 39 dargestellt. Mittels ,,Exaktem Test nach Fisher* wurde
zusétzlich der Einfluss des Kordanz-Status auf die Therapiewechselanzahl ermittelt, mit

dem Ergebnis von p=0,268.

Tabelle 24: Vergleichende tabellarische Darstellung der Verteilung der Anzahl an Therapiewechseln
bzgl. des Kordanz- und KRAS-Mutationsstatus (n=60)
Therapiewechsel (N)
1 2 3 4 5 6 7 gesamt
KRAS-Status
Konkordanzen
Wildtyp| 4 3 9 10 4 2 1 33

Mutation 3 4 5 1 2 - - 15
Diskordanzen 3 4 1 4 - - - 12
gesamt 10 11 15 15 6 2 1 60
Prozent (%) 16,67% | 18,33% | 25,00% | 25,00% | 10,00% | 3,33% | 1,67% [ 100,00%

Verteilung der Anzahl an Therapiewechseln
N 16
14
12
10
m Konkordanzen
8 Wildtyp
6 B Mutation
4 m Diskordanzen
2
O 1
1 2 3 4 5 6 7
Anzahl der Therapiewechsel
Abb. 39: Vergleichende graphische Darstellung der Verteilung der Anzahl an Therapiewechseln bzgl.

des Kordanz- und KRAS-Mutationsstatus (n=60)

80



Ergebnisse

355

Therapieabbruch / Therapieunterbrechung

Dass eine Therapie abgebrochen werden muss, kann die Folge verschiedenster

Umsténde sein. Griinde stellen auf der einen Seite das Fortschreiten der Erkrankung dar,

woraufhin ein Therapiewechsel erfolgen sollte. Auf der anderen Seite kdnnen es

massive Nebenwirkungen sein, die nicht beherrschbar sind. Ebenfalls wird zu den

Griinden eines Therapieabbruches der Tod eines Patienten gezihlt.

Abb. 40 und 41 legen die Griinde fiir einen Therapieabbruch getrennt nach

Konkordanzen / Diskordanzen graphisch dar.

Griinde fiir einen Griinde fiir einen
Therapieabbruch - Therapieabbruch -
Konkordanzen(n=48) Diskordanzen(n=12)

% 100 % 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
ST & SIS
S @0@ S Qx%%ﬁ o %@&&\ oS @}@ R %@ e %&Q@
W& FHFs T W& &
N & OQGQ T &
SR F
Abb. 40: Graphische Darstellung der prozentualen Abb. 41: Graphische Darstellung der prozentualen

Verteilung der Griinde fiir einen
Therapieabbruch bei den Konkordanzen;
Sédulendiagramm (n=48)

Verteilung der Griinde fiir einen
Therapieabbruch bei den Diskordanzen;
Sédulendiagramm (n=12)

Der Vergleich zwischen der graphischen Abb. 40 und 41 zeigt anschaulich, dass keine

auffilligen Ursachenunterschiede fiir einen Therapieabbruch in Bezug auf den Kordanz-

Status zu finden sind. Bei den Diskordanzen unterlagen alle Patienten (12=100%) einem

Progress ihrer Erkrankung, hingegen bei den Konkordanzen nur 45 (=93,75%) von 48

Patienten. Bei 35 (=72,92%) der 48 Erkrankten mit konkordantem Mutationsstatus war
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der Tod fiir den Abbruch der Therapie verantwortlich. Unter den Diskordanzen fand
sich der Tod nur in 3 (=25%) von 12 Fillen als Abbruchgrund. Alle weiteren in Abb. 40
und 41 aufgelisteten Griinde traten in einer Haufigkeit von jeweils unter 10% auf und

waren teilweise nur in Einzelfillen nachzuweisen.

Therapieunterbrechungen erfolgten nach einer Remission (komplett und partiell) sowie
teilweise auch bei stabilem Verhalten der Erkrankung. Bezogen auf das Follow-up der
Patienten ergibt sich das in Tabelle 25 gelistete Ergebnis. Bei den Konkordanzen zeigt
sich mit 13,8 Monaten (STD: 20,39) eine ldngere Therapiepause als bei den
Diskordanzen mit 10,2 Monaten (STD: 6,83), jedoch verdeutlicht die Anwendung des
T-Tests (unverbunden), dass kein signifikanter Unterschied bzgl. sowohl des Kordanz-

Status als auch des KRAS-Status besteht (s. Tabelle 26).

Tabelle 25: Tabellarische Darstellung der Dauer der Therapieunterbrechung im Mittel nach den
Stagingergebnissen CR, PR, SD

durchschnittliche
N Therapieunterbrechung STD
in Monaten
KRAS-Status

Konkordanzen 28 13,80 20,39
Wildtyp 18 16,00 24,90

Mutation 10 9,85 7,05

Diskordanzen 10 10,20 6,83

Tabelle 26: T-Test unverbunden (durchschnittliche Therapieunterbrechungen)

Legende: WT: Wildtyp; Mut: Mutation; p: probability

T-Test unverbunden

Diskordanzen vs. Konkordanzen p=0,420

Konkordanzen: KRAS-WT vs. KRAS-Mut p=0,338
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3.5.6 Rezidive und Fernmetastasen

In der detaillierten Betrachtung des Krankheitsverlaufs der Patienten wird auch das
Auftreten von Rezidiven sowie die Neuentwicklung von Metastasen betrachtet.
Hauptaugenmerk dabei ist die evtl. Abhédngigkeit des KRAS-Mutationsstatus von der
Haufigkeit des Auftretens. Ebenso wird verglichen, ob ein moglicher Zusammenhang
mit Diskordanzen nachzuweisen ist. Die Tabellen 27 - 30 zeigen die Verteilung der
Entstehung von Rezidiven und Fernmetastasen der 60 Erkrankten, die zum Zeitpunkt
der Operation noch nicht nachweisbar waren, sondern erst im Verlauf der Erkrankung
auftraten (graphische Darstellung in Abb. 42 - 45).

Im Zuge der Betrachtung der neu entstandenen Fernmetastasen (metachron) wird auch
die Lokalisation dieser in die Analyse mit eingezogen. Abb. 46 veranschaulicht die
Lokalisationen und deren Héaufigkeiten in Abhingigkeit von der Kordanz. Initial
vorhandene Fernmetastasen (synchron) werden in Abb. 17 (s. S. 52) und Abb. 24 (s. S.
66) in analoger Weise dargestellt. Der Einfluss der bei Erstdiagnose vorhandenen
Fernmetastasen auf die Uberlebenszeit bzw. die Mortalitit sowie das progressionsfreie

Uberleben wird in Kapitel 3.7 veranschaulicht.

3.5.6.1 Rezidive

Tabelle 27: Rezidive vs. Kordanz/KRAS
Rezidive
JA Nein esamt
KRAS-Status N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp| 4 12,12 29 87,88 33 100,00%

Mutation| 4 26,67 11 73,33 15 100,00%
Diskordanzen 1 8,33 11 91,67 12 100,00%
gesamt 9 15,00 51 85,00 60 100,00%
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Tabelle 28: Exakter Test nach Fischer (Rezidive)

Legende: WT: Wildtyp; Mut: Mutation; p: probability

Exakter Test nach Fisher

Diskordanzen vs. Konkordanzen

p = 0,420

Konkordanzen: KRAS-WT vs. KRAS-Mut

p=0,148

Auftreten von Auftreten von
Rezidiven (N) Rezidiven (%)
N 45 % 100
40 90
35 80
30 70
25 60
20 50
15 Ja 40 Ja
30 .
10 ® Nein 20 ® Nein
s [ 1] o |-
0 0
& N S K & &
s & ¢ s
& » & & » &
& & & o
& o < o
Abb. 42: Graphische Darstellung der Abb. 43: Graphische Darstellung der

numerischen Verteilung des Rezidiv-
auftretens bzgl. des Kordanz- und
KRAS-Mutationsstatus (n=60)

prozentualen Verteilung des Rezidiv-
auftretens bzgl. des Kordanz- und
KRAS-Mutationsstatus (n=60)

Die dargestellten Ergebnisse bzgl. des Auftretens von Rezidiven (Tabelle 27, Abb. 42

und 43) zeigen, dass nur 9 (=15%) von 60 Patienten ein Rezidiv im Verlauf ihrer

Erkrankung bekamen. 8 dieser Rezidive (=88,89%) traten bei Konkordanzfillen auf,

wihrend ein einzelner Fall (=11,11%) aus der Gruppe der Diskordanzen stammt.

Dieser einzelne Fall stellt eine Besonderheit dar.

Hier kam es zur Entwicklung von 4 parallel aufgetretenen Rezidiven, von denen 2 einen

KRAS-Wildtyp besallen, die beiden anderen ein mutiertes KRAS-Gen.

84




Ergebnisse

Bei Vorliegen einer KRAS-Mutation kam es bei 4 (=26,67%) der 15 Patienten zur

Entstehung von Rezidiven. Im Vergleich dazu entstanden bei einem KRAS-Wildtyp
ebenfalls bei 4 (=12,12%), allerdings von 33 Fillen, Rezidive.

3.5.6.2 Neue Fernmetastasen

Tabelle 29: Vergleichende tabellarische Darstellung der bereits bei Erstdiagnose vorhandenen
Fernmetastasen (synchron) und der unter Therapie neu hinzugekommenen Fernmetastasen

(metachron) (n=60)

synchrone Fernmetastasen
JA Nein esamt
metachrone Fernmetastasen | N % N % N %
Ja 10 55,56 8 44,44 18 100,00
Nein 29 69,05 13 30,95 42 100,00
gesamt 39 65,00 21 35,00 60 100,00
Tabelle 30: Vergleichende tabellarische Darstellung der neu entstandenen Fernmetastasen und des
Kordanz- bzw. KRAS-Mutationsstatus (n=60)
metachrone Fernmetastasen
JA Nein esamt
KRAS-Status N % N % N %
Konkordanzen
Wildtyp| 11 33,33 22 66,67 33 100,00
Mutation| 5 33.33 10 66,67 15 100,00
Diskordanzen 2 16,67 10 83,33 12 100,00
gesamt 18 30,00 42 70,00 60 100,00
Tabelle 31: Exakter Test nach Fisher (Fernmetastasen)

Legende: WT: Wildtyp; Mut: Mutation; p: probability

Exakter Test nach Fisher

synchron vs. metachron p=0,238
Diskordanzen vs. Konkordanzen p=0,224
Konkordanzen: KRAS-WT vs. KRAS-Mut p=0,624
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Beziiglich der Frage, ob ein signifikanter Einfluss der synchronen auf die Entwicklung
von metachronen Fernmetastasen besteht, fand der ,,Exakte Test nach Fisher*
Anwendung, der eine Signifikanz mit p=0,238 ausschlief3t.

Mit p=0.224 und p=0,624 wird auch der mogliche Einfluss des Kordanz-Status sowie
des KRAS-Status wiederlegt. (s. Tabelle 31)

metachrone Fernmetastasen metachrone Fernmetastasen
N 35 % 100
30
80
25
20 60
1
3 mJa 40 m]a
10 H Nein H Nein
5 20
0 . . 0
9 S &
& \\&d & & & &AS & &
¥ O & SN P S
& & ¥ QY &
& o & F
%’0 Q Q‘Q )
&

Abb. 44: Vergleichende graphische Darstellung  Abb. 45: Vergleichende graphische Darstellung
der numerischen Verteilung der der prozentualen Verteilung der
metachronen Fernmetastasen und des metachronen Fernmetastasen und des
Kordanz- bzw. KRAS-Mutationsstatus Kordanz- bzw. KRAS-Mutationsstatus
(n=60) (n=60)

Wie den Tabellen 30, 31 und Abb. 44, 45 zu entnehmen ist, kommt es bei 18 (=30%)
von 60 Patienten zur Entwicklung von neuen Fernmetastasen. 8 (=44,45%) dieser 18
Erkrankten besaBlen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Fernmetastasen (MO0). Die
anderen 10 Erkrankten (=55,56%) besallen ein Erstdiagnosestadium M1 und zeigten im
Verlauf der Erkrankung eine neue Lokalisation von Fernmetastasen. Die restlichen 29
Patienten der urspriinglich 39 Patienten mit Fernmetastasen bei Erstdiagnose wiesen

keine weiteren Lokalisationen an Metastasen auf.
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Festzustellen ist, dass bei den Konkordanzen kein prozentualer Unterschied im Hinblick
auf den KRAS-Mutationsstatus besteht. Sowohl bei einem KRAS-Wildtyp wie auch bei
einer KRAS-Mutation besteht ein ca. 30%iges Auftreten von neu hinzukommenden
Fernmetastasen. Dagegen weisen die Diskordanzen mit 2 von 12 Fillen einen

wesentlich geringeren Anteil von nur 16,67% auf.

Lokalisation metachroner Fernmetastasen
N 4
Konkordanzen Diskordanzen
3
2
| I:E
0
PSS S G N
VST &S F&F &
6&0 QO Q)‘D'Q Q‘Z'J\' Q‘b&\ $ @Q@ R
o &
Abb. 46: Vergleichende graphische Darstellung der Lokalisation der neu entstandenen

Fernmetastasen getrennt nach dem Kordanz-Status; Sidulendiagramm (n=18)

3.6 KRAS (Cod61) & BRAF (Cod600) - Mutationsanalyse

Zur genaueren Ursachenkldrung fiir ein Nichtansprechen einer Anti-EGFR-Therapie
(Panitumumab und/oder Cetuximab) bei zugrunde liegendem KRAS-Wildtyp in
Cod12&13 werden die Ergebnisse der Pyrosequenzierung von KRAS (Cod61) und
BRAF (Cod600) betrachtet (Tabelle 32). 10 der 11 (=90,90%) Patienten, die auf die
Antikorpertherapie nicht erfolgreich reagierten, weisen einen Wildtypstatus in beiden

untersuchten Genen auf. 1 von 11 (=9,09%) dagegen zeigt einen Wildtypstatus in
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Cod61 des KRAS-Gens, jedoch einen diskordanten BRAF-Status beziiglich Cod600
(V600E). Hier findet sich im Primirtumor eine Mutation, wahrend die Lebermetastase

einen Wildtyp prasentiert. Der Patient erhielt Cetuximab.

Tabelle 32: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der zuséitzlichen Pyrosequenzierung von KRAS
(Cod61) und BRAF (Cod600) bei fehlendem Ansprechen auf Panitumumab und/oder
Cetuximab mit zugrunde liegendem KRAS-Wildtyp in Cod12&13; Fallzahl n=11

KRAS (Cod61) BRAF (Co0d600)
Konkordanzen Wildtyp Mutation Wildtyp Mutation
N % N % N % N %
11 100,00% 0 ]0,00% | 10 90,90% 0 0,00%
Diskordanzen 0 (0,00%) 1 (9,10%)
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3.7 Survivalanalyse

3.7.1  Overall Survival (OS)

Im Folgenden werden Kaplan-Maier-Kurven im Hinblick auf das Gesamtiiberleben
(overall survival, OS) dargestellt. Das OS wird definiert als die Zeit zwischen der
Priméroperation und dem Stichtag der Abfrage am 01.07.2010 (bei vorher
eingetretenem Tod bis zum Todesdatum). Wie schon in Kapitel 2.3.7 erwédhnt und
begriindet, besitzen die Kurven keine korrekte statistische Aussagekraft. Ebenfalls
umfassen die Subgruppen zu geringe Fallzahlen, so dass eine mogliche Signifikanz
weiter hinterfragt werden sollte. Die Kaplan-Maier-Kurven sollen jedoch trotzdem zur
Verdeutlichung der Trends herangezogen werden.

Dariiber hinaus findet die Log-Rank-Teststatistik Anwendung; bei statistischer

Signifikanz (p<0,05) die Cox-Regressionsanalyse.
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Abb. 47: OS vs. Diskordanzen (D) / Abb. 48: OS vs. Mutiert (Mut) / Wildtyp (Wt)
Konkordanzen (K) - p=0,772 der Konkordanzen - p=0,771

In Abb. 47 wird das gesamte Patientenkollektiv. von 60 Personen in die
Uberlebenszeitanalyse eingebunden. In dem Beobachtungszeitraum von 13,3 Jahren
verstarben 38 Patienten; bei 22 Patienten war die Beobachtungszeit zensiert. Die
mittlere Uberlebenszeit liegt bei den Konkordanzen bei 42,3 Monaten (STD:28,97), den
Diskordanzen bei 49,7 Monaten (STD: 39,61). Uber die Log-Rank-Teststatistik ergibt
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sich ein p-Wert von 0,772, womit ein Unterschied in der Uberlebenszeit nicht
nachgewiesen werden kann. Da eine Kurvenkreuzung stattfindet und damit kein
Proportional Hazard vorliegt, sind die Ergebnisse eines Vergleiches beider Subgruppen

nicht aussagekréftig. Folglich ist auch keine Cox-Regression moglich.

Abb. 48 bezieht sich nur auf die Subgruppe der Konkordanzen (n=48). Hier wird
betrachtet, inwiefern der KRAS-Mutationsstatus Einfluss auf die Uberlebenszeit hat.
Mit einem p-Wert von 0,771 besteht auch hier keine Signifikanz und die Aussagekraft
der Ergebnisse eines Vergleichs ist ebenfalls nichtig, da kein Proportional Hazard

voliegt.

Im Folgenden werden weitere Parameter als gruppierte Variablen in Bezug auf die
Uberlebenszeit untersucht. Die Abb. 49 — 56 stellen diese in Form von Kaplan-Maier-

Kurven getrennt nach Konkordanzen und Diskordanzen dar.
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Abb. 49: OS vs. Lokalisation (Konkordanzen) Abb. 50: OS vs. Lokalisation (Diskordanzen)
- p=0,817 - p=0,333
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Tabelle 33: Cox-Regressionsanalyse (Overall Survival)

Legende: HR: Hazard Ratio; CI: confidence interval; P: Probability; MO: fernmetastasenfrei;
M1: Fernmetastasen

HR 95% CI P
Gesamtkollektiv: MO vs. M1 4,74 1,49 - 9,64 0,0004
Konkordanzen: MO vs. M1 3,79 1,49 - 9,64 0,003
Diskordanzen: MO vs. M1 1,47 0,27 - 8,14 0,007

Interpretation:

Das einzige signifikante Ergebnis findet sich bei der Fernmetastasierung (Abb. 55, 56).

Wenn keine Fernmetastasen bei Erstdiagnose vorliegen, erhoht dies die Dauer des

Gesamtiiberlebens bei Konkordanzen und Diskordanzen.

In Abb. 49 - 54 konnten keine signifikanten Unterschiede im Gesamtiiberleben

verzeichnet werden. Das Uberleben ist unabhingig vom Kordanz-Status sowie vom

Mutationsstatus des KRAS-Gens. Auch konnte keine Abhiingigkeit der Uberlebenszeit

bzgl. der Primédrtumorlokalisation entdeckt werden. Weder das Grading, noch der Befall

der Lymphknoten postoperativ ldsst sich mit dem Gesamtiiberleben in Verbindung

bringen.
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3.7.2  Progression-free survival (PFS)

Das Progression-free survival (PFS) ist per definitionem die Zeit zwischen der
Primédroperation und dem Progress der Erkrankung trotz Chemotherapie. Der Progress
wird bestimmt durch das Auftreten eines Rezidivs, neuer Metastasen oder der
Vergroflerung von Metastasen.

Folgend werden erneut Kaplan-Maier-Kurven dargestellt. Diese besitzen ebenfalls,
aufgrund des niedrigen Stichprobenumfangs in den Subgruppen, keine korrekte
statistische Aussagekraft. Sie dienen der Trendunterstiitzung. Die Ergebnisse werden
auch hier durch den Log-Rank-Test gestiitzt, sowie die Cox-Regressionanalyse, die

lediglich bei signifikantem Verhalten aufgefiihrt wird.
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Abb. 57: PFS vs. Diskordanzen (D) / Abb. 58: PFS vs. Mutiert (Mut) / Wildtyp (Wt)
Konkordanzen (K) — p=0,055 der Konkordanzen - p=0,021
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Abb. 63: PFS vs. N-Stadium (N0, N1, N2) Abb. 64: PFS vs. N-Stadium (N0, N1, N2)

(Konkordanzen) - p=0,331

(Diskordanzen) - p=0,252
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Abb. 66: PFS vs. M-Stadium (M0, M1) Abb. 65: PFS vs. M-Stadium (M0, M1)
(Konkordanzen) - p=0,031 (Diskordanzen) - p=0,630
Tabelle 34: Cox-Regressionsanalyse (progression-free survival)
Legende: HR: Hazard Ration; CI: confidence interval; P: Probability; WT: Wildtyp;
Mut: Mutation; M1: Fernmetastasen; M0: fernmetastasenfrei
HR 95% CI P
Konkordanzen: KRAS-WT vs. KRAS-Mut 2,14 1,10 -4,16 0,021
Konkordanzen: M1 vs. MO 1,98 1,05-3,73 0,031
Interpretation:

Im Fall des PFS zeigt sich bei Betrachtung des KRAS-Mutationsstatus in der Gruppe
der Konkordanzen ein signifikantes Ergebnis (s. Abb. 58). Bei vorliegendem KRAS-
Wildtyp besteht ein signifikant langeres PFS als bei einem mutierten KRAS-Gen
(p=0,021). Das mittlere PFS liegt bei den KRAS-Mutationen bei 9,6 Monaten (STD:
1,68), wihrend es sich bei den KRAS-Wildtypen iiber 15,6 Monate (STD:1,91)

erstreckt.

Sind zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Fernmetastasen vorhanden, so zeigt sich
lediglich in der Subgruppe der Konkordanzen ein signifikanter Vorteil im PFS
(p=0,031) gegeniiber dem Vorliegen von Fernmetastasen (s. Abb. 66). Unter den

Diskordanzen ldsst sich diese Signifikanz nicht nachweisen (s. Abb. 66).
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Beim Vergleich zwischen Diskordanzen und Konkordanzen ist der p-Wert mit p=0,055
groBer als p=0,05 (s. Abb. 57), sodass man auch hier von keiner Signifikanz sprechen
kann. Festzustellen ist hier jedoch, dass das mittlere PFS bei den Konkordanzen 13,7
Monate (STD: 27,60) umfasst, wihrend es bei den Diskordanzen 25,5 Monate (STD:
10,13) sind.

In den Abb. 59 - 64 und 66, in denen die Lokalisation, das Grading sowie das N- und

M-Stadium untersucht werden, sind keine Unterschiede im PFS zu finden.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeines

Fiir Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom besteht inzwischen die
Moglichkeit, eine individuelle Vorhersage tiber den Benefit einer Antikorpertherapie zu
machen. Diese Innovation der heutigen modernen Pathologie, revolutioniert durch die
,pradiktive Pathologie”, beschreibt den entscheidenden Schritt in Richtung
personalisierter Medizin. Im Zentrum dieses Geschehens befindet sich derzeit der
pradiktive, hoch signifikante Biomarker KRAS. Durch dessen  Analyse im
Tumorgewebe und entsprechende Interpretation konnen Arzte eine individuell
passende Therapie ausarbeiten. Die routinemifige Untersuchung dieses Biomarkers ist

bislang nur im metastasierten Stadium zugelassen.

Das KRAS-Gen, welches das KRAS-Protein codiert, mutiert sehr friih in der Adenom-
Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms. Dank der grundlegenden Publikation
von Vogelstein und Fearon im Jahre 1988 ist diese Sequenz die Basis fiir das
Verstindnis der Multistepkarzinogenese von der Hyperplasie liber das Adenom zum
Karzinom. Auch wenn man nach bisherigem Kenntnisstand allgemein davon ausgeht,
dass die KRAS-Mutation in den metastatischen Absiedelungen beibehalten wird, zeigen
neuere Studien inzwischen widerspriichliche Ergebnisse bzgl. der Ubereinstimmung des
Mutationsstatus der Gewebe, die aus einem Tumor hervorgehen.

Jene Studien verzeichnen einen sog. Diskordanzanteil von 4% - 44%, womit
beschrieben wird, dass dieser Anteil an Patienten verschiedene KRAS- Mutationsstati in
den verschiedenen Gewebetypen ihres metastasierten Tumors prasentieren.

Da diese Diskordanzen deswegen zwischen den zwei Extremen (nur KRAS-Wildtyp
oder nur KRAS-Mutation) stehen, stellen sie momentan eine Unbekannte im Hinblick

auf die Notwendigkeit einer detaillierteren Analyse dar:

* Was sind die Ursachen fiir diese Diskordanzen?
= Zeigen Diskordanzen einen anderen Krankheitsverlauf bzw. ein anderes Outcome als

diejenigen, die einen iibereinstimmenden KRAS-Status priasentieren?
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» Haben Diskordanzen einen anderen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der
Tumoren als Konkordanzen?

» Zeigen Diskordanzen ein anderes Ansprechen auf Chemotherapie oder Target-
Therapie?

» Kann das Wissen iiber Diskordanzen fiir das therapeutische Vorgehen hilfreich sein?

» Sollte der momentane therapeutische Imperativ (Primarius mit KRAS-Wildtyp =

Anti-EGFR-Therapie) in diesen Fillen neu definiert werden?

All diese Fragen werden in der folgenden Diskussion mit dem Ziel abgehandelt, zu
kldren, ob ein diskordanter Mutationsstatus einen therapeutischen Imperativ beinhaltet.
Zusitzlich wird deren Stellenwert in Bezug auf die pridiktive Diagnostik in der Ara der
personalisierten Medizin beleuchtet und spezifisch die Methode zur Detektion der
KRAS-Mutationen am Beispiel des Untersuchungsguts des Pathologischen Instituts des
Klinikums Stuttgart betrachtet.
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4.2 Diskussion der Methode

4.2.1 Qualititssicherung

Die unterschiedlichen zur Verfiigung stehenden Verfahren zur KRAS-Mutationsanalyse
(Sanger-Sequenzierung,  Array-Analyse, = Schmelzkurvenanalyse = und  Pyro-
sequenzierung) zeigen vergleichbare Spezifitit, allerdings unterschiedliche Sensitivitét
fiir den Mutationsstatus (Weichert et al., 2010). Die Wahl der Analytik bleibt trotzdem
jedem Institut, meist abhdngig vom Equipment, dem Personal sowie der Erfahrung des
Molekularpathologen, selbst iiberlassen. Daher miissen interne und externe
Qualitédtssicherungsmafinahmen durchgefiihrt werden (Dietel, 2008). Fiir eine
Fehlerminimalisierung und den Erhalt von reproduzierbaren Ergebnissen miissen die
untersuchenden Laboratorien an der Qualitétssicherungsinitiative Pathologie (QulIP) der
deutschen Gesellschaft fiir Pathologie (DGP) und des Berufsverbandes Deutscher

Pathologen (BDP) teilnehmen und sich den jéhrlichen Ringversuchen unterziehen.

4.2.2  Vorteile der hiesigen Techniken

Im Institut fiir Pathologie des Klinikums Stuttgart wird die Array-Analyse mit
entsprechender Zertifizierung als Standard fiir die KRAS-Mutationsanalyse von Codon
12 und 13 routineméBig angewendet.

Die Array-Analyse zeigt eine vorteilhafte kostengiinstige Detektion der Mutationen.
Jedoch sind nicht nur monetidre Griinde eine Entscheidungshilfe bei der Wahl der
Methode, sondern auch 6konomische Faktoren. Die Verwendung von WSC (Wildtype
Supressor Compound) steigert die Sensitividt der Analyse und ermdglicht damit die
Feststellung geringster Mengen an mutierten Zellen. Die dadurch gering besseren
Ergebnisse im Methodenvergleich (Weichert et al., 2010) stiitzen die Verwendung
dieser Methode.

Im Zuge der nachtrdglichen Mutationsanalyse von Cod61 des KRAS-Gens sowie
Cod600 des BRAF-Gens wurde hingegen die Pyrosequenzierung genutzt. Mit hochster

Sensitivitdt und Spezifitit konnen hier hotspot-Mutationen auch in degradierten DNA-
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Proben festgestellt werden, mit einem Detektionslimit von nur 5% mutierten Allelen

(Ogino et al., 2005; Poehlmann et al., 2007).

4.2.3 Methodische Zukunftsideen

Im vorliegenden Kollektiv fanden nur FFPE(formalin-fixed paraffin-embedded)-
Priaparate Anwendung. An FFPE-Priparaten wurden auch sdmtliche Mutationsanalysen
grofler Studien durchgefiihrt, die Grundlage fiir die Entscheidung zur routineméBigen
KRAS-Mutationsanalyse im metastasierten Stadium des kolorektalen Karzinoms sind.
Fiir eine bessere Gewebekonservierung konnte man diskutieren, ob es angebracht wire,
jene Methoden der KRAS-Mutationsanalyse an HOPE(Hepes-Glutamic acid buffer
mediated Organic solvent Protection Effect)-fixiertem Gewebe, eingebettet in Paraffin,
durchzufiihren (Olert et al., 2001). Wiedorn et al., 2002 zeigte mit seiner Studie, dass
diese formalin-freie Fixierungsmethode eine exzellente Alternative zur konventionellen
Formalinfixierung (FFPE) darstellt, um u.a. hoch-molekular-gewichtige DNA von > 20
kbp fiir nachfolgende Analysen zu extrahieren und besser erhalten zu kénnen. Ob diese
Methode durch Verringerung der Degradation von Nukleinsduren die KRAS-
Mutationsanalyse in lhrer Sensitivitit steigern oder aber durch den auBerordentlich
guten  Erhalt der Morphologie eine mogliche Assoziation  zwischen
histomorphologischen Kriterien und dem Mutationsstatus ermdglichen kdnnte, wére fiir

zukiinftige Studien ein interessanter Untersuchungsaspekt.
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4.3 Diskussion der ermittelten Ergebnisse und Auswertung
4.3.1 Beurteilung des Patientenkollektivs

4.3.1.1 Aktuelle Situation

Beim kolorektalen Karzinom handelt es sich eigentlich um eine Erkrankung des élteren
Menschen, jedoch zeigt sich auch, dass ca. 2% - 3% der Patienten jlinger als 40 sind
(Steele, 1994), was in der vorliegenden Untersuchung mit ca. 3% (= 2 von 60 Patienten)
bestdtigt wird. Im Wesentlichen zeigen Frauen {iber 75 Jahren und Ménner zwischen 60
und 84 Jahren erhohte Erkrankungsraten (Robert Koch-Institut, 2010). Auch im
Hinblick auf diese Erkenntnis stellt sich das vorliegende Patientenkollektiv als
reprasentativ dar (s. S. 45, Abb. 10). Die aktuellen epidemiologischen Krebsregister der
Bundeslinder weisen derzeit relative 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 53% und 63%
auf, wihrend in den 1980er Jahren diese noch bei lediglich 50% lagen. Die
altersstandardisierte Inzidenz hat bei beiden Geschlechtern seit 1980 zugenommen,
wihrend die altersstandardisierten Sterberaten abgenommen haben (Robert Koch-
Institut, 2010).

Die Zunahme der Inzidenz des kolorektalen Karzinoms ist vermutlich auf die immer
besser werdende Diagnostik zur Frilherkennung zurlickzufithren. Ziel der
Fritherkennung ist, asymptomatische Patienten mit einer kolorektalen Neoplasie (vom
adenomatdsen Polyp bis zum Karzinom) zu erkennen. Dies flihrt zu einer
Diagnosevorverlegung und ermoglicht den Therapiebeginn in einem sehr frithen
Krankheitsstadium mit kurativem Ziel. Damit ist auch die abnehmende Mortalittsrate
zu erklédren, denn durch optimales frithzeitiges Therapiemanagement kann das eventuell

sonst lebensgefdhrdende Krankheitsstadium umgangen werden.

Fiir Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom hat sich in den letzten
zehn Jahren eine enorme Verbesserung der Anzahl der Uberlebenden abgezeichnet. Die
Zahl der Uberlebenden mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom hat sich
praktisch verdoppelt (Garcia et al., 2008). Dies ist hauptsdchlich zuriickzufiihren auf die
medizinischen Innovationen, wie neue Kombinationen aus Chemotherapien, mit
Verwendung von 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, sowie auch die Nutzung von

therapeutischen Wirkstoffen, wie die monoklonalen EGFR-Antikdrper und VEGF-
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Antikérper. Trotz Verdopplung der Zahl der Uberlebenden muss man indes weiterhin
sagen, dass Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom immer noch eine
infauste Prognose mit Heilungsraten von < 10% aufweisen (Schmiegel et al., 2008), da

der Uberlebendenanteil dennoch sehr gering ist.

4.3.1.2 Bewertung der Alters- und Geschlechterverteilung

Das bei Erstdiagnose ermittelte Durchschnittsalter (s. S. 44/45, Tabelle 4/Abb. 9) des
Patienten-kollektivs entspricht mit 63,33 Jahren den Beobachtungen zahlreicher
Autoren (Buglioni et al., 1999; Cejas et al., 2009; Etienne-Grimaldi et al., 2008; Italiano
et al, 2010; Karapetis et al., 2008; Knijn et al., 2011). Jedoch ist eine
geschlechtergetrennte Betrachtung zu beriicksichtigen. Bei Frauen zeigt sich im
vorliegenden Kollektiv ein Erkrankungsdurchschnittsalter von 60,45 Jahren, bei
Minnern dagegen von 64,89 Jahren (s. S. 44, Tabelle 4). Dies zeigt einen
geschlechterspezifischen Altersunterschied von 4,44 Jahren, welcher in der Literatur mit
nahezu identischem Wert von 4,2 Jahren bei Boland et al. ebenfalls angegeben wird
(Boland et al., 2000). Verglichen mit anderen malignen Tumorerkrankungen entspricht
das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose dem bei einem malignen Melanom der Haut,
einem Kehlkopfkarzinom oder auch einem Brustdriisenkrebs (Robert Koch-Institut,
2010).

In der Gesamtschau zeigt sich ein Geschlechterverhiltnis von weiblichen zu ménnlichen
Patienten von 1:1,86 (35% Frauen : 65% Mainnern) (s. S. 44, Abb. 8). Der groBere
Mainneranteil stellt sich auch in der Projektion der Erkrankungsfille fiir das Jahr 2010
vom Robert Koch-Institut dar, jedoch etwas weniger stark mit einem Verhéltnis von
1:1,17 (33.620 Frauen : 39.410 Minner) (Robert Koch-Institut, 2010). Dies verdeutlicht
jedoch, dass im vorliegenden Kollektiv eine signifikante Verschiebung zum ménnlichen
Geschlecht vorliegt. Allerdings scheint dies nach derzeitigen Erkenntnissen keine
Auswirkungen auf Mutations- und Metastasierungseigenschaften zu haben, so dass das
vorliegende Patientenkollektiv trotz der leicht divergenten Geschlechterverteilung als

reprisentativ angesehen werden kann.
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4.3.2 Beurteilung der KRAS-Mutationsanalyse

4.3.2.1 Mutationen im KRAS-Gen

Je nach Isoform umfasst die kleine GTPase (KRAS) 188-189 Aminosduren (Wicki et
al., 2010). Ereignen sich Punktmutationen im KRAS-Gen -eines kolorektalen
Karzinoms, so betrifft dies hauptsdchlich Codon 12, 13, 61 oder 146 (Wicki et al.,
2010). Aktuellen Studien zufolge treten in 30% - 45% der Fille KRAS-Mutationen im
Primértumor auf, die zu 98% (Oliveira et al., 2004) in Codon 12 und 13 lokalisiert sind
und damit eine konstitutive Aktivierung des Proteins hervorrufen (Andreyev et al.,
1998; Andreyev et al., 2001; Baldus et al., 2010; Italiano et al., 2010; Knijn et al., 2011;
Oliveira et al., 2004; Wong et Cunningham, 2008). Im vorliegenden Kollektiv von 60
Patienten zeigt sich ein Anteil von 44,07% an KRAS-Mutationstragern im Primértumor,
die iiber Codon 12 und 13 ermittelt wurden (s. S. 54, Tabelle 7). Dieser Anteil
entspricht damit dem in der Literatur beschriebenen Auftreten. Die molekulare KRAS-
Analyse in der Routinetestung fokussiert speziell auf Codon 12 und 13 (Allegra et al,
2009). Jedoch wird dadurch das beschriebene Auftreten von Punktmutationen in Codon
61 und 146 vernachléssigt. Laut Loupakis et al. 2009b koénnen allerdings in diesen
Codonen in bis zu 10% weitere KRAS-Mutationstrager ausfindig gemachen werden.
Dieser Detektionsverlust an eigentlich bestehenden KRAS-Mutationen kann zu
entscheidenden Fehleinschitzungen im Hinblick auf das Therapiemanagement fiihren.
Dies heif3t, dass bei einem Nichtansprechen der Antikdrpertherapie bei KRAS-Wildtyp,
ermittelt durch Codon 12 und 13, optimalerweise in Codon 61 und 146 nachanalysiert

werden sollte.

4.3.2.2 Verhiltnis von Codon 12 zu Codon 13

Das ermittelte Verhédltnis von Mutationen in Codon 12 zu 13 entspricht mit 88% zu
12% (s. Kapitel 3.3.1) dem in anderen Studien ebenfalls bestitigten Uberwiegen von
Codon 12 (Baldus et al., 2010; Bos et al., 1987; Forrester et al., 1987; Vogelstein et al.,
1988). Die am haufigsten auftretende Einzelmutation ist laut Literatur Cod12Asp (Knijn

et al.,, 2011; Oliveira et al., 2004), die auch in den vorliegenden Ergebnissen mit
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46,55% bestitigt wird. Das Auftreten von mehr als der Hilfte (55,56%) dieser
Mutationen in Primédrtumoren, ist auf den hohen Anteil dieser bzgl. der Gesamtanzahl
der einzelnen Gewebetypen zuriickzufiihren. Dass es sich bei wiederum 40% dieser
Cod12Asp-Mutationen um diskordante Félle handelt, ist aus heutigen Erkenntnissen
iiber diese Mutationen nicht einleuchtend. Interessant wire, ob dieses Ergebnis auch in

anderen Patientenkollektiven vorzufinden ist oder ob es eine Ausnahme darstellt.

4.3.2.3 Widerspriichliche Ergebnisse im Kordanz-Status

Der hohe Konkordanzgrad, der in vielen Studien derzeit durchschnittlich mit >92%
beschrieben wird (Artale et al., 2008; Cejas et al., 2009; Italiano et al., 2010; Knijn et
al., 2011; Santini et al., 2008), spiegelt sich im vorliegenden Fall nicht wieder.
Lediglich bei 80% der Patienten lassen sich zwischen den verschiedenen Gewebetypen
Ubereinstimmungen feststellen (s. S. 55, Abb. 19). Folglich wird mit diesem Ergebnis
ein Diskordanzgrad von 20% erreicht. Ahnliche Ergebnisse mit einem verhiltnismiBig
hohen Diskordanzgrad von 4% - 44% zwischen Primarius und Metastasen wurden
inzwischen mehrmals belegt (Albanese et al., 2004; Al-Mulla et al., 1998; Baldus et al.,
2010; Garm Spindler et al., 2009; Loupakis et al., 2009a; Molinari et al., 2009; Oliveira
et al., 2007; Oudejans et al., 1991; Perrone et al., 2009; Toértola et al., 2001). Derzeitige
Studien bzgl. des Kordanz-Status sind damit sehr widerspriichlich. Sogar eine 100%ige
Ubereinstimmung zwischen Primértumor und korrespondierenden Metastasen wurde in
einigen Studien verzeichnet (Etienne-Grimaldi et al., 2008; Suchy et al., 1992; Weber et
al., 2007; Zauber et al., 2003). Zu beriicksichtigen ist in diesem Zusammenhang
allerdings immer, ob auch alle Mutationen iiberpriift wurden und welche
Methode/Methoden eingesetzt wurden, da sich hierdurch bereits Unterschiede in der

Haufigkeit der Diskordanzen erkldren lassen.
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4.3.2.4 Kritische Betrachtung der Diskordanzen
4.3.24.1 Doppelmutationen

Die diskordanten Fille in der vorliegenden Arbeit weisen ein inhomogenes Muster auf.
Nicht nur Einzelmutationen, sondern auch Doppelmutationen wurden in 5
verschiedenen Gewebetypen detektiert (s. S. 56 - 58, Tabelle 8 - 12). Diese lassen sich
vermutlich durch einen polyklonalen Primértumor erkldren (De Roock et al., 2010a).
Weshalb allerdings jeweils Cod13Asp beteiligt ist, ldsst sich nicht beantworten. Es muss
jedoch nicht immer von einer Cod13Asp-Beteiligung ausgegangen werden, da auch
andere Doppelmutationen in der Literatur schon beschrieben wurden (De Roock et al.,

2010a). Eventuell kann aber mit Cod13Asp eine erhdhte Priavalenz vorliegen.

4.3.24.2 Adenom-Karzinom-Sequenz bei den Diskordanzen

Alle 11 getesteten Primartumoren der diskordanten Fille zeigen eine KRAS-Mutation
(s. S. 60, Tabelle 13). Nach der weit verbreiteten Annahme, dass die KRAS-Mutation
ein frithes Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz darstellt (Fearon and Vogelstein,
1990; Vogelstein et al., 1988), lésst sich schlussfolgern, dass eine KRAS-Mutation vor
der Metastasierung auftritt und dann ebenfalls in metastatischen Absiedelungen
vorzufinden ist. Jedoch wiederspricht diese Vorstellung den Tatsachen in jenen
diskordanten Fillen. Hier sind Fernmetastasen, teilweise auch zu einem
fortgeschrittenen Zeitpunkt, mit KRAS-Wildtyp entstanden, obwohl der Priméartumor

bereits frith eine KRAS-Mutation aufwies.

4.3.24.3 Erklirungen fiir das Auftreten von Diskordanzen

Bei den Diskordanzen treten sowohl Wildtyp-Gewebe wie auch Gewebe mit
andersartigen Mutationen bei vorliegendem mutiertem Primarius im KRAS-Gen auf (s.
S. 60, Tabelle 13). Diese (paradoxen) Resultate lassen sich vermutlich durch
verschiedene, pathogenetisch unterschiedliche Ansitze begriinden. In Bezug auf den

Primdrtumor, muss an eine intratumorale Heterogenitit gedacht werden (Knijn et al.,
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2011) oder an das sog. ,,Disseminierungsmodell®, bei welchem Tumorzellen den
Primarius vor dem Erreichen eines vollstindig malignen Phénotyps (mit somatischer
KRAS-Mutation) verlassen haben (Klein, 2009) und somit der Zeitfaktor eine grof3e
Rolle spielt. Im Weiteren muss ebenfalls der Gedanke herangezogen werden, dass eine
noch nicht detektierte, unabhéngige Zweitneoplasie, mit anderem KRAS-Status und
Metastasierung, parallel vorliegt, zumal KRAS-Mutationen auch in anderen Tumoren
wie Pankreas-, Bronchial-, Gallenblasen-, Ovarial- oder Endometriumkarzinomen

vorkommen konnen.

Andere Studien zeigen, dass nur ein niedriger Anteil an Tumorzellen iiberhaupt befahigt
ist, eine Migration zu iiberleben und anschlieBend noch Sekundérldsionen zu bilden.
Hierfiir zeigen KRAS-mutierte Tumorzellen eine bessere Anpassungfihigkeit als
KRAS-Wildtyp-Tumorzellen (Kosakowska et al., 2010). Dies stiitzt das Ergebnis von
Velho et al., 2009, der einen KRAS-Mutationsanteil von 82,1% in den LK-Metastasen
zeigte. Im vorliegenden Kollektiv finden sich aber nur 43,75% KRAS-Mutationen in
LK-Metastasen und nur 30% in Fernmetastasen (s. S. 54, Tabelle 7). Diese geringeren
Prozentzahlen zeigen sich auch in anderen Studien (Cejas et al., 2009; Italiano et al.,
2010; Knijn et al., 2011), womit hinterfragt werden muss, ob auch die Moglichkeit
besteht, dass KRAS-Wildtyp-Tumorzellen diese Anpassungsfahigkeit und erhohte
Metastasierungspotenz erwerben konnen.

Diese Erkldarungsmodelle stellen eine mogliche Begriindung der Pathogenese fiir die
detektierten diskordanten Félle dar, jedoch liefern sie keine Entscheidungshilfe bzgl. des

therapeutischen Verfahrens.

4.3.2.4.4 Rezidive mit unterschiedlichem Mutationsstatus

Selbst Rezidive, wie im vorliegenden Kollektiv ein Beispiel (s. S. 60, Tabelle 13/Nr. 6)
bestitigt, konnen verschiedene Mutationsstati aufweisen. In der Literatur liegen fiir
diesen Fall bis dato keine vergleichbaren Ergebnisse vor. Vermuten lédsst sich dabei
jedoch, dass die Bezeichnung ,,Rezidiv*“ hier etwas ungliicklich in der Befundung

gewihlt sein konnte. Es muss grundsétzlich an die seltene Moglichkeit gedacht werden,
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dass weitere unabhédngige Zweitneoplasien mit eigens durchlaufener = Adenom-

Karzinom-Sequenz vorliegen kdnnten.

4.3.2.4.5 Klinische Relevanz des KRAS-Status in Adenomen

Die Adenome stellen den Beginn einer neuen Adenom-Karzinom-Sequenz dar, in der
selbstverstiandlich nicht der gleiche KRAS-Status, wie im untersuchten Primarius,
vorliegen muss. In ca. 25% der traditionellen adenomatdsen und in 4% - 37% der
serrativen Polypen werden KRAS-Mutationen entdeckt (Chan et al., 2003; Jass et al.,
2006; O'Brien et al., 2004; O’'Brien et al., 2006; Yang et al., 2004). Selbst unter den
frilhen genetischen Alterationen in hyperplastischen Polypen lassen sich diese bereits
vorfinden (Otori et al., 1997; Yang et al., 2004). In der vorliegenden Untersuchung
zeigte sich in den Adenomen (LGIN und HGIN) ein KRAS-Mutationsanteil von
37,04% (s. S. 54, Tabelle 7). Dieser Anteil reprisentiert und bestétigt das Entstehen von
KRAS-Mutationen friih in der Karzinogenese, so dass dieser Anteil dem in der Literatur
erwdhnten Anteil fir Primirtumore (30% - 45%) entspricht (s. Kapitelbeginn).
Weiterhin ergibt sich, dass alle KRAS-mutierten Adenome den diskordanten Féllen
angehoren. Ob der diskordante Mutationsstatus Einfluss auf die KRAS-Genmutation in
sich neu bildenden Adenom-Karzinom-Sequenzen hat, ist in der Literatur bis jetzt noch

nicht ndher beleuchtet worden.

Bei den Diskordanzen wurde in 4 Féllen nur der Primarius und ein Adenom
mutationsanalytisch untersucht (s. S. 60, Tabelle 13/Nr. 9-12). Jeder einzelne Fall zeigte
im Adenom einen KRAS-Wildtyp, wihrend der Primdrtumor eine KRAS-Mutation
trug. Hierbei handelt es sich um zwei unterschiedliche im Organismus befindliche
Adenom-Karzinom-Sequenzen, deren Mutationsstatus im KRAS-Gen zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt wurde.

Adenome werden bislang noch nicht mit Anti-EGFR-Therapien behandelt. Es gibt dazu
noch keine Untersuchungen hinsichtlich einer Wirksamkeit. Doch kénnte hypothetisiert
werden, dass in solchen Fillen, wie oben beschrieben, die Maoglichkeit einer

Antikorpertherapie nicht génzlich ausgeschlossen werden sollte. Das Wildtyp-Adenom
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konnte ndmlich in diesen Féllen empfindlich sein fiir eine Anti-EGFR-Therapie,

wodurch zusitzlich die Entwicklung eines Zweittumors unterdriickt wiirde.

4.3.3 Beurteilung der KRAS-Vergleiche

4.3.3.1 Kordanz- und KRAS-Status vs. pTNM-Klassifikation

Das Wissen {iber Diskordanzen und Konkordanzen nimmt im vorliegenden
Patientenkollektiv keinen Einfluss auf die GroBenentwicklung oder die metastatischen
Absiedlungen (s. Kapitel 3.4.1). Ob KRAS-Wildtyp oder KRAS-Mutation, es zeigt sich
auch hier kein signifikanter Unterschied bzgl. der TNM-Klassifikation (s. S. 69,
Tabellen 19 und 20). Dieser fehlende Einfluss wurde bereits im Jahr 1991 schon
festgehalten (Oudejans et al,. 1991).

Die fehlende Assoziation zur Tumorausdehnung, Nodalstatus sowie Fernmetastasierung
entspricht nicht der Vorstellung, da der Signalweg, in welchen KRAS eingeschaltet ist,
u.a. fiir Proliferation, Migration und Invasion verantwortlich ist. Daraus konnte der
Schluss gezogen werden, dass ein mutiertes KRAS iiber die Daueraktivierung des
Signals in den Zellkern, eine dauerhafte Stimulation von Proliferation, Migration und
Invasion bewirkt und damit den Tumor wachsen und Metastasen bilden lasst.

Diese Diskrepanz lédsst sich eventuell damit begriinden, dass die zuvor beschriebenen
Effekte durch eine Daueraktivierung eines anderen Gens (BRAF, N-RAS, PIK3CA) bei
zugrundeliegendem KRAS-Wildtyp initialisiert werden (s. S. 16, Abb. 5).

4.3.3.2 Kordanz- und KRAS-Status vs. Primartumorlokalisation

Die in der Literatur beschriebene klassisch anatomische Verteilung der
Tumorlokalisation im Kolorektum, spiegelt sich in der 60 Patienten umfassenden
Stichprobe wieder (s. S. 46, Abb. 11). Auch die prozentuale Verteilung der Lokalisation
innerhalb des Kolons entspricht der typischen Distribution. Bei geschlechtergetrennter
Betrachtung zeigt sich kein nennenswerter Unterschied (s. S. 47, Abb. 12a,b). Weder
der Kordanz- noch der KRAS-Status zeigen im vorliegenden Kollektiv eine Assoziation

zur Primértumorlokalisation (s. S. 69, Tabelle 19 und 20). Im Gegensatz dazu wurde
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bereits 1992 beschrieben, dass Karzinome im Rektosigmoid mit groferer
Wabhrscheinlichkeit KRAS-Genmutationen aufweisen als an anderen Stellen (p>0,04)
(Boughdady et al.,, 1992). Jedoch wurde dies in neueren Studien nicht bestitigt
(p=0,251) (Weichert et al., 2010), womit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ihre

Représentativitdt behalten.

4.3.3.3 KRAS-Status vs. Histomorphologie

Eine mogliche Abhidngigkeit oder Synopsis zwischen histomorphologischen
Charakteristika und dem KRAS-Status konnte innerhalb des 60 Personen umfassenden
Kollektivs nicht aufgedeckt werden (s. Kapitel 3.4.4). Eben diese fehlende Assoziation
wird auch durch Weichert et al. beschrieben, der die Tumore auf die An- und
Abwesenheit von Nekrosen, dem Fettgewebe oder dem Vorhandensein von
Entziindungen untersucht hat (Weichert et al., 2010).

Der Ausreifungsgrad (Grading), der an den histologischen Préparaten bestimmt wurde
(s. Kapitel 3.4.2), zeigt auch nummerisch betrachtet (Exakter Test nach Fisher) keine
signifikante Assoziation zum KRAS- oder Kordanz-Status (s. S. 69, Tabelle 19 und 20).
Diese fehlende Abhingigkeit beschreibt ebenfalls bereits Oudejans et al., 1991.

4.3.4 Beurteilung des Follow-up

4.3.4.1 Differenzierte Betrachtung der First-Line-Chemotherapie

Die Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinoms hat sich im letzten
Jahrzehnt aufgrund der rapiden Entwicklung neuer Chemotherapien sowie Biologicals,
zu einer eigenstandigen sehr komplexen Wissenschaft entwickelt.

Da die vorliegende retrospektive Untersuchung bereits im Jahre 1996 mit der
Rekrutierung einzelner Patientendaten beginnt, die KRAS-Mutationsstatus-Testung mit
anschlieender Entscheidung fiir oder gegen eine Anti-EGFR-Therapie jedoch erst seit
den letzten 4 Jahren routineméBig durchgefiihrt wird, basiert die First-Line-Therapie
aller Patienten des Kollektivs ausschlieBlich auf Chemotherapien. Trotzdem war es von

Interesse, inwiefern die Chemotherapien, die ja keinen direkten Einfluss auf die EGFR-
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Signalkaskade, in denen KRAS eingeschaltet ist, besitzen, unterschiedliches
Ansprechen im Gewebe zwischen den spiter definierten Diskordanzen und

Konkordanzen bzw. KRAS-Wildtyp und KRAS-Mutation zeigen.

Das Ansprechen im vorliegenden Kollektiv (s. Kapitel 3.5.1) zeigt, dass in 2/3 der Fille
die Erkrankung nicht weiter voranschritt und sogar teilweise remittierte (CR, PR, SD).
Das objektive Ansprechen (CR + PR) lag bei 43,33% und entspricht damit den
Ergebnissen in der Literatur von 30% - 55% (Biasco et al., 2006). Unter separater
Betrachtung der 5 Kategorien nach RECIST, {iiberwiegt in der Subgruppe der
Konkordanzen jedoch der Krankheitsprogress (PD), wihrend in der Subgruppe der
Diskordanzen das Ansprechen relativ ausgewogen ist, mit geringfiigigem Dominieren
der partiellen Remission (PR). Ein signifikanter Unterschied im Ansprechen zwischen
Diskordanzen/Konkordanzen und KRAS-Wildtyp/KRAS-Mutation konnte damit nicht
verzeichnet werden, wodurch die Hypothese aufgestellt werden kann, dass die KRAS-
Mutationen, soweit dies bei der kleinen Stichprobengréfle beurteilbar ist, keine
Vulnerabilitit der Gewebe mit moglichem Ansprechen auf Chemotherapien

verursachen.

4.3.4.2 Differenzierte Betrachtung der Target-Therapie

4.34.2.1 Derzeitiger Kenntnisstand

Der KRAS-Mutationsstatus ist Dreh- und Angelpunkt fiir das Ansprechen einer
Therapie mit monoklonalem Antikérper gegen den EGF-Rezeptor (Amado et al., 2008;
Di Fiore et al., 2007; Lievre et al., 2008). Patienten mit metastasiertem kolorektalen
Karzinom, die Triager eines mutierten KRAS-Gens sind, zeigen eine Resistenz auf Anti-
EGFR-Therapien, wie Cetuximab und Panitumumab (Al-Mulla et al., 1998; Amado et
al., 2008; de Reynie’s et al., 2008; Karapetis et al., 2008; Oudejans et al., 1991; Suchy
et al, 1992). Diese Verkniipfung zwischen mutiertem KRAS wund fehlendem
Therapieansprechen resultiert bei beiden in einem erniedrigten PFS und speziell bei
Cetuximab auch in einem geringeren OS (Karapetis et al., 2008; Tol et al., 2009; Van
Cutsem et al., 2009). Entsprechend dazu wurde bei vorliegendem KRAS-Wildtyp ein
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Benefit in der Verwendung von monoklonalen Antikdrpern verzeichnet (Scartozzi et al.,
2007). Diese Untersuchungen begriinden, weshalb jene monoklonalen Antikdrper nur
im Falle eines KRAS-Wildtyp verabreicht werden sollten. Wobei hinzugefiigt werden
muss, dass bei festgestelltem Wildtyp im KRAS-Gen ein Benefit der Anti-EGFR-
Therapie nicht garantiert werden kann (Wong et Cunningham, 2008).

Zusétzlich muss natiirlich beriicksichtigt werden, dass KRAS als anerkannter negativ
pradiktiver Biomarker zwar eine hohe Spezifitit mit 93% besitzt, jedoch die Sensitivitdt

mit 47% gering ist (Linardou et al., 2008).

4.3.4.2.2 Ansprechen der Therapie mit ,,Cetuximab® ( Erbitux®)

Die Wirksamkeit von Cetuximab sowohl in Monotherapie (Amado et al., 2008;
Karapetis et al., 2008), wie auch in Kombination mit Chemotherapien (Bokemeyer et
al., 2009; Van Cutsem et al., 2009) wurde in Studien mehrmals belegt. Selbst der
Nutzen einer zusétzlichen Gabe von Bevacizumab (s. Kapitel 1.2.4.2) zu Cetuximab
zeigt Erfolge (Saltz et al., 2007).

Abb. 38 (s. S. 79) zeigt, dass in der vorliegenden Untersuchung ein Ansprechen der
Therapie mit Cetuximab nur in FEinzelfillen stattfand. Diese zeigten unter der
Kombinationstherapie Cetuximab + FOLFIRI eine zeitweilige Remission (PD) oder
Stabilisierung der Erkrankung (SD). Verglichen mit Di Fiore et al., 2007 zeigt sich bei
Betrachtung des objektiven Ansprechens (PR und CR), ein gleicher prozentualer Anteil
von 20%. Auch Lin et al., 2011 beschreibt mit 26,2% einen dhnlichen Anteil. Bei
Betrachtung der Stabilisierung (=13%) und des Progresses (=67%) sind die Ergebnisse
ebenfalls verhéltnismaBig vergleichbar (Di Fiore et al., 2007; Lin et al., 2011). Damit
konnen die Ergebnisse im Ansprechen der Therapie mit Cetuximab, ausgewertet nach

RECIST, als reprédsentativ angesehen werden.

111



Diskussion

4.3.4.2.3 Ansprechen der Therapie mit ,,Panitumumab“ (Vectibix®)

Im Gegensatz zu Cetuximab hat Panitumumab eine geringere Immunogenitét als
Cetuximab (Weiner, 2006), da er ein rein humaner Antikorper ist. Bei Patienten mit
chemotherapie-refraktirem metastasiertem kolorektalem Karzinom war lange Zeit nach
europdischen Leitlinien die Gabe von Panitumumab in Monotherapie empfohlen (Van
Cutsem and Oliveira, 2008). Neue Ergebnisse iiber die Wirksamkeit von Panitumumab
in Kombination mit Chemotherapie wurden erst kiirzlich beschrieben. Peeters et al.
zeigt in einer groBen prospektiven Phase III Studie, dass Panitumumab mit FOLFIRI
bei Wildtyp-KRAS statistische Signifikanz in der Verbesserung des progressionsfreien
Uberlebens aufweist (Peeters et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden 4 Patienten mit Panitumumab in Monotherapie
behandelt (s. S. 77, Tabelle 23). Bei lediglich einem Patienten zeigte sich eine
zeitweilige Remission. In den anderen Fillen folgte ein Progress oder keine
Nachweisbarkeit. Dieses Ergebnis ist reprdsentativ, wenn man von einem Anteil an
Nonrespondern von bis zu 65% ausgeht (s. Kapitel 4.3.4.2.5). Gerade jener Patient, der
positiv auf die Therapie mit Panitumumab reagierte, zeigt ein diskordantes Verhalten im
KRAS-Mutationsstatus. Vermuten ldsst sich, dass hierbei eine partielle Remission (PR)
stattfand, die auf einen Riickgang der Tumorzellformationen mit KRAS-Wildtyp
zuriickzufiihren ist, wdhrend jene mit mutiertem KRAS nicht auf die Therapie
ansprachen.

Im Gegensatz zu Peeters et al., 2010 konnte bei einem weiteren Patienten, der mit der
Kombination aus Panitumumab + FOLFIRI therapiert wurde, ein rasanter Progress
festgestellt werden.

Infolge des Nichtansprechens auf die Mono- bzw. Kombinationstherapie mit
Panitumumab, ldsst sich vermuten, dass evtl. eine Mutation in einem anderen Gen
vorzufinden wire oder aber aufgrund einer intratumoralen Heterogenitét ein falsch-
negatives Ergebnis vorliegt. Zur Ursachenkldrung des Nichtansprechens s. Kapitel

4.3.4.2.6.
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4.3.4.2.4 Anti-EGFR-Therapie bei KRAS-Mutation?

Bis auf einen Patienten (KRAS mutiert) handelt es sich in der Subgruppe der mit
Cetuximab therapierten Patienten um Konkordanzfille mit zugrundeliegendem KRAS-
Wildtyp. Aufgrund der eingédngigen Erkenntnisse der zwei groBen, randomisierten
Phase III-Studien, OPUS und CRYSTAL, zeigte sich, dass die Verwendung von
Cetuximab keinen Benefit bei vorliegender KRAS-Mutation verzeichnet und sogar
schédlich fiir diese Patienten ist (Bokemeyer et al., 2009; Van Cutsem et al., 2009).
Damit reprédsentiert der einzelne mit Cetuximab therapierte, jedoch KRAS mutierte
Patient exakt jene Feststellung.

Paradoxerweise wurde in einigen wenigen Studien ein Ansprechen in Einzelfillen trotz
mutiertem KRAS-Gen sowohl auf Cetuximab wie auch Panitumumab beschrieben
(Benvenuti et al., 2007; De Roock et al., 2008; Di Fiore et al., 2007; Frattini et al., 2004;
Hecht et al., 2007; Karapetis et al., 2008; Khambata-Ford et al., 2007; Lievre et al.,
2006; Lievre et al., 2008; Loupakis et al., 2009a; Wong et Cunningham 2008).

Griinde fiir die Annahme, dass diese Ergebnisse nicht nur auf irrtiimlich fehlerhaften
Analysen beruhen, konnten Unterschiede in den verschiedenen KRAS-Mutationen
darstellen. Bereits dieses Jahr hat De Roock et al. einen Uberlebensvorteil durch
Cetuximab bei chemotherapie-refraktiren metastasierten kolorektalen Karzinomen mit
G13D-Mutation im Vergleich zu anderen KRAS-Mutationen entdeckt (De Roock et al.,
2010b).

4.3.4.2.5 Kuration nach Anti-EGFR-Therapie?

Die lediglich voriibergehende Verbesserung im Krankheitsverlauf nach Anti-EGFR-
Therapie kann damit erkldart werden, dass selbst bei bestem therapeutischem
Ansprechen, mit zugrundeliegendem KRAS-Wildtyp, klinische Studiendaten darauf
hinweisen, dass eine Stabilisierung hochstens 12 bis 18 Monate weilt (Cunningham et
al., 2004). Begriindet wird diese sekundidre Resistenz mit der Entwicklung von
widerstandsfahigen Klonen durch einen darwinistischen Selektionsprozess (Bardelli and

Siena, 2010).
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Die in Kapitel 4.3.4.2.1 erwdhnte fehlende Garantie auf ein Ansprechen der Anti-
EGFR-Therapie bei KRAS-Wildtyp zeigt sich durch den hohen Anteil an
Nonrespondern. Ein unerwartetes Nichtansprechen tritt laut der aktuellen Studienlage in
bis zu 65% der kolorektalen Karzinome auf (Allegra et al., 2009; Van Cutsem, 2007;
Van Cutsem et al., 2007). Andere Studien reduzieren sogar den Anteil an Respondern
auf nur 10% - 20% herunter (Chung et al., 2005; Cunningham et al., 2004). D.h. grobe

2/3 der Patienten profitieren nicht von ihrer Verabreichung.

4.3.4.2.6 Ursachenanalyse der Non-responder

Verschiedene Griinde bzw. Hypothesen konnen als Erkldrung fiir ein Nichtansprechen
der Anti-EGFR-Therapie herangezogen werden. In erster Linie geht man davon aus,
dass eine irrtlimlich fehlerhafte Analyse durch die Qualitétsinitiative Pathologie (QulIP)
weitgehend ausgeschlossen werden kann. Wobei eine Korrektheit immer iiberpriift
werden sollte und somit oberste Prioritét besitzt. Einen weiteren Grund konnen die
bereits erwidhnten Diskordanzen darstellen (Knijn et al., 2011). Wird ein Primarius mit
KRAS-Wildtyp reseziert, sein KRAS-Status analysiert und abhingig von diesem
therapiert, so konnen noch im Organismus belassene Lymphknoten- oder
Fernmetastasen ein mutiertes KRAS-Gen aufweisen und daher auf eine Anti-EGFR-
Therapie hin nicht reagibel sein.

Eine intratumorale genetische Heterogenitit, die bereits von Giaretti et al., 1996, Al-
Mulla et al., 1998; Albanese et al., 2004 sowie Losi et al., 2005, mit ca. 35% - 47%
beschrieben wurde, kann ebenfalls durch ein falsch negatives Ergebnis das
therapeutische Versagen erklidren. Hingegen ergaben die Analysen von Baldus et al.
2010, an einem Kollektiv von 100 Patienten nur 8% Heterogenitit. Jedoch zeigte er,
dass sich im Tumorzentrum ein hoherer Anteil an Mutationen findet, als im
Randbereich. Eben diese Feststellung kann die Gefahr bergen, dass bei Entnahme im
Randbereich die eigentlich vorhandene KRAS-Mutation im Zentrum nicht festgestellt

wird.
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Neben diesen Begriindungen fiir ein Scheitern der Antikorpertherapie konnen auch
weniger héufig auftretende Mutationen des KRAS-Gens, Codon 61 und 146 die
routinemdlig nicht erfasst werden, vorliegen und damit ein Ansprechen verhindern
(Loupakis et al., 2009b). Des Weiteren muss an Mutationen in anderen Effektoren der 2
Hauptsignalwege RAS-RAF-MEK und PIK3CA-PTEN-AKT, ausgehend von EGFR,
gedacht werden. Diese beiden Hauptachsen sind iiber PIK3CA miteinander vernetzt, so
dass Mutationen besonders in BRAF, NRAS und PIK3CA auch einen negativen
Einfluss auf das Ansprechen haben konnten (De Roock et al., 2009; Di Nicolantonio et
al., 2008; Laurent-Puig et al., 2009; Lin et al., 2011; Sartore-Bianchi et al., 2009).

Im vorliegenden Patientenkollektiv kann bei simtlichen 11 Nonrespondern die Mutation
in Codon 61 des KRAS-Gens als Ursache fiir ein Nichtansprechen ausgeschlossen
werden. Mittels Pyrosequenzierung zeigt sich jeweils ein Wildtyp. Des Weiteren kann
von einer Mutation in Codon 600 (V600E) des BRAF-Gens ebenfalls abgesehen
werden, da hier, mit einer kleinen Ausnahme, in gleicher Weise nur Wildtypen
detektiert wurden. Diese V60OE-Mutation liegt bei 90% aller aktivierenden BRAF-
Mutationen vor (Wan et al., 2004) und wird daher iiblicherweise als zentrale Mutation
analysiert. Lediglich ein Patient zeigt einen diskordanten BRAF-Mutationsstatus
(Primarius mit BRAF-Mutation, Lebermetastase mit BRAF-Wildtyp). Jedoch begriindet
diese Feststellung nicht das Nichtansprechen der Anti-EGFR-Therapie, da die im
Korper weiterhin vorhandene Lebermetastase mit einem BRAF- und KRAS-Wildtyp-
Status theoretisch ansprechen konnte. Damit tragen beide zusitzlich untersuchten Gene
nicht zur Ursachenkldrung im vorliegenden Kollektiv bei. In Anbetracht des
zusdtzlichen Ausschlusses von KRAS (Codon61) und BRAF (V600E) lésst sich damit
schlussfolgern, dass die Kldrung des Nichtansprechens auf die oben beschriebenen

weiteren Ursachen zuriuckfallt.
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4.3.4.3 Differenzierte Betrachtung der Therapiewechsel

Die durchschnittliche Anzahl an Therapiewechseln, die Patienten mit metastasiertem
kolorektalem Karzinom erfahren, ist bis dato in noch keiner Studie analysiert worden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung besitzen somit keine Vergleichswerte.
Ein signifikantes Ergebnis bzgl. des unterschiedlichen Verhaltens von Diskordanzen
und Konkordanzen gegeniiber der Therapiewechselanzahl konnte nicht gezeigt werden
(s. Kapitel 3.5.4). Die Wechselfrequenz darf allerdings nur im Hinblick auf das Overall
Survival (OS) dieser beiden Subgruppen beurteilt werden, da die Haufigkeit der
Therapiewechsel natiirlich von der Uberlebenszeit abhiingt. (s. Kapitel 3.7)

4.3.4.4 Differenzierte Betrachtung der Therapieabbriiche

Im Hinblick auf die Griinde fiir einen Therapieabbruch konnte kein wesentlicher
Unterschied zwischen den Konkordanzen und Diskordanzen verzeichnet werden.
Panitumumab zeigt bei Nebenwirkungen zu >20% Hautreaktionen, wie Erythem,
akneiforme Dermatitis, Juckreiz oder Ausschlag, dariiberhinaus ldsst sich auch
Diahrroe, Ubelkeit und Erbrechen sowie Miidigkeit abzeichnen (Gemmete and
Mukherji, 2011). Unter Cetuximab kommt es bei bis zu 80% der Patienten zu
Hautreaktionen, aber auch Diarrhoe, Asthenie, Akne, Andmie und auch
Ubelkeit/Erbrechen (Cunningham et al., 2004). Diese Nebenwirkungen kénnen ebenso
bei Chemotherapien beobachtet werden, sodass nicht direkt differenziert werden kann
und somit auch verstiandlicherweise kein Unterschied in den Subgruppen vorzufinden
ist. Die anteilige Verteilung (s. S. 81, Abb. 40 und 41) zeigt ebenfalls beinahe gleiches
Verhalten, mit dem einzigen Unterschied, dass in der Subgruppe der Konkordanzen
prozentual mehr Patienten bereits verstorben sind als bei den Diskordanzen. Dies sagt
soweit gar nichts iiber das OS aus, da die Patienten zu unterschiedlichsten Zeitpunkten

ihre Erstdiagnose erhielten.
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4.3.4.5 Differenzierte Betrachtung der Therapieunterbrechungen

Die durchschnittliche Therapiepause, die sich bei Patienten mit voriibergehend
kontrollierter Erkrankung (CR, PR, SD) summiert aufzeigt, unterscheidet sich weder im
Kordanz-Status noch im KRAS-Status signifikant (s. S. 82, Tabelle 26). Hieraus ldsst
sich schlussfolgern, dass bei diesen Patienten die addierte progressionsfreie Zeit nicht

vom Kordanz- oder KRAS-Status abhéngt.

4.3.4.6 Differenzierte Betrachtung der Fernmetastasen

Laut Abb. 17 (s. S. 52) reprisentiert das vorliegende Patientenkollektiv die in der
Literatur beschriebene Lokalisationsverteilung der synchronen Fernmetastasen.
Hauptfernmetastasenorte sind Leber, Peritoneum und Lunge. Aufgrund der
anatomischen GefaBBversorgung, finden sich Lungenmetastasen hdufiger bei
Rektumkarzinomen, wiahrend Lebermetastasen eher bei Kolonkarzinomen vorzufinden
sind (Cejas et al., 2009). Cerebrale Metastasen sind dagegen ungewdhnlich. Jedoch ist
das kolorektale Karzinom fiir 5% der Hirnmetastasen verantwortlich, die in der
Mehrheit der Félle erst in einem spdteren Stadium der Krebserkrankung (metachron)
auftreten (Uskent et al., 2003).

Die Entwicklung einer Peritonealkarzinose ist mit einer schlechten Prognose assoziiert
(Jayne et al., 2002). Entstehen kann diese entweder durch eine transmurale Streuung des
Primarius oder aber auch durch eine Perforation. Sie wird in 5% - 8% der Patienten mit
kolorektalem Karzinom bei Primértumorresektion gefunden und ist zusétzlich zur
Lymphknoten-Ratio ein wichtiger prognostischer Faktor fiir dieses Krebsgeschehen
(Matsuda et al., 2011).

Weitere ermittelte Daten zeigen, dass der Anteil an synchronen zu metachronen
Fernmetastasen sowie deren prozentuale Verteilung bzgl. des KRAS-Status mit anderen
Studienergebnissen vergleichbar ist (Cejas et al., 2009; Italiano et al., 2010; Molinari et
al., 2009). Die haufigste Lokalisation stellt die Leber dar (Artale et al., 2008; Borner et
al., 1999; Molinari et al., 2009). Dies bestétigen die vorliegenden Daten sowohl im
synchronen, wie auch metachronen Fall (s. Kapitel 3.2.5 und 3.5.6.2).
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Tabellen 31 (s. S. 85) zeigt des Weiteren, dass kein signifikanter Einfluss von
synchronen auf die Entwicklung von metachronen Fernmetastasen besteht.
Dariiberhinaus besteht auch keine Assoziation zwischen den Diskordanzen und
Konkordanzen oder KRAS-Wildtyp und KRAS-Mutation auf die Entwicklung von

metachronen Fernmetastasen.

Diese Ergebnisse sind in der Literatur nicht untersucht, so dass hierzu keine
Vergleichsdaten zur Verfligung stehen. Ursache fiir diese fehlende Assoziation konnte
jedoch auch in diesem Fall eine Mutation in anderen Effektoren (KRAS Codon 61, 146
oder BRAF, NRAS, PIK3CA) der Signalkaskaden, ausgehend von EGFR sein.

4.3.4.7 Differenzierte Betrachtung der Rezidive

Bei der Behandlung des kolorektalen Karzinoms ist die Methode der Wahl die operative
Resektion. Trotzdem entwickeln ca. 40% der primédr kurativ operierten Patienten im
Verlauf ein lokales, regionales oder fernes Tumorrezidiv (Buglioni et al., 1999). Im
vorliegenden Patientenkollektiv sind jedoch nur 15% von einem Rezidiv (davon 42,9%
KRAS-Mutationen) betroffen (s. Kapitel 3.5.6.1).

Eventuell ist dieser verringerte Prozentsatz auf die im Vergleich zum Jahre 1999
inzwischen ausgefeiltere Chemotherapie und Target-Therapie zuriickzufiihren. Ein
Vergleich zwischen Diskordanzen und Konkordanzen kann nicht gezogen werden, da
ein einzelner Diskordanzfall kein repriasentatives Bild fiir diese Gruppe abgibt.

Dieser Fall ist jedoch erwéhnenswert, da jener Patient eine Entwicklung von 4 parallel
aufgetretenen Rezidiven zeigt, deren KRAS-Status 2x Wildtypen und 2x Mutationen
zeigt. Dieses Bild verdeutlicht, dass der urspriingliche Primértumor, der hier zur KRAS-
Mutationsanalyse leider nicht zur Verfligung stand, moglicherweise eine
Tumorheterogenitidt aufwies, wodurch unterschiedlich Zellen mit verschiedenem

KRAS-Status sich absiedeln konnten.
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4.3.5 Beurteilung der Survivalanalyse

Das mittlere OS ist beim metastasierten kolorektalen Karzinom im letzten Jahrzehnt von
ca. 12 auf ca. 20 Monate angestiegen (Meyerhardt and Mayer, 2005; Saunders and
Iveson, 2006). Jene Zeitphase wird im untersuchten Kollektiv mit ca. 42 Monaten
(Konkordanzen) und ca. 50 Monaten (Diskordanzen) weit iiberschritten (s. Kapitel 3.7).
Dies ist vermutlich nicht auf noch bessere Therapien zuriickzufiihren, sondern
begriindet sich eher darin, dass in das Patientenkollektiv auch Patienten aufgenommen
wurden, die postoperativ keine Fernmetastasen besallen, vorerst nicht adjuvant
behandelt wurden und damit ihr langes PFS postoperativ gewichtig auf die Statistik des
OS einwirkt. Bei Herausrechnung dieser 8 Patienten ergibt sich trotzdem ein mittleres
OS von 37 Monaten (Konkordanzen) und 40 Monaten (Diskordanzen), woraus der
Schluss gezogen werden konnte, dass hier eine hohe Resilienz (Widerstandsfahigkeit)

der Patienten vorlag.

Im Gesamtkollektiv zeigt sich erwartungsgeméll der M0O-Status in der Survivalanalyse
mit einen Uberlebensvorteil gegeniiber dem M1-Status (HR=4,74; 95% CI 1,49 - 9,64 ;
p= 0,0004). Eine prognostische Relevanz ist mit diesem breiten Konfidenzintervall nur
anndhernd gegeben. Hilfreich wire ein groerer Stichprobenumfang, der hier aber nicht
zur Verfiigung steht. Jedoch stimmt diese Beobachtung mit der Prognose im Stadium
UICC 1V iiberein, in welcher die 5-JUR von 8% wesentlich niedriger ist als im Stadium
[-1IT mit 44% - 93% (O’Connell et al., 2004). Damit wiirde sich im vorliegenden
Patientenkollektiv fiir Patienten mit Fernmetastasen ein 4,74-fach hoheres Risiko
ergeben, frither zu versterben, als Patienten im MO-Stadium. Dieser signifikante
Unterschied im OS spiegelt sich sowohl in der Subgruppe der Konkordanzen (p=0,003),
wie auch der Diskordanzen (p=0,007) wieder, wodurch geschlussfolgert werden kann,
dass das Wissen lber Diskordanzen in diesem Fall keinen Einfluss auf das

Gesamtiiberleben hat.
Eine Signifikanz unter den Konkordanzen zeigt sich in Bezug auf das PFS. Das M1-

Stadium bei ED zeigt hier ein 1,98-fach hoheres Risiko zur frithzeitigeren Progression

als das M0O-Stadium (HR=1,98; 95% CI 1,05 - 3,73; p=0,031). Diese Signifikanz lasst
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sich jedoch bei den diskordanten Féllen nicht nachweisen. Desweitern zeigt sich auch
der KRAS-Status als prognostisch relevant. Nachgewiesene KRAS-Mutationen haben
ein 2,14-fach hoheres Risiko zur fritheren Progression als Wildtypen (HR=2,14; 95%CI
1,1 - 4,16; p=0,021). Dieses Verhalten zeigt sich in der Literatur besonders
beeindruckend bei Therapien mit Cetuximab nach zuvor fehlgeschlagener
Chemotherapie. Das PFS kann hierbei zeitlich verdoppelt werden (Karapetis et al.,
2008). Vorliegende Daten sind das Ergebnis verschiedener Chemotherapien und
bestdtigen damit, dass der KRAS-Status unabhingig von der Innovation Target-
Therapie grundsétzlich bzgl. des Progress eine Rolle spielt. Beide zuvor erwéhnten
signifikanten Ergebnisse besitzen in diesen Féllen ein wesentlich kleineres

Konfidenzintervall, so dass diese Ergebnisse tendenziell relevant erscheinen.

AuBerdem konnten durch verschiedene weitere Variablen (Grading, Lokalisation, T-
und N-Klassifikation) keine Auswirkungen auf das Gesamtiiberleben oder das
progressionsfreie  Uberleben verzeichnet werden. Eine Einflussnahme der
Diskordanzen/Konkordanzen oder des KRAS-Wildtyp/KRAS-Mutation auf das
Gesamtiiberleben kann nicht nachgewiesen werden. Eben diese fehlende Assoziation
zwischen KRAS-Status und OS wird auch in der Literatur beschrieben (Cejas et al.,
2009; Etienne-Grimaldi et al., 2008).
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4.4 Kritische Bewertung der Durchfiihrung

4.4.1 Patientenkollektiv

Die Aussagekraft dieser Arbeit ist mit einem Stichprobenumfang von n=60 Patienten
durchaus représentativ, dennoch unterliegt die Subgruppe der Diskordanzen mit n=12
einer grofen Inhomogenitdt. Diese ist sowohl auf die Vielfaltigkeit der untersuchten
Gewebe und Therapieregime, die unterschiedliche Linge der Follow-up-Zeiten sowie
die individuelle Ausbreitung der Erkrankung zuriickzufiihren. Diese Punkte sind zwar
auch bei den Konkordanzen vorhanden, zeigen jedoch aufgrund des groBeren
Stichprobenumfangs mit n=48 eher Ubereinstimmungen.

Durch die Gewebevielfalt mit gleichzeitig niedrigem Stichprobenumfang ist es
schwierig, die Richtung des Kausalzusammenhangs in Bezug auf den Kordanz- und
KRAS-Status sowie das Outcome zu kldren und damit Riickschliisse auf die
individuelle Situation des Patienten zu ziehen. Folglich musste der KRAS-Status in den
Vordergrund gestellt werden, ohne die individuelle Situation des Patienten mit all

seinen Tumorlokalisationen beriicksichtigen zu konnen.

4.4.2 Verbesserungsvorschlige

4.4.2.1 RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)

Die RECIST-Kriterien stellen eine hervorragende Einteilung fiir das
Therapieansprechen dar. Allerdings hat sich wihrend der Auswertung dieser
Untersuchung gezeigt, dass jene Kriterien flir eine konkrete Betrachtung des
Ansprechens im Falle von Diskordanzen nicht ausreichen. Um das Ansprechen genau
zu verfolgen wire eine detaillierte Auflistung mit konkreter Beschreibung der
Progression oder Remission derjenigen Gewebe, die mutationsanalytisch auf KRAS
untersucht wurden, hilfreich. Aus den zugesandten Arztbriefen war es teilweise nicht
moglich herauszulesen, ob z.B. der Progress nur im Primarius oder auch in den
Metastasen stattfand. Im diskordanten Fall ist eben genau diese Analyse essentiell, um
ein Ansprechen differenziert nach Geweben mit KRAS-Wildtyp unter Anti-EGFR-

Therapie verfolgen zu kdnnen.
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4.4.2.2 Prospektive Studien

Da Diskordanzen auch weiterhin Gegenstand von Untersuchungen und Studien sein
sollten, wire es sinnvoll, speziell im Hinblick auf diese Subgruppe, prospektive Studien
durchzufithren. Damit wére von vornherein die Follow-up-Zeit fiir alle Probanden
festgelegt, es gibe keine Abhédngigkeit von alten und unvollstdndigen Daten, es konnten
gleiche Therapieregime angewendet werden und statt lediglich Hypothesen kdnnten
Beweise erbracht werden. Durch diese Vereinheitlichung wéren auch die statistischen
Ergebnisse aussagekriftiger. Allerdings darf man natiirlich nicht vergessen, dass es
schwierig ist, genau jene Patienten mit Diskordanzen ausfindig zu machen, zumal dieser

Kordanz-Status erst im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung definierbar ist.
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4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend leistet die vorliegende Untersuchung einen wertvollen Beitrag zur

Relevanz der Diskordanzenbestimmung.

4.5.1 Ursachen fiir Diskordanzen

Die Arbeit bestitigt das Vorhandensein von einem hohen Diskordanzgrad mit 20% und
wiederspricht damit der uneingeschriinkten Ubereinstimmung der KRAS-Mutationsstati
in den verschiedenen Geweben eines Patienten. 4 mogliche Ursachen erkldaren dieses
diskordante Verhalten: intratumorale Heterogenitéit, sehr friihe Disseminierung

(Zeitfaktor), unabhédngige Zweitneoplasie, unterschiedliche Metastasierungspotenz.

4.5.2 Einfluss des Kordanz-Status auf OS/PFS

In dieser Arbeit konnte keine Signifikanz im direkten Vergleich zwischen

Konkordanzen/Diskordanzen und dem OS oder PFS nachgewiesen werden.

4.5.3 Einfluss des Kordanz-Status auf weitere Parameter

Bis auf einen, konnte bei keinem der untersuchten Parameter (TNM-Klassifikation,
Lokalisation, Grading) eine Beeinflussung im Krankheitsverlauf durch den Kordanz-
Status beobachtet werden. Lediglich bei vorliegendem diskordantem Mutationsstatus ist
es irrelevant, ob Fernmetastasen vorliegen, da das PFS sowohl im M0 wie auch im M1-
Stadium &dhnlich kurze progressionsfreie Zeiten aufzeigt. Dies verdeutlicht, dass die
Vorhersage der eigentlich prognostisch positiven, metastasenfreien Situation im Falle
von Diskordanzen ggf. relativiert werden muss. Diese Feststellung muss weiter
hinterfragt werden, da der Stichprobenumfang moglicherweise hierfiir zu gering ist.
Inwiefern eine tatsdchliche, reproduzierbare Signifikanz vorliegt, muss in anderen

Studien mit groBeren Kollektiven iiberpriift werden.
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4.5.4 Therapieansprechen & klinische Relevanz der Diskordanzen

Das Ansprechen der Diskordanzen zeigt in Bezug auf die First-Line-Chemotherapie
keinen Unterschied zu den Konkordanzen. Leider kann keine relevante Aussage iiber
ein Ansprechen unter Target-Therapie gegeniiber den Konkordanzen gemacht werden.
Grund hierfiir ist, dass keiner der diskordanten Falle im Primértumor einen KRAS-
Wildtyp prasentiert, so dass mit zwei Ausnahmen keine AntikOrpertherapie erfolgte.
Die eine Ausnahme zeigt bei vorliegender KRAS-Mutation und Cetuximabgabe eben
jenen in der Literatur beschriebenen fehlenden Benefit (s. Kapitel 4.3.4.2.1).

Die andere Ausnahme verdeutlicht bei unbekanntem KRAS-Status im Priméartumor
jedoch teilweise Wildtyp-Status in Metastasen und Rezidiven, eine zeitweilige partielle
Remission unter Panitumumab. Dieses Beispiel untermauert, dass das Wissen {iiber
einen diskordanten KRAS-Mutationsstatus moglicherweise Konsequenzen fiir die
Therapie haben konnte. Prasentieren einzelne Gewebe einen KRAS-Wildtyp, so besteht
bei diesen zumindest die Féhigkeit auf eine Antikorpertherapie mit Erfolg

anzusprechen.

Das Ansprechen auf Cetuximab und Panitumumab hingegen bei zu Grunde liegendem
KRAS-Wildtyp ist reprisentativ. Griinde fiir den hierbei hohen Non-Responderanteil
sind in einer fehlerhaften Analyse, dem Vorhandensein von Diskordanzen oder aber
anderen, nicht routineméafig untersuchten Mutationen (KRAS 147, N-RAS, PIK3CA)
zu suchen. Eben diese Mutationen konnen Ursache fiir das nicht nachweisbare
unterschiedliche Verhalten im KRAS-Status oder Kordanz-Status auf das
Tumorwachstum, den Nodalstatus und die Fernmetastasen sein.

Eine Mutation in KRAS (Codon61) und BRAF(V600E) als Grund fiir ein

Nichtansprechen konnte bei den vorliegenden Nonrespondern ausgeschlossen werden.

4.5.5 Modulation des therapeutischen Imperativs
Es ist zu tberlegen, ob zukiinftig der therapeutische Imperativ im Falle des

metastasierten kolorektalen Karzinoms eine andere Entscheidungsbasis fiir das

Therapieregime erhalten sollte. So kdnnte man nicht mehr den KRAS-Status des

124



Diskussion

Primarius sondern der Metastasen als Entscheidungshilfe wéhlen. Hintergrund hierbei
ist, dass das klinische Ansprechen auf die metastatische Erkrankung hin evaluiert,
jedoch der Status von KRAS im Primarius bestimmt wird. Der Primarius dagegen
befindet sich nach der Resektion nicht mehr im Organismus und ist damit eigentlich
nicht mehr ,target” der adjuvanten Therapie, wohingegen die verbliebenen Metastasen
einer Behandlung bediirfen.

Diese Situation stellt in Frage, ob der KRAS-Status im Primarius damit den KRAS-
Status in den Metastasen sicher und korrekt wiederspiegelt.

Das Vorhandensein eines diskordanten Mutationsstatus wird momentan in der aktuellen
Leitlinie noch nicht beriicksichtigt, da viele Jahre eine Konkordanz zwischen den

Geweben, die aus einer Adenom-Karzinom-Sequenz hervorgehen, angenommen wurde.

Weil inzwischen einige Studien, inklusive der vorliegenden, einen Diskordanzgrad von
bis zu 44% beschreiben, der in diesem Ausmal} nicht mehr zu vernachldssigen ist, wére
es angebracht diese Félle zukiinftig auch in die Evaluation mit einflieBen zu lassen.
Damit konnte ein weiteres Subkollektiv erfasst werden, das eventuell fiir eine Anti-
EGFR-Therapie in Frage kommen konnte, falls einzelne Gewebe ein KRAS-Gen im
Wildtyp présentieren.

4.5.6 Fazit

Allerdings  beinhaltet der KRAS-Status Unwégbarkeiten, denn die momentane
pradiktive Diagnostik besitzt noch keine 100%ige Aussagekraft fiir das Ansprechen der
Antikorpertherapie. Der Responderanteil von lediglich 10% - 20% verdeutlicht, dass
zwar die ersten Schritte in Richtung personalisierter Medizin erfolgreich gegangen
wurden, jedoch eine Weiterentwicklung des Konzepts unbedingt noch erfolgen muss,

um eine optimale Pradiktion zu ermdglichen.
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4.6 Epikritische Betrachtung und Ausblick

4.6.1 Pridiktive Biomarker

Viele Griinde fiir ein Nichtansprechen der Therapie verleiten dazu, die momentane
pradiktive Diagnostik fiir das kolorektale Karzinom in Frage zu stellen. Sich mit der
Entscheidung fiir eine spezifische Therapie, allein auf einen Biomarker mit nur 47%iger
Sensitivitdt zu berufen, ist risikobehaftet, wenn man sich bewusst ist, welche Vielfalt an
Moglichkeiten fiir eine Therapieresistenz hinter einem KRAS-Wildtyp stecken konnen.
Die niedrige Sensitivitét ist unbefriedigend. Jedoch veranschaulicht sie die momentane
Situation, dass der Bedarf, einen Marker zu nutzen, der die &rztliche therapeutische
Entscheidung unterstiitzt sowie das Ansprechen vorhersagt, auch ohne dabei maximale
Spezifitit und Sensitivitit aufzuweisen, iiberwiegt. Dies wiederum impliziert die
Notwendigkeit der Erforschung weiterer, sensitiverer pradiktiver Biomarker, die nicht
nur eigenstindig sondern evtl. auch in Kombination mit KRAS eine Steigerung der
zukiinftigen pradiktiven Diagnostik ermoglichen.

Eine Idee ist, dass bei detektietem KRAS-Wildtyp sich eine BRAF-Analyse
routinemdfig anschlieBt. Bei Wildtyp in diesem Gen wiirde man anschlieBend NRAS
untersuchen und falls immer noch keine Mutation nachweisbar ist, zuletzt noch
PIK3CA (De Roock et al., 2010a). Bereits mit einem Wildtyp in KRAS und BRAF
wiren bereits 55% Nonresponder ausgeschlossen (Bardielli et Siena, 2010). Dieses
Vorgehen basiert auf der Erkenntnis, dass KRAS, BRAF und NRAS- Mutationen sich
gegenseitig ausschlieBen (De Roock et al., 2008; De Roock et al., 2010a).

Dariiberhinaus konnten Assoziationen zwischen ansteigender EGFR-Gendosis (Moroni
et al., 2005b) und dem Ansprechen auf eine Anti-EGFR-Therapie sowie auch bei
erhohtem Expressionslevel der EGFR-Liganden ,,Amphiregulin“ und ,,Epiregulin®
(Khambata-Ford et al., 2007) nachgewiesen werden. Da beide eigenstindig derzeit nicht
als pradiktive Biomarker in Frage kommen (Balko et al., 2009; Moroni et al., 2005a),
konnten sie jedoch als Ergidnzung zusétzliche pradiktive Information bieten.

Dadurch wiirde die sich neu entwickelnde Systempathologie (Dietel and Schifer, 2008)
in den Vordergrund riicken und die Vernetzung der Einzelergebnisse zu einem

vollstédndigeren Bild bzgl. der Pradiktion mdglich sein.
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Dies alles zeigt, dass zukiinftig grofe prospektive, multizentrische Biomarkerstudien
notwendig sind, um weitere pradiktive Marker zu validieren. Es betrifft nicht nur das
kolorektale Karzinom, sondern alle Karzinomentititen.

Der geringe Bruchteil an zugelassenen Biomarkern zeigt nur die Spitze eines Eisbergs
der Theranostik. Der ,,Berg® an sich umfasst viele potenzielle neue Marker, die jedoch
in hohem Malle wegschmelzen, da die Priddiktion mit ihrer moglichst hohen Spezifitit

und Sensitivitdt enorme Anforderungen stellt.

4.6.2 Nutzen der Selektion

Die momentane Situation erfordert eine Selektion von Patienten als hochste Prioritét, da
die Kosten einer priadiktiven Pathologie und Target-Therapie enorm sind. Auch in
Zukuntt spielt diese Subgruppeneinteilung eine zentrale Rolle, da sonst Biologicals, wie
Antikorper, 6konomisch nicht mehr tragfahig sind. Genau diese Selektion stellt ja auch
die Grundlage fiir eine personalisierte Medizin dar und begriindet damit die
Eingliederung der individualisierten Therapie in das klinische Setting mit einer hohen
translationalen Relevanz. Eine Kostenminimierung ist derzeit nicht absehbar, aber durch
die Selektion werden weniger erfolglose Therapien durchgefiihrt. Eine Verbesserung
des Kosten-Nutzen-Effektes wird dadurch erzielt.

Man darf selbstverstindlich die Selektion nicht nur als Mittel zum Zweck fiir
kosteneffizienteres Management ansehen, sondern vielmehr als Uberlebens-
verlingerung, Lebensqualititssicherung oder Nebenwirkungsreduktion flir Patienten.
Ziel ist der individuelle Patient, der im Krankheitsfall Anspruch auf Hilfe hat. Eine gute
Lebensqualitédt trotz schwerer Krebserkrankung erzeugt nachgewiesenermaflen einen
Therapieerfolg und teilweise auch Lebenszeitverlingerung. Die Bereitstellung von
finanziellen Mitteln flir diese Diagnostik kann zu Beginn groere Betrdge umfassen, als
es mittelfristig der Fall sein wird. Diese Kosten jedoch, miissen den vielfdltigen
Kriterien standhalten, die gesellschaftlich, medizinisch und 6konomisch als Nutzen
definiert werden. Priadiktive Pathologie und Target-Therapie verhindern die
Verschwendung von Ressourcen. Sie sind das Ergebnis der neuesten Forschung, leiteten
die personalisierte Medizin ein, vernetzen Wissenschaft und Klinik und kénnen auf der

Basis des interdiszipliniren Managements die Forschung bereichern. So gelangen
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monetdre Investitionen in Form von Daten und Analysen schrittweise in die Forschung

zurick.

4.6.3 Personalisierte Medizin

Mit der Entwicklung von pridiktiven molekularen Untersuchungen und der folgenden
Selektion von Patienten wurde eine neue Dimension in der Medizin gedffnet. Die drei
Standbeine dieser modernen Medizin mit der pridiktiven Pathologie, der Target-
Therapie sowie der personalisierten Medizin sind nicht mehr wegzudenken. Niemand
kann sich diesem Fortschritt entziehen. Sie sind die Voraussetzung fiir eine
mafgeschneiderte Therapie eines jeden Patienten, um den individuellen Tumor mit
optimaler Wirkung und maximalem Erfolg zu bekdmpfen.

Die individualisierte Medizin stellt eine neue Chance dar, um komplexe
Zusammenhédnge detaillierter verstehen zu konnen. Es ist eine Chance flir den Patienten
sowie eine Herausforderung fiir den Pathologen und Onkologen. Detailkenntnis fiihrt
langfristig zu  effizienteren, nebenwirkungsirmeren und kostengiinstigeren
Behandlungsstrategien. Frither wurden Medikamente hergestellt, die moglichst bei
vielen Patienten Wirkung zeigten, jedoch interindividuell sehr verschieden ansprachen.
Der heutige Einsatz von teuren, hochtechnisierten sowie spezifischen
Tumortherapeutika, individualisiert an den Patienten angepasst, ermoglichen einen
Riickgang der Applikationsrate von wirkungslosen und nebenwirkungsreichen

Medikamenten.

Die personalisierte Medizin ist auf ein Maximum an Prizision bzgl. Aussagen iiber
maligne Tumoren angewiesen, da die Konklusion fiir die richtige Therapie grundlegend
von der pradiktiven Pathologie abhidngt. Die Ergebnisse der momentan in der Routine
durchgefiihrten Methoden sowie des Follow-up der Patienten verdeutlichen, dass der
Responderanteil der Patienten, nach KRAS-Mutationsanalyse, bereits bei 10% - 20%
liegt. Dies beweist, dass diese individualisiert abgestimmte Therapie Erfolg zeigt und
damit den richtigen Weg beschreitet. Dass dieser Prozentsatz an Respondern weiter
erhoht werden kann, bestdtigen die noch nicht routinemiBig durchgefiihrten

Mutationsanalysen an BRAF, N-RAS und Codon 61 des KRAS-Gens.
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Dass diese personalisierte Medizin jedoch erst Anwendung findet, wenn sich der Patient
in einem metastasierten Stadium befindet, in dem meist nur noch eine palliative
Therapie moglich ist, ist ein Kernproblem der heutigen, aufstrebenden Entwicklung der
tumorspezifischen Vorsorgeuntersuchungen (z.B. Endoskopie). Der Gedanke des
Eingreifens in einem mdglichst frilhen Stadium mit kurativem Ziel wird beim
kolorektalen Karzinom bisher nur durch die klassischen Therapieverfahren wie
Operation, Chemotherapie und Strahlentherapie umgesetzt.

Warum aber nicht friithzeitig schon tumorspezifisch individuell agieren?

Besteht vielleicht die Moglichkeit durch frithzeitige individuelle Therapie die
Wabhrscheinlichkeit zur Rekurrenz zu verringern oder sogar die Mikrometastasierungs-
potenz weiter zu minimieren?

Dies fiihrt zu der Frage, ob man zukiinftig personalisierte Medizin, basierend auf der
pradiktiven Pathologie und der Target-Therapie, bereits in fritheren, fernmetastasen-
freien Stadien umsetzen sollte?

Zu diskutieren wire ebenfalls, inwiefern bereits Adenome auf eine Anti-EGFR-
Therapie ansprechen konnten.

Weiter stellt sich die Frage, ob eine personalisierte Medizin in einem sehr frithen
Stadium eine systemische Erkrankung effektiv verhindern konnte?

Beispielsweise liegt bei bestehender Lymphangiosis carcinomatosa per definitionem
noch keine Fernmetastasierung vor, so dass keine KRAS-Mutationsanalyse stattfinden
und damit keine personalisierte Medizin umgesetzt werden kann. Die Infiltration der
Lymphgefiabahnen ist aber nicht mehr kurativ behandelbar und zeigt eine hohe
Fernmetastasierungspotenz.

Konnte also eine Antikorpertherapie in dieser Situation die Fernmetastasierung
frithzeitig verhindern?

Diese hypothetischen Mdglichkeiten und Fragen zum Einsatz der personalisierten
Medizin beim kolorektalen Karzinom zeigen, dass es noch viele offene Fragen gibt,

worauf die zukiinftige Forschung hoffentlich bald Antworten finden wird.
Das ,,Rad der Erkenntnis* ldsst sich nicht zuriickdrehen. Die personalisierte Medizin hat

den Weg beschritten. Wie viele Steine hierbei im Weg liegen, bestimmen etliche

Faktoren. Die Berechnung des Kosten-Nutzen-Effekts ist einer davon. Welchen
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Stellenwert er in der gesellschaftlichen, ethischen und 6konomischen Betrachtung von
Gesundheit erhdlt, muss auch zukiinftig diskutiert werden und v.a. transparent bleiben,
um ein Auseinanderdriften der Pole Gesundheitspolitik, Wirtschaftlichkeit, personlicher

Hilfsanspruch, Fritherkennung, Heilung und Forschung zu vermeiden.

4.6.4  Medizin-ethische Aspekte

Die Kriterien, nach denen ein Patient momentan im metastasierten Stadium des
kolorektalen Karzinoms behandelt wird, sind rational und enorm effizienz-orientiert.
,Evidence-based medicine* ist das Stichwort. Die Entscheidung fiir eine medizinische
Behandlungen soll patientenorientiert und mdglichst auf empirisch nachgewiesener
Wirksamkeit basieren. In keiner Weise wird eine Klassen-Medizin angewandt. Jedoch
wirft dies folgende Frage auf:

Kann man aufgrund von molekularpathologischen Tests Patienten Therapien
verweigern, mit der Begriindung, dass Sie laut Statistik ein schlechtes Ansprechen
zeigen werden? Nach heutigem medizinisch - wissenschaftlichem Kenntnisstand, weil3
man bereits, dass es interindividuelle Reaktionen auf Medikamente gibt und dass diese
nicht ausschlielich auf genetischer Ebene determiniert sind. Inwiefern epigenetische
Verdnderungen ein mutiertes KRAS-Gen auler Kraft setzen oder der individuelle
Hormonhaushalt Einfluss auf die Signalkaskaden, die EGFR nachgeschaltet sind, haben
kann, ist derzeit noch ungekldrt. Auch die Resilienz (Widerstandsfahigkeit) der
Patienten (s. Kapitel 4.6.) oder mogliche zeitliche Latenz im Ansprechen sind nicht
vorhersehbar.

Selbstverstindlich kann durch ein rationales Vorgehen keine Erfolgsgarantie gesichert
werden, jedoch ermoéglicht es eine umfassende, integrierte Versorgung unserer
Gesellschaft mit erhohter Bereitschaft fiir vulnerable Patientensubgruppen. Transparenz,
Qualitit und Verfiligbarkeit sind die Grundlage fiir eine akzeptierte Kategorisierung und

Kriterienbildung.
Das sporadische kolorektale Karzinom ist die haufigste Krebserkrankung in Europa und

betrifft demographisch gesehen v.a. dltere Patienten. Da gerade in Deutschland die

Alterspyramide auf dem Kopf steht, besteht hier enormes Forschungspotential. Genau
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jene Altersgruppe darf nicht als ,,zu alt“ abgetan werden, sondern muss zentraler
Untersuchungsgegenstand sein, und zwar auch im Hinblick auf interindividuelle
Unterschiede im Ansprechen der Patienten. Ob wir damit Erkenntnisse gewinnen, die
vielleicht einmal prophylaktische Bedeutung erhalten, ggf. das Krebsgeschehen
besiegen oder ein ldngeres Leben unter Medikation mdglich machen, hangt von unserer
Investition ab. Die Allokationsethik ist ein Schliissel dazu. Sie hilft das Fiir und Wider
sowie die Dimensionen individueller Anspruch und gesellschaftliche Realisierbarkeit zu

verkniipfen.
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5. Zusammenfassung

Im Zuge der Innovationen préadiktive Pathologie und Target-Therapie hat sich der
Pathologe vom ,,Omega* zum ,,Alpha‘“ entwickelt und bestimmt inzwischen mafigeblich
durch primére therapeutische, molekularpathologische Untersuchungen spétere
Therapiemaflnahmen. Durch seine Bestimmung des KRAS-Mutationsstatus beim
metastasierten kolorektalen Karzinom (mKRK), kann er eine Aussage iiber den Benefit
einer Anti-EGFR-Therapie machen (Cetuximab/Panitumumab), was inzwischen
Grundlage in der Diagnostik und Therapie dieser Krebserkrankung ist.

Im Vorliegenden wird abgehandelt, in wie weit beim mKRK ein diskordanter KRAS-
Status einen therapeutischen Imperativ beinhaltet. Lange Zeit ging man von einem
hohen Konkordanzgrad zwischen Primarius und Metastasen im KRAS-Status aus.
Inzwischen hédufen sich Studien, die einen evtl. unterschétzt hohen Diskordanzgrad
belegen, was in der vorliegenden Untersuchung mit 20% bestétigt wird. 4 Ursachen
lassen sich fiir das Auftreten von Diskordanzen benennen: intratumorale Heterogenitit,
frithzeitige Disseminierung, unabhéngige Zweitneoplasie und unterschiedliche
Metastasierungspotenz. Durch die Identifizierung von Diskordanzen konnte zukiinftig
ein Subkollektiv erfasst werden, das teilweise KRAS-Wildtypgewebe besitzt und so mit
einer partiellen Remission ansprechen konnte. Moglicherweise wiirde hierdurch die
Uberlebenszeit dieser Patienten sowie ihre Lebensqualitit erfolgreich verbessert
werden.

Analysiert wurde der KRAS-Status bei 60 Patienten (an min. je 2 verschiedenen
Gewebetypen) mittels Array-Analyse in Codon 12 und 13, welche eine kostengiinstige
Detektion bei gleichzeitiger Sensitivitdtssteigerung der Methode durch WSC darstellt.
Die Erhebung von Follow-up-Daten ermoglichte die Betrachtung des Krankheits-
verlaufs. Ein signifikanter Unterschied im Kordanz-Status bzgl. OS/PFS konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte eine mogliche Beeinflussung der TN-
Klassifikation, des Gradings und der Lokalisation nicht bestétigt werden. Im
Gesamtkollektiv, unabhdngig von der getrennten Betrachtung Konkordanzen/
Diskordanzen, zeigt sich der MO-Status mit einem signifikanten Uberlebensvorteil
gegenliber dem M1-Status. Im Hinblick auf das PFS jedoch zeigt sich die Signifikanz

nur bei den Konkordanzen. Eine Vorhersage der eigentlich prognostisch positiven,
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metastasenfreien Situation miisste im Falle der Diskordanzen ggf. relativiert werden. Ob
tatsdchliche, reproduzierbare Signifikanzen vorliegen, muss in weiteren Studien mit
grofleren Kollektiven iiberpriift werden.

Die Bestimmung des KRAS-Status dient derzeit momentan nur als therapeutische
Entscheidungshilfe, da die pradiktive Diagnostik noch keine 100%ige Aussagekraft fiir
das Ansprechen der Anti-EGFR-Therapie besitzt. Das vorliegende Patientenkollektiv
zeigte einen reprédsentativ hohen Nonresponder-Anteil unter den Konkordanzen mit
KRAS-Wildtyp, der =zusitzlich untersucht wurde. Hier liel sich mittels Pyro-
sequenzierung von BRAF(V600E) und KRAS(Cod61) keine Ursachenkldrung fiir das
fehlende Ansprechen verzeichnen.

Aufgrund der niedrigen Sensitivitit von KRAS, ist weiterhin eine intensive Forschung
im Hinblick auf neue Biomarker notwendig. Der hohe Nonresponder-Anteil einer Anti-
EGFR-Therapie zeigt, dass die Bestimmung von KRAS in Zukunft nicht alleine
ausreicht, um das Ansprechen effektiv und mit einem hohen Prozentsatz im Voraus zu
bestimmen. Wesentliche wissenschaftliche Erkenntnisse bzgl. einer personalisierten
Medizin liegen bereits vor, eine Weiterentwicklung des Konzepts ist jedoch unbedingt

notwendig, um eine optimale Priadiktion zu ermdglichen.
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6. Anhang

Formular zur Datenvervollstandigung - mCRC

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:

primére Dickdarm-OP, wo?
(Adresse der Klinik)

Entlassbrief beigefiigt ? © NEIN © A

Gab es einen Therapieabbruch ? © NEIN ® JA, warum ?
Wurde die Therapie unterbrochen ? © NEIN © JA, fiir wie lange ?
nach Therapieende: © stabile Erkrankung - keine Verénderung

© Komplette Remission - Vollstéandiges Verschwinden aller Lisionen > 4 Wochen
© Teilremission - Tumorvolumen um > 50%reduziert

© Minimale Remission - Tumorvolumen um 25-50 % reduziert

© VergréRerung des Tumors um min. 20%

=)

erneute Operation ? © Resektion des Rezidivtumors

& Metastasenresektion,wo?:

O

wann ? (Datum)

Patient verstorben ? © NEIN © JA, wann ? (Datum)

woran ?
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