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1 Einleitung
1.1 Kolorektales Karzinom

Die Pravention, Behandlung und Nachsorge von Krebserkrankungen stellen eine enorme
Herausforderung fir das Gesundheitssystem in Deutschland und weltweit dar. In den
Industrienationen sind maligne Tumorleiden die zweit haufigste Todesursache nach
kardiovaskularen Erkrankungen [1, 2]. Die kolorektalen Karzinome wiederum stehen als
Todesursache unter allen Tumorerkrankungen je nach Population an zweiter beziehungsweise
dritter Stelle. In Europa variiert die Inzidenz zwischen 20 (Griechenland) und 70 (Deutschland)
Neuerkrankungen/100.000/Jahr. Trotz der sich stetig weiterentwickelnden Therapiekonzepte
lag die Zahl der Todesfalle in Deutschland bei ca. 25.000 im Jahr 2014. Laut der aktuellen
Statistik des RKI (Publikation von 2016 mit Daten aus dem Jahr 2013) sind Darmtumoren in
Deutschland bei Frauen die dritthdufigste tumorbedingte Todesursache mit 11.818 Fallen pro
Jahr (Mammakarzinom: 17.853, Lungenkarzinom: 15.140) und bei Mannern die
zweithdufigste Todesursache mit 13.444 Fiéllen pro Jahr (Prostatakarzinom: 13.408,
Lungenkarzinom: 29.708) [3]. Die Mortalitat dieser Erkrankung sank ebenso wie die Inzidenz
seit den 1990er Jahren in Deutschland kontinuierlich ab, was vornehmlich auf die gleichzeitig
gestiegene Anzahl routinemaRig durchgefiihrter Vorsorgekoloskopien zurickzufihren ist.
Hierdurch konnen Adenome vor der Weiterentwicklung in Karzinome, entsprechend der
Adenom-Karzinom-Sequenz (auch Vogelstein-Sequenz) [4, 5], erkannt und entfernt werden.
Ohne Risikofaktoren liegt das Erkrankungsrisiko fir ein kolorektales Karzinom in der
Normalbevélkerung im Alter ab 40 Jahren bei 6%. Patienten mit Risikofaktoren wie der FAP
(Familiare adenomatdse Polyposis) oder HNPCC (Hereditares, nicht-Polyposis-assoziiertes
Kolonkarzinom) haben ein bis zu hundertprozentiges Erkrankungsrisiko und wurden deshalb
in der vorliegenden Arbeit nicht bericksichtigt [6-9].

Bei Stellung der Diagnose liegt in 25% der Fdlle bereits eine Fernmetastasierung vor. Die
Metastasen sind in 13% der Falle auf ein Organ beschrankt und in 12% in mehr als einem Organ
oder im Peritoneum nachweisbar. Eine hepatische Metastasierung findet sich in 19% der Falle
im Rahmen des Stagings. Insgesamt entwickeln mehr als 50% aller Patienten mit einem
kolorektalem Karzinom im Verlauf der Erkrankung Lebermetastasen. Bei 3% der Patienten

liegt zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits eine Metastasierung der Lunge und in 9% eine



Metastasierung im Peritoneum vor. Weitere Fernmetastasen kénnen sich mit einer Haufigkeit
von jeweils 1-2% in nichtregiondren Lymphknoten, der Haut und in allen U{brigen
Lokalisationen zeigen [9]. Die hamatogene Metastasierung folgt dem vendsen Abfluss liber
die V. portae. Nur beim distalen Rektumkarzinom kénnen direkte Lungenmetastasen durch
die venose Versorgung liber die Vv. rectales mediae et inferae zur V. cava entstehen. Aufgrund
der Tumorbiologie und der unterschiedlichen Metastasierungswege wird zwischen
kolorektalen Tumoren und distalen Rektumkarzinomen unterschieden. In der vorliegenden
Arbeit wurden nur kolorektale Karzinome untersucht.
Die Trennlinie zwischen Kolon- und Rektumkarzinom ist dem internationalen
Dokumentationssystem und der aktuellen S3-Leitlinie zufolge [9-11] bei 16cm ab ano
festgelegt. Das heiRt, zwischen aboralem Tumorrand und Anokutanlinie miissen mindestens
16cm liegen, wenn es sich per definitionem um ein kolorektales Karzinom handelt. In den USA
wurde diese Grenze wegen der Haufigkeit an Lokalrezidiven des Rektumkarzinoms, bei 12cm
ab ano festgelegt [12].
Fiir synchrone als auch metachrone Metastasen der Leber oder der Lunge ist eine kurative
Therapie durch vollstandige operative Entfernung maoglich. Zeigt sich im Rahmen des Stagings
und der weiteren Diagnostik, dass eine RO-Resektion erreicht werden kann, wird die primare
Operation empfohlen. Resektable Lebermetastasen liegen der Leitlinie nach vor, wenn

e eine nicht-resektable extrahepatische Tumormanifestation ausgeschlossen ist

e weniger als 70% des Parenchyms befallen sind

e weniger als 3 Lebervenen und weniger als 7 Segmente betroffen sind

e keine Leberinsuffizienz oder Child B- oder C-Zirrhose vorhanden ist

o keine schwerwiegenden Begleiterkrankungen vorliegen

Fir Lungenmetastasen liegen solche Kriterien in Bezug auf die chirurgischen
Therapieoptionen aufgrund der deutlich geringeren Haufigkeit des Auftretens nicht vor. In
diesen Fallen sollte die Resektabilitdat in einem Zentrum mit ausreichender Expertise geprift
werden.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Resektion synchroner Lebermetastasen eines kolorektalen
Karzinoms liegt zwischen 28 und 39,2% [13-16]. Trotz nachgewiesener RO-Resektion bleiben
nur ca. 30% der Patienten langfristig rezidivfrei. Es kann daher auch in diesen Fallen eine
adjuvante Chemotherapie erwogen werden. Im Gegensatz dazu liegt die 5-Jahres-
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Uberlebensrate bei der RO-Resektion des primiren kolorektalen Karzinoms ohne das
Vorliegen einer Fernmetastasierung bei 70-80%.

Als Basis fir die Therapie des kolorektalen Karzinoms gilt die S3-Leitlinie der deutschen
Krebsgesellschaft in der aktuellen Version von 2014 [9]. Fir die Einteilung und Klassifizierung
des Tumors, aus der sich dann das Therapiekonzept ableitet, werden zum einen die erweiterte
TNM-Klassifikation (siehe Tabelle 50 im Anhang) sowie der Differenzierungsgrad und das
Ergebnis der histologischen Untersuchung des Resektats herangezogen. Auf der Grundlage
der TNM-Klassifikation kann die UICC (Union internationale contre le cancer) -
Stadieneinteilung vorgenommen werden (siehe Tabelle 51 im Anhang). Erganzend kénnen
durch den Pathologen zur Therapiesteuerung bei geplanter adjuvanter Chemotherapie oder
bei Verdacht auf das Vorliegen eines HNPCC, Untersuchungen auf Mikrosatelliteninstabilitat

und weitere Mutationen wie beispielsweise H-/K-/NRAS, BRAF und ALK durchgefuhrt werden.

1.2 Therapie

Fir die Entwicklung einer effektiven Behandlungsstrategie empfiehlt die S3-Leitlinie bei
fortgeschrittenem Kolonkarzinom (UICC-Stadien Ill und IV [9]) eine Vorstellung in der
interdisziplindren Tumorkonferenz bereits vor der chirurgischen Primartherapie. In der Regel
ist die Tumorresektion mit entsprechender Radikalitat der wichtigste Faktor fiir einen
kurativen Ansatz. Darunter versteht man die vollstandige Resektion des Tumors mit einem
ausreichenden Abstand im gesunden Gewebe unter Mitnahme des Lymphabflussgebietes mit
mindestens zwolf Lymphknoten (En-bloc-Resektion). Je nach Tumorlokalisation im Kolon kann
eine (ggf. erweiterte) Hemikolektomie durchgefiihrt werden. Sofern bei Erstdiagnose bereits
Lebermetastasen vorliegen, kénnen diese in Abhangigkeit vom Primartumor, der Anzahl der
Metastasen und moglicher Komorbiditdt des Patienten simultan reseziert werden. Bei
multiplen Lebermetastasen muss je nach Befund und Staging ein zweizeitiges Vorgehen,
respektive eine reine Chemotherapie der Metastasen diskutiert werden. Nicht resektable
Lebermetastasen konnen zudem mittels eines lokalablativen Verfahrens wie der
Radiofrequenzablation, SIRT und LITT behandelt werden [9].

Eine neoadjuvante Radio-/Chemotherapie wird nur bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen

(UICC-Stadien Il und Ill), nicht aber bei Kolonkarzinomen empfohlen. Beim nodal positiven
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Kolonkarzinom (UICC-Stadium Ill) verbessert die adjuvante Therapie mit postoperativer Gabe
des FOLFOX-Schemas (s.u.) (iber sechs Monate die 5-Jahresiberlebenrate um 15-20% und die
5-Jahres-Rezidivfreiheit um ca. 70% [17-19].

Im UICC-Stadium Il ist der Literatur zufolge kein eindeutiger Benefit durch eine adjuvante
Chemotherapie fiir den Patienten abzuleiten. Es verbesserte sich in diesem Stadium zwar das
krankheitsfreie 5-Jahres-Intervall, jedoch ohne Effekt auf das 5-Jahres-Gesamtiiberleben [17,
20, 21]. Die adjuvante Chemotherapie wird im Stadium Il daher nur bei einer vorhandenen
Risikokonstellation (zum Beispiel bei T4-Tumor, Notfalloperation, Tumorperforation, weniger
als zwolf Lymphknoten entfernt) empfohlen.

Beim Primartumor werden mit dem FOLFOX-Schema, im Vergleich zur 5FU-Monotherapie,
signifikant hdhere Ansprechraten und ein ebenso lingeres progressionsfreies Uberleben, bei
nicht signifikant verlangertem Gesamtiiberleben erreicht [22, 23]. Aufgrund der
Unvertraglichkeit und den teilweise schweren Nebenwirkungen von Oxaliplatin, unter
anderem mit Neutropenie (Schweregrad 3 und 4 bei 41,7% versus 5,3% der Patienten),
Diarrhoe (Schweregrad 3 und 4 bei 11,9% versus 5,3% der Patienten) und Neurotoxizitat
(Schweregrad 3 bei 18,2% versus 0% der Patienten) [23], wird die Dosis haufig reduziert oder
auf eine 5FU-Monotherapie umgestellt. Unter 5FU-Monotherapie (Ansprechrate 26%), bei der
durch orale Einnahme der Patientenkomfort deutlich erhéht wird, liegt das Gesamtiberleben
bei 12,9 Monaten [24]. Diese Patienten kénnen in der Verlaufsbetrachtung und bei Fragen

nach dem Therapieansprechen héchsten noch unter Vorbehalt ausgewertet werden.

Kontraindikationen fiir eine adjuvante Chemotherapie sind:
e Schlechter Allgemeinzustand
e Unkontrollierte Infektion
e Leberzirrhose Child Bund C
e Schwere KHK oder Herzinsuffizienz (NYHA Il und 1V)
e Praterminale und terminale Niereninsuffizienz
e Eingeschrankte Knochenmarkfunktion
e Andere, die Lebenserwartungen bestimmende Komorbiditaten

e Unvermogen, an regelmaligen Kontrolluntersuchungen teilzunehmen



Nach der RO-Resektion von Lebermetastasen kann auf der Grundlage der S3-Leitlinie eine
adjuvante Chemotherapie erwogen werden. Da keine placebokontrollierten und verblindeten
Studien zur systemischen adjuvanten Therapie nach Metastasenresektion vorliegen, ist die
Datenlage limitiert. Anhand prospektiver Studien zeichnet sich allerdings ein Vorteil fiir eine
5-FU-basierte Chemotherapie im Vergleich zur alleinigen Operation hinsichtlich des
Gesamtiberlebens ab [25].

Die Auswahl des Chemotherapieregimes bei nicht-resektablen Lebermetastasen ist abhangig
von der therapeutischen Zielsetzung, also davon, ob eine sekundare Resektabilitdt angestrebt
oder eine rein palliative/symptomorientierte Behandlung intendiert ist. Auch bei primarerer
Irresektabilitdt der Lebermetastasen sollte unter systemischer Therapie die regelmalige
Evaluation einer moglichen sekundaren Resektabilitdat erfolgen. Studien, die neoadjuvante
Therapieregime mit Kombinationen aus FOLFOX, FOLFIRI und Cetuximab anwendeten, zeigten
zum Teil gute Ansprech- und Resektionsraten [26-28].

Das FOLFOX-Schema basiert auf einer Kombination von Folinsdure (FOL), Fluorouracil (F) und
Oxaliplatin (OX). Es werden verschiedene Protokolle des FOLFOX-Schemas (beispielsweise
FOLFOX-6) angewandt. Als Alternative wird immer wieder die Verwendung irinotecanhaltiger
Protokolle (FOLFIRI) diskutiert. Diese konnen wiederum auch mit einem FOLFOX-Schema
kombiniert werden [29-31].

Zu den oben genannten Schemata fiir die Erstlinientherapie kdnnen monoklonale Antikérper
wie Bevacizumab (Hemmung der Angiogenese lUber VEGF) und Cetuximab (Hemmung des
Wachstumsfaktors EGFR) gegeben werden. Einige Studien [27, 28, 32] zeigten darunter ein
lingeres progressionsfreies Uberleben beziehungsweise ein besseres Gesamtiiberleben,
sodass diese beiden Therapeutika in die Leitlinie von 2014 [9] aufgenommen wurden.
Seither wurden weitere vielversprechende Antikdrper und Inhibitoren in Studien getestet und
finden moglicherweise Eingang in die nachste Version der Leitlinie. Dem vorausgreifend
werden die Therapeutika, welche gegen die in dieser Arbeit untersuchten Zielmolekiile

gerichtet sind, im Rahmen des Diskussionsteils besprochen.



1.3 Biomarker

Fiir das Ansprechen auf die Chemotherapie ist, neben der korrekten Durchflihrung des
Therapieschemas, der Mutationsstatus des Patienten entscheidend. Die Verdanderungen der
Tumorbiologie auf molekularer Ebene kénnen zum Beispiel im Fall der K-/N-/HRAS-Mutation
dazu fihren, dass die Signaltransduktion der Zellen dereguliert ist. Dadurch koénnen
Chemotherapeutika, im folgenden Beispiel Cetuximab, ihre Wirkung verlieren. Cetuximab ist
ein monoklonaler 1gG1-Antikérper, der unter anderem fir eine Kombinationstherapie mit
FOLFOX oder als Monotherapie zugelassen ist. Er bindet an den Wachstumsfaktor EGFR
(epidermal growth factor receptor) und hemmt damit die von hier ausgehende
Signaltransduktion Uber das untergeordnete Ras-Protein, welches auf dem intrazellularen
Signalweg liegt. Ist H-/K-/NRAS nun mutiert, wird es nicht mehr in Abhangigkeit von EGFR
reguliert, sondern ist permanent aktiv. Die Hemmung des hoherliegenden EGF-Rezeptors hat
auf diesen Signalweg somit keinen Effekt mehr [33-35].
Auller der RAS-Mutation gibt es weitere Biomarker, die einen groBen Einfluss auf die
Wirksamkeit der Chemotherapie haben oder zentrale Funktionen fiir das Tumorwachstum
innerhalb der Zelle wahrnehmen und damit unter dem Sammelbegriff ,therapierelevante
Tumormarker” zusammengefasst wurden. Unter diesem Gesichtspunkt ist bei der
Entwicklung neuer Chemotherapeutika die Suche nach sogenannten , drugable targets”in den
Fokus geriickt. Je weiter die Kenntnis (iber die einzelnen Faktoren und die damit verbundenen
Therapieoptionen voranschreitet, desto effektiver kann die Therapie auf jeden einzelnen
Patienten, im Sinne einer individualisierten medikamenttsen Therapie, abgestimmt und
angepasst werden. Zu diesem Ziel soll auch die vorliegende Arbeit beitragen. Daflir wurden
jeweils zwei Biomarker aus verschiedenen Funktionsbereichen in der Zelle ausgewahlt:

e Zelladhdsionsmolekule: CD44v6 und MUC1

o Wachstumsfaktorezeptoren: HGFR und IGF1R

e Signaltransduktionsmolekiile: HSP90 und rpS6-Kinase

e Genotypische Biomarker: KRAS und BRAF

e ERCC1 (Verwendung nur im Rahmen der Etablierungsphase)

Die genotypischen Biomarker (KRAS, BRAF) wurden vergleichend, als bereits etablierte und

therapieentscheidende Biomarker hinzugefligt, um die therapeutische Wertigkeit der neuen
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Biomarker zu zeigen. Fir die Auswahl der anderen, neuen Biomarker war mitentscheidend,
dass sie bereits als Zielmolekile fiur die Tumortherapie bekannt waren und dass sich
entsprechende Therapeutika auf dem Markt oder im Zulassungsprozess befanden. Teilweise
lagen flir diese Therapeutika nur Untersuchungen an anderen Tumorentitaten vor, womit ihre
Anwendung im Rahmen eines Off-lable-use beim kolorektalen Karzinom moglich ist.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Entwicklung einer moglichen
Doppelhemmungsstrategie auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse Uber die
Auspragungsmerkmale der Biomarker. Mit Doppelhemmung ist die gleichzeitige Inhibition
zweier unterschiedlicher Zielmolekiile gemeint, mit der die Effektivitat der Therapie gesteigert
oder mogliche synergistische und additive Effekte genutzt werden kdnnen. Dies ware
beispielsweise durch die Vakzinierung gegen einen Marker und die parallele Inhibition eines
weiteren hochexprimierten Biomarkers moglich.

Die hierin untersuchten Biomarker werden im Folgenden kurz charakterisiert und allgemein
beschrieben. Der Bezug auf die Therapierelevanz beim kolorektalen Karzinom wird in der

Diskussion hergestellt.

1.3.1 KRAS

Das Kirsten-Ras (KRAS) Onkogen gehort zur Familie der Ras-Gene und kodiert fiir eine GTPase.
Neben KRAS gehoren H-Ras und N-Ras zu den wichtigsten Onkogenen beim Menschen. Im
gesunden Gewebe ist es fir die intrazelluldre Signaltransduktion, ausgehend von
membranstandigen Rezeptoren wie EGFR, HGFR und IGF1R, verantwortlich. Wie bereits im
oben genannten Beispiel beschrieben, treten Punktmutationen auf, die in verschiedenen
malignen Tumorerkrankungen zu einer Autoaktivierung des Proteins flihren. Mutationen im
KRAS-Gen treten hauptsachlich im Exon 2 und hier in den Codons 12, 13 und 61 auf. Sie finden
sich bei 35-45% der Patienten mit kolorektalem Karzinom. Im mutierten KRAS-Protein ist GTP
dauerhaft gebunden, wodurch das Protein permanent aktiv ist. Da nur Patienten mit dem
KRAS Wildtyp von einer Therapie mit dem EGFR-Inhibitor Cetuximab profitieren, ist vor der
Einleitung der Therapie der Mutationsstatus zu priifen. Neuere Studien zeigen allerdings, dass
die Mutation im Codon 13 in Bezug auf das Therapieansprechen wie der Wildtyp anzusehen
ist und Trager dieser Mutation von einer Therapie mit Cetuximab profitieren kénnen. [9, 33,

36-39].
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1.3.2 BRAF

Das BRAF-Protoonkogen kodiert flr eine Serin/Threonin-Kinase der RAF/MIL-Familie. Das Ras-
Protein wird durch RAF aktiviert und spielt in der Regulation des MAP-Kinase/ERK-Signalwegs,
welcher die Zellteilung und Zelldifferenzierung beeinflusst, eine Rolle. Mutationen kénnen in
zwei unterschiedlichen Formen in Erscheinung treten. Angeborene Mutationen des BRAF-
Gens flhren zum seltenen Kardio-fazio-kutanen Syndrom. Es zeichnet sich durch eine
Kombination von Fehlbildungen und geistiger Entwicklungsverzdégerung aus. Erworbene
Mutationen des BRAF-Gens sind mit verschiedenen Karzinomen assoziiert und kommen am
haufigsten bei malignen Melanomen vor. Die wichtigsten Varianten sind die V600E- und
V600K — Mutation, die ca. 75%, respektive 25% der BRAF-Mutationen beim malignen
Melanom ausmachen. Die fiir das kolorektale Karzinom relevante Mutation liegt im Exon 15
und wird entsprechend ihrer Lokalisation und der beteiligten Aminosdauren als Mutation
V600E bezeichnet. Es handelt sich um eine Gain-of-function-Mutation, die, dhnlich der KRAS-
Mutation, eine Steigerung der Proteinaktivitat zur Folge hat. Die BRAF-Mutation tritt bei 8-
15% der kolorektalen Karzinome auf und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert. Ob sich
dariiber hinaus eine therapeutische Konsequenz fiir das kolorektale Karzinom ableiten ldsst
bleibt zurzeit unklar. Inhibitoren wie beispielsweise Vemurafenib sind bisher fiir das maligne
Melanom, Leber-und Nierentumoren zugelassen, nicht jedoch fiir das kolorektale Karzinom
[35, 38, 40-43].

In der Zusammenschau zeigt sich, dass RAS und BRAF als therapierbare Biomarker beim

kolorektalen Karzinom zwar etabliert, aber fiir eine effektive Therapie nicht ausreichend sind.

1.3.3 ERCC1

Das Protein ERCC1 (excision repair cross-complementing group 1) findet sich im ,NER
(nukleotid excision repair) - Pathway”“. Dieser Komplex ist fiir die Reparatur von DNA-L&dsionen,
wie Schaden durch UV-Licht und Chemikalien, Strangbriiche und Crosslinks zwischen den
DNA-Strangen, zustandig. Fir die Tumortherapie ist im Besonderen die Fahigkeit des NER-
Pathways relevant, auch durch Platin-Chemotherapeutika verursachte DNA-L&sionen
reparieren zu koénnen. Sowohl auf Proteinebene als auch auf mRNA-Ebene fihrt die

Uberexpression von ERCC1 zur Resistenz bei platinbasierter Chemotherapie. Die Effektivitat,
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mit der das Protein ERCC1 die Schaden riickgangig macht, hangt unter anderem von einem
Polymorphismus im Codon 118 mit der Aminosduresequenz "AAC” ab. An der letzten Stelle
dieses Codons kdnnen, im Sinne eines Polymorphismus, die Basen Cytosin (C) oder Thymin (T)
vorliegen. Bei diploiden Zellen ergeben sich somit drei verschiedene Auspragungen (C/C, T/T,
C/T). Dabei fuhren beide Basen des Polymorphismus zum Einbau der Aminosaure Asparagin.
Mit der Anzahl der T-Allele scheint aber der ERCC1-mRNA-Level zu steigen. Andere Studien
legen nahe, dass ethnische Unterschiede in der Auspragung des Polymorphismus sowie in der
Metabolisierung bestimmter Chemotherapeutika bestehen. ERCC1 gilt zudem als ein
prognostischer Marker beim kolorektalen Karzinomen [44-48].

Das ERCC-1-Gen steht, anderes als die tGbrigen in diesem Abschnitt beschriebenen Biomarker,
weniger im Fokus der vorliegenden Arbeit. Es war vor allem im Rahmen der Etablierung der
molekularbiologischen Methoden von zentraler Bedeutung. Neben seiner Relevanz fir die
individualisierte Tumortherapie war entscheidend, dass ERCC1 mit allen in dieser Arbeit zum
Tragen kommenden Methoden untersucht werden kann. Damit ist das Standardverfahren
mittels PCR und Gelelektrophorese, die Pyrosequenzierung als alternativer Ansatz und als
drittes Verfahren die immunhistochemische Farbung auf Gefrierschnitten gemeint. Details zur

Etablierungsphase sind im Material und Methoden — Teil erldutert.

1.3.4 CD44ve

Das Molekiil CD44 ist ein membranstandiges Glykoprotein, welches an vielen Zell-Zell-
Interaktionen, an der Zelladhdsion und am Zellwachstum beteiligt ist. Es spielt bei diversen
physiologischen Vorgangen, wie beispielsweise der Regulation des Immunsystems und der
Lymphozytenfunktion, eine wichtige Rolle. Bekannt ist eine breite Heterogenitat, die durch
alternatives Splicing und posttranslationale Modifikation entsteht. Die verschiedenen
Isoformen teilen sich die gleiche Transmembranregion und den N-Terminalen Teil des
Proteins. Neben der sogenannten kleineren Standardform CD44s, die von einer Vielzahl
verschiedener Zellen exprimiert wird, existiert eine groRe Anzahl an Isoformen mit variablen
extrazelluldaren Domanen: CD44v. Unter den CD44v-Isoformen spielt vor allem CD44v6 eine
wichtige Rolle in der Tumorprogression, die durch seine Interaktion mit dem HGF-Rezeptor
(hepatocyte growth factor) noch verstarkt wird. Wichtige Funktionen wie Zellmigration und

Invasion werden durch HGFR potenziert, da CD44v6 und HGFR sich wechselseitig als
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Cofaktoren dienen. Auch der Tyrosinkinaserezeptor VEGFR-2 wird von CD44v6 reguliert,
sodass auch ein Einfluss auf die Angioneogenese besteht. Ein CD44v6-Inhibitor der Firma
Amcure befindet sich zur Zeit in der klinischen Testphase. CD44v6 kann daher als Biomarker

und gleichzeitig als Zielmolekiil fiir die individualisierte Tumortherapie dienen [49-53].

1.3.5 MUC1 (Mucin-1)

MUCL1 ist ein membrangebundenes Protein aus der Muzin-Familie. Muzine verfligen lber
grofle O-glycosylierte extrazelluldre Domanen, die eine schiitzende Schicht im Sinne einer
physikalischen Barriere auf epithelialen Oberflaichen bilden. Zudem sind sie an der
intrazelluldaren Signalkaskade beteiligt. Das MUC1-Protein findet sich auf verschiedenen
Epithelien, wie beispielsweise der Lunge, dem Gastrointestinaltrakt und dem Pankreas. In
Karzinomen fillt MUC1 hiufig mit Uberexpression, fehlerhafter intrazelluldrer Lokalisation
und durch Veranderungen in der Glykosylierung auf. Dabei kommt es auch zu einem Verlust
der Polaritat der Zelle und einer MUC1-Ausbreitung Uber die gesamte Zelloberflache. Im
Tumor besteht bei MUC1-Uberexpression, neben einer Assoziation mit erhdhter Aktivitit von
Wachstumsfaktoren, eine Interaktion der intrazellularen Domane mit p53 und HSP90 (siehe
1.3.8), wodurch verschiedene Mechanismen der Apoptose inhibiert werden. Durch vermehrte
Bildung von Beta-Catenin, im Rahmen der Zunahme der MUCI1-Expression, wird die
Tumorzellinvasion und damit die Metastasierung geférdert. Die Uberexpression von MUC1 ist
mit einer schlechten Prognose assoziiert, bietet aber auch ein wichtiges Ziel fiir neue
Therapeutika. Vielversprechende Therapieansatze auf Basis von Vakzinen, monoklonalen

Antikorpern und Inhibitoren sind Gegenstand aktueller Forschung [54-57].

1.3.6 HGF-Rezeptor

Das Protein HGFR (hepatocyte growth factor receptor) ist ein transmembraner
Wachstumsfaktorrezeptor aus der Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Er schiitzt die Zelle vor
Apoptose und fordert die Proliferation, was fiir die embryonale Entwicklung, die
Organogenese und die Wundheilung essentiell ist. HGFR kommt in der Regel nur in
Stammzellen und Progenitorzellen vor und ist bei diversen malignen Tumorerkrankungen

dereguliert. Dies fiihrt zu Uberschielender Aktivitat des Rezeptors, welche wiederum das
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Tumorwachstum, die Angiogenese und die Metastasierung férdert. Dabei spielt nicht nur die
unkontrollierte Aktivitdit von HGFR eine Rolle, sondern auch die in der gesunden Zelle
gegenregulierende Phosphatase PTEN. Weiteren Einfluss auf die Funktionsweise von HGFR
nimmt der, oben bereits beschriebene, verstiarkende Effekt durch den Cofaktor CD44v6. Die
nachgeschalteten Signalwege beinhalten eine Reihe weiterer tumorrelevanter Proteine wie
den KRAS/BRAF/MAPK- und den PTEN/PI3K/Akt-Signalweg. Durch die zentrale Rolle von HGFR
in der Tumorbiologie wird intensiv nach therapeutischen Ansatzpunkten gesucht. Es wurden
bereits verschiedene HGFR-Antagonisten wie beispielsweise Crizotinib und Tivantinib
entwickelt, die sich zurzeit in unterschiedlichen Entwicklungsstadien befinden [35, 52, 58, 59].
C-MET, das Gen des HGF-Rezeptors, ist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung und in

vielen Publikationen zu finden.

1.3.7 |IGF1-Rezeptor

Dieser Rezeptor bindet IGF1 (insulin-like growth factor 1) und verfiigt ebenso wie die anderen
Wachstumsfaktorrezeptoren Uber Tyrosinkinaseaktivitat. IGF2 und Insulin werden mit
niedriger Affinitat ebenfalls an den Rezeptor gebunden. IGF1R spielt eine entscheidende Rolle
in Transformationsprozessen, ist am Zellwachstum und an der Regulation des Uberlebens der
Zellen beteiligt. In malignen Zellen ist der IGF1Rezeptor haufig iberexprimiert, wodurch sich
das Uberleben der Zellen verlingert. Auch hier sind die nachgeschalteten Signalwege mit der
Zellproliferation beziehungsweise der Hemmung der Apoptose assoziiert. Diese Signalwege
werden zum Teil auch lGber EGFR aktiviert, sodass der Einfluss von IGF1R auf die gemeinsame
Endstrecke im Rahmen der intrazelluldren Signaltransduktion ein weiterer Grund fiir ein
Therapieversagen der EGFR-Inhibition durch Cetuximab sein kann. IGF1R-Uberexpression
geht mit einer schlechteren Prognose einher und scheint die TumorgréBe direkt zu
beeinflussen. Die Suche nach selektiven Inhibitoren fiir die Therapie ist aufgrund der
Ahnlichkeit des IGF1R zum Insulinrezeptor schwierig und Gegenstand aktueller Forschung.
Dabei zeigte eine Ubersichtsarbeit von 2017, dass die bisher verfiigbaren Inhibitoren
Ganitumab, Dalotuzumab, Cixutumumab, Teprotumumab and Figitumumab keine

Verbesserung der Prognose erzielten [35, 60-66].

14



1.3.8 HSPSO

Das Protein HSP90 (ca. 90kDa) gehort zur Gruppe der Hitzeschockproteine. Als Chaperon spielt
es fur die korrekte Faltung von neusynthetisierten Proteinen eine entscheidende Rolle. Es
stabilisiert und transportiert seine Substratproteine und ist, je nach Anforderung, auch an
deren Degradierung beteiligt. Wie die anderen Biomarker Ubernimmt HSP90 zudem
Funktionen im Bereich der Signaltransduktion. HSP90 liegt sowohl im Cytosol als auch im
Endoplasmatischen Retikulum vor. Zusammen mit HSP70 und HOP (HSP organizing protein)
ist es durch Dysregulation in Tumorzellen an multiplen Uberlebensprozessen im Rahmen der
Stabilisierung oder Degradierung tumorrelevanter Rezeptoren und Signalmolekiile sowohl im
Sinne eines Promotors fiir die Zellproliferation und Metastasierung als auch als Suppresssor
an der Hemmung der Apoptose beteiligt. Fiir die Tumortherapie ist HSP90 somit ein weiteres
interessantes Zielmolekil. Aktuell werden Inhibitoren entwickelt, von denen nicht nur ein
direkter Effekt auf den Tumor erwartet wird, sondern es besteht zudem die Annahme, dass
Chemotherapeutika wie Oxaliplatin unter HSP90-Inhibition wie Ganetespib besser wirken [67-

71].

1.3.9 rpS6-Kinase

Die rpS6-K wird in der gangigen Nomenklatur auch als RPS6KB1 (Ribosomal Protein S6 Kinase
B1) bezeichnet. Sie gehort zur Familie der ribosomalen S6- (Serin/Threonin-) Kinasen. lhr
wichtigstes Zielmolekiil ist das ribosomale S6-Protein, eine Komponente der 40S-Untereinheit
des Ribosoms. Die Kinase ist zudem im mTOR/PI3K-Signalweg zu finden und fordert die
Proteinsynthese, das Zellwachstum und die Zellproliferation. Es wird vermutet, dass die S6-
Kinase auch eine zentrale Rolle in der Energiechomdostase und bei der Entwicklung des
metabolischen Syndroms spielt.

Bei Tumorerkrankungen ist eine Deregulation des mTOR/S6K-Signalwegs moglich. Dies fuhrt
nicht nur zu Veranderungen in der Signalkaskade mit Stimulation des Zellwachstums und
Hemmung der Tumorsuppressoren, sondern es gibt zudem Hinweise auf Resistenzen gegen
Rapamycin (Sirolimus) durch eine mTOR-Untereinheit. Neben Rapamycin, dessen Zielmolekiil

das der S6-Kinase vorgeschaltete mTOR ist, befinden sich auch Inhibitoren gegen die S6-Kinase
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in der Entwicklung. Diese zeigten sich bisher allerdings, bis auf wenige Ausnahmen wie den

spezifischen S6K1-Inhibitor PF-4708671, nur in geringem MaRe effektiv [72-75].

1.4 Zusammenhdnge zwischen den Biomarkern

Wie aus der einleitenden Charakterisierung der einzelnen Biomarker in Kapitel 1.3 hervorgeht,
sind die tumorbiologisch veranderten Proteine auf vielfdltige Weise an den intrazelluldren
Signalwegen beteiligt und interagieren mit ihnen auf allen Ebenen der Signaltransduktion. Bei
der Betrachtung dieses komplexen Systems ergibt sich die Frage, wie die Tumorbiologie durch
das gleichzeitige Auftreten von Uberexpression beziehungsweise unkontrollierter Aktivitit
parallel bei mehreren Biomarkern im selben Tumor beeinflusst wird. Um dieses System der
Signalkaskaden mit aktivierenden und hemmenden Komponenten besser verstehen zu
koénnen, erscheint es naheliegend, den Einfluss zweier Faktoren zusammenzufassen und die
daraus resultierenden Erkenntnisse in das Bild der ,drugable targets”, also der
therapierelevanten Zielmolekile, zu integrieren. Zudem ist die bereits angesprochene
Moglichkeit einer Doppelhemmungsstrategie ein vielversprechendes Werkzeug, um die
Tumortherapie weiterzuentwickeln und bisher unerkannte synergistische und additive Effekte
Zu nutzen.

Wenn nun einer der untersuchten Biomarker mit Uberexpression, also ,positiv‘-getestet
vorliegt, welchen Einfluss hatte in diesem Fall ein zweiter positiver Marker im gleichen Tumor?
Besteht bei einem dementsprechend zweifach positiven Tumor eine schlechtere Prognose?
Welche Konsequenz hat dieser Umstand fiir die Therapie?

Da zum gegenwartigen Zeitpunkt (Stand November 2018) keine Publikationen zu klinischen
Studien vorliegen, die solche Zusammenhange fiir die Tumorbiologie, Prognose und
Pradiktivitat untersucht haben, stellt diese Betrachtung einen zentralen Teil der vorliegenden
Arbeit dar. Nach der Analyse der einzelnen Faktoren wurden diese in Abhdngigkeit von

einander und in Bezug auf die klinisch-pathologischen Daten untersucht.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Gewinnung neuer Erkenntnisse zur
Verbesserung, Neu- und Weiterentwicklung biomarker-basierter Therapieoptionen beim
kolorektalen Karzinom. Dabei besteht sowohl der Bedarf die Biomarker besser zu
charakterisieren und bereits vorhandene, bei anderen Tumorentititen wirksame,
Therapeutika beim kolorektalen Karzinom einzusetzen als auch mégliche Zusammenhange
der Zielmolekile untereinander zu verstehen und entsprechende Konsequenzen fir die
Tumorbiologie und die Therapiestrategie abzuleiten. SchlieRlich soll auch auf die im
vorausgegangenen Kapitel gestellten Fragen in Bezug auf die gleichzeitige Uberexpression
mehrerer Biomarker eingegangen werden.
Daraus ergeben sich folgende Ziele:
1. Etablierung von immunhistochemischen und molekularbiologischen Verfahren zur
Biomarkeranalyse aus frischem Tumorresektat.
2. Auswahl therapierelevanter Biomarker und Analyse deren genotypischer und
phdnotypischer Expressionsprofile.
3. Gewinn neuer Erkenntnisse liber die Zusammenhange der Biomarker untereinander.
4. Identifikation von Patienten mit hohem Bedarf an neuen Therapiestrategien.

5. Entwicklung entsprechender neuer Therapiestrategien.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurde das Gewebe von insgesamt n=144 Patienten untersucht, die wahrend
eines Zeitraumes von acht Jahren (2003 bis 2011) eingeschlossen wurden. Davon entfielen
n=89 Proben auf kolorektale Karzinome und n=59 auf Lebermetastasen des kolorektalen
Karzinoms. Bei vier Patienten wurden prdoperativ synchrone Lebermetastasen nachgewiesen,
sodass in diesen Fallen das Gewebe beider Tumorlokalisationen gewonnen und untersucht
werden konnte. Zusammengenommen ergaben sich daraus n=148 Tumorproben. Zu jeder
Gewebeprobe der Primdrtumoren wurde vom gleichen Patienten autologe, benigne
Kolonmukosa gewonnen und vergleichend untersucht (n=89). Bei den metachronen
Lebermetastasen wurden die relevanten Daten beziiglich des Primartumors aus den Akten
Ubernommen.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Patientendaten wurden, nach Unterzeichnung einer
Einverstandniserklarung durch die Patienten, den Akten entnommen und in einer
Stammdatenbank unter einer dem Gewebe zugeordneten, fortlaufend vergebenen Nummer
abgelegt. Unter dieser Nummer wurden samtliche Laboruntersuchungen durchgefiihrt und in
der Datenbank abgelegt.

Die Charakteristika des Patientenkollektivs sind in den Ubersichtstabellen (Tabelle 11 und 12)
in Kapitel 3.1 dargestellt. Im Vergleich mit mehreren groRen Studien an primaren und
metastasierten kolorektalen Karzinomen mit insgesamt n= 38424 Patienten [76-83] zeigte
sich, dass das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kollektiv, in Bezug auf Epidemiologie und
klinisch-pathologische Faktoren, vergleichbar ist.

Die klinisch-pathologischen Daten wurden nach der Aktenlage unter Einbeziehung des
pathologischen Berichts erhoben. Es wurden Karzinome mit Lokalisation im gesamten Kolon
sowie im Bereich des proximalen Rektumdrittels, entsprechend der Definition nach der S3-
Leitlinie [9, 10] oberhalb von 16 cm ab ano, eingeschlossen. Da fuinf pathologische Institute
mit unterschiedlichen internen Standards fiir die Begutachtung der Gewebeproben beteiligt
waren, lag nicht fiir alle Gewebeproben die gleiche Vielzahl an Daten vor. Dies betraf
hauptsachlich den L-, V- und Pn-Status (Lymphangiosis carcinomatosa, Veneninvasion und

Perineuralscheideninvasion) des Tumors. Bei den Primartumoren reduzierte sich so die Anzahl
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der Patienten mit vollstdndigem Datensatz, das heift inklusive des L- und V-Status, von n=89
auf n=55 Patienten. Mit dem zusatzlichen Kriterium “Pn-Status” blieben n=20 Patienten lbrig.
Aufgrund dieser teilweise sehr geringen Fallzahlen wurden die letztgenannten Parameter

nicht in allen statistischen Auswertungsverfahren beriicksichtigt.

Ausschlusskriterien waren definiert als:
e Postoperatives Versterben innerhalb von 30 Tagen nach dem Eingriff
e Tumore im Zusammenhang mit hereditaren Darmerkrankungen (HNPCC, FAP)
e Zweitmalignome in der Anamnese

e Rektumkarzinome im mittleren oder distalen Rektumdrittel

In der vorliegenden Arbeit wurde primar mit der 7ten Edition des Cancer Staging Manuals von
2010 gearbeitet [84]. Die mit jeder Neuauflage zunehmende Komplexitdt der einzelnen
Tumorstadien lief sich dabei nicht immer vollstandig wiedergeben, da ein Teil des
untersuchten Tumorgewebes bereits vor dem Erscheinen der 7ten Auflage reseziert,
pathologisch begutachtet und somit nach der 6ten Edition des Tumormanuals [85] klassifiziert
worden war. Zum anderen war die Gesamtzahl der untersuchten Patienten nicht groR genug,
um ausreichend grolRe Patientengruppen in allen Stadien zu etablieren. Es wurden somit beide
Fassungen des Cancer Staging Manuals unter Berlicksichtigung der jeweiligen Schwerpunkte
und der Vergleichbarkeit bericksichtigt und auf einander abgestimmt. Die Unterschiede der
beiden Versionen sind im Anhang in den Tabelle 50 Tabelle 51 dargestellt.

Im Rahmen der statistischen Auswertung und Tumornachsorge wurden klinische und
tumorassoziierte pathologische Parameter entsprechend der Aktenlage in anonymisierter
Form zur Verfligung gestellt, ausgewertet und mit den Daten aus den Untersuchungen

verknlipft.
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2.2 Gewebegewinnung

Die untersuchten Gewebeproben stammten aus vier zertifizierten Darmzentren im GroRraum
Minchen sowie aus der Chirurgischen Uniklinik GroBhadern. Reprasentative Gewebestiicke
der kolorektalen Karzinome beziehungsweise der Lebermetastasen wurden durch den
diensthabenden Pathologen des jeweiligen Zentrums direkt aus dem chirurgischen Resektat
prapariert und auf Eis gelagert. Handelte es sich um ein Kolonresektat, wurde ebenfalls
tumorferne gesunde Kolonmukosa prapariert und mitgegeben. Nach der Aufarbeitung und
Validierung durch den Pathologen, erfolgte der umgehende Transport unter kontinuierlicher
Kihlung des Praparats mit einem Kurierdienst in das Labor. Bei Ankunft im Labor wurde das
Gewebe direkt, entsprechend der laborinternen SOP, prapariert und anschlieBend in
flissigem Stickstoff schockgefroren (siehe auch Kapitel 2.5). Die Ischdmiezeiten der
Gewebeproben wurden mittels eines Begleitscheines dokumentiert und lagen zwischen 15
und 45 Minuten [86]. Alle Gewebeproben wurden in der Gewebebank bei konstanten

Temperaturen von -80°C, entsprechend lblicher Verfahren [86, 87], konserviert.

- - ATCC®-
Zelllinie Bezug Tumorentitat Zelltyp
Nummer
HT29 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinom Epithelial HTB-38
DLD-1 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinom Epithelial CCL-221
GEO Mit freundlicher Unterstiitzung
von Prof. Tortora, Kolonkarzinom Epithelial --
Universitatsklinik Neapel
HCT116 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinom Epithelial CCL-247
RKO Interdisz. Labor, Frankfurt Kolonkarzinom Epithelial CRL-2577
Sw480 Interdisz. Labor, Frankfurt Kolorektales Adenokarzinom Epithelial CCL-228
CaCo-2 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinom Epithelial HTB-37
Colo205 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinom Epithelial CCL-222
HS746T . Epithelial,
LGC Standards, London, UK Magenkarzinom HTB-135
mesenchymal
Lebermetastase aus o
N87 LGC Standards, London, UK . Epithelial CRL-5822
Magenkarzinom
HL60 LGC Standards, London, UK Promyelozytenleukdmie Promyelozyt 59171

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien
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2.3 Zelllinien

Zur kontinuierlichen Qualitdtskontrolle bei den Farbedurchldufen und bei der DNA-
Sequenzierung wurden Praparate bendtigt, die ein bekanntes und reproduzierbares Ergebnis
aufwiesen. Daflir wurden Tumorzelllinien mit verschiedenen tumorpathologischen
Auspragungsmustern verwendet. Die Zelllinien wurden primar von Mitarbeitern im Bereich
Zellkultur gepflegt und freundlicherweise fiir die in dieser Arbeit erforderlichen Kontrollen zur
Verfiigung gestellt. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Zelllinien.

Fir die Kontrollen der immunhistochemischen Farbung wurden aus den Zellkulturen Zytospin-
Praparate angefertigt, wahrend fiir die molekularbiologischen Verfahren die Zelllinien-DNA
isoliert und aufbereitet wurde. Beide Verfahren sind im Einzelnen in den folgenden Kapiteln

unter 2.5 beschrieben.

2.3.1 Zelllinien in der Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Farbung wurden Objekttrager mit Zytospin-Praparaten
(Herstellung siehe Kapitel 2.5) verwendet. Die Zelllinien wurden fiir den jeweiligen Biomarker
als positiv gewertet, wenn mehr als 50% der Zellen gefarbt waren und eine Intensitat
(definierte Spanne 0-3) von mindestens 2 vorlag.

Bei jeder durchgefiihrten Farbung wurde ein Zytospin-Praparat mit den gleichen Reagenzien
inkubiert und gefarbt, wie die zu untersuchenden Patientenproben. Ein Fehler im Farbeablauf

wirde durch das gemeinsame Farben der Zytospin-Positivkontrolle mit dem Patientengewebe

Prozent- Expressionsprofil
. Anti- o anteil Farbeintensitat
Antigen i Zelllinie N
korper positiver Zyto- (£, +, ++)
Membran- .
Zellen standig plasma- | Nuklear
tisch
Zytokeratin KL1 HT29 100 . ++
Kie7 MIB-1 HT29 40 ° + / ++
HLA-DR DK22 HL60 50 . +
EpCAM BerEP4 HT29 100 o + /[ ++
EGFR H11 HT29 100 . . t/+

Tabelle 2: Zytospin-Préparate von bekannten Tumorzelllinien als Positivkontrolle. Prozentanteil positiver Zellen im Zytospin-
Prdparat. Fdrbeintensitdt in + (schwach), + (mdfSig) und ++ (stark) quantifiziert.
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auch die Kontrollen betreffen und somit erkannt werden. Welche Zelllinie als Positivkontrolle
fir welchen Antikorper benutzt wurde und welche Farbeeigenschaften dieser aufweist, ist in
Tabelle 2 dargestellt. Als Positivkontrolle fir den Leukozytenmarker CD45 dienten

Leukozyteninfiltrate und Lymphfollikel im Gewebe.

2.3.2 Zelllinien in der Molekularbiologie

Zur Analyse der Punktmutationen im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungen
wurden ebenfalls Zelllinien (Tabelle 3) als Validitats- und Positivkontrollen verwendet. Die
jeweilige Mutation der Zelllinie musste bekannt und das Ergebnis reproduzierbar sein. Nach
der Auswahl der Zelllinien, entsprechend der jeweils bekannten Mutation, wurden sie aus der
zur Verfligung gestellten Kultur entnommen und mit den unten beschriebenen Verfahren,
analog zu den Gewebeproben, aufbereitet.

Bei jeder molekularbiologischen Analyse der Patientenproben, nach den in Kapitel 2.5
beschriebenen Schritten, wurde eine, fir die zu untersuchende Mutation positive, Zelllinie
gemeinsam mit dem Tumorgewebe untersucht. Somit konnte die Zelllinien-DNA den
Prozessablauf und die korrekte Darstellung der Ergebnisse als Positivkontrolle fir die
Patientenproben verifizieren. Eine fehlerhafte Darstellung der Sequenz der Positivkontrolle
wurde als ein Indiz fiir einen Fehler im Verfahrensablauf gewertet und fiihrte automatisch zu

einer Wiederholung der gesamten Testreihe.

Zelllinie BRAF 15 KRAS Ogino KRAS Pohlmann
DLD-1 Wt G13D G13D
HT29 V600E Wt Wt
GEO Wt G12A G12A

HCT116 Wt G13D G13D

RKO V600E Wt Wt

SW480 Wt G1l2v G1l2v

Tabelle 3: Kolontumorzelllinien mit Herkunft und Mutationsprofil. Wt = Wildtyp = keine Mutation
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2.4 Materialien fir die immunhistochemische Farbung und Pyrosequenzierung

2.4.1 Antikérper

Ergdnzend zu den bereits in der Einleitung beschriebenen, maRgeblich in dieser Arbeit

untersuchten, Biomarkern wurden im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen

weitere Molekiile mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen, die fir die Auswertung oder

als tumorbiologische Faktoren relevant waren. Diese Antikorper und ihre Verwendung

werden im Folgenden erlautert.

Als Nachweis und zur Orientierung bei epithelialen Zellen auf dem Gewebeschnitt diente der

anti-humane Zytokeratin-Breitspektrum-Antikorper KL1 (Zytokeratine 1, 2, 5, 6, 7, 8, 11, 14,

16, 17, 18). Da er ein spezifischer und sehr zuverldssiger Marker ist, wurde er als

Positivkontrolle eingesetzt. Neben KL1, diente EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule) als

Oberflachenmolekil zur Zelltypisierung sowie als Referenzmarker fiir kurze Ischamiezeiten

und die Qualitat des Praparates [88, 89].

Arbeits- .
) o ] ) Bestell- Positive
Antigen Antikorper | Spezies | Isotyp konz. Kit | Hersteller .
nummer Zelllinie
ug/mi
] m Beckmann HCT-116
Zytokeratin KL1 lgG1 0,32 - IM1918
Coulter
Ki67 MIB-1 m IgG1 1,14 - Dako M7240 CaCo-2
CD45 2B11/PD7 m lgG1l 4,5 - Dako MO0701 HL-60
HLA-DR 1243 m lgG2a 1,0 .| ©BD 347360 | Hs746T
Bioscience
EpCAM BerEp4 m IgG1 2,5 - Dako MO0804 HCT-116
EGFR H11 m lgG1l 2,94 - Dako M3563 DLD-1
m Thermo RKO
IGF1R 24-31 lgG1l 4,0 + ) AHRO0321
Fisher
HGFR SP44 r IgG1 2,12 - Biomol SPD-M344 HCT-116
m NCL-MUC-1 RKO
MUC1 Mab55.2 IgG1 0,5 - Novacastra
core
CD44ve VFF-18 m lgG1 1,0 - eBioscience BMS125 HCT-116
HSP90 AC88 m lgG1 10 + Abcam Ab13492 HCT-116
Phospho-S6
i poly- Cell
ribosamales rpS poly r 0,24 - . . 2211 RKO
. klonal Signaling
Protein

Tabelle 4: Zelltypische Antikérper. Arbeitskonz.

bezeichnet die Konzentration in der der Antikérper auf das Gewebe
aufgetragen wurde. m = Maus; r = Rabbit; Kit = Verwendung eines Verstdrkerkits.
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Des Weiteren wurde der Antikorper Ki67 als Proliferationsmarker [90, 91] eingesetzt. Mit ihm
konnten Regionen mit hoher Proliferationsaktivitat identifiziert und analysiert werden.

Als Nachweis flir die Leukozyteninfiltration diente der Panleukozytenmarker CD45 [92]. Mit
ihm wurden Leukozyten membranstandig markiert. In diesem Zusammenhang wurde auch
das Expressionsprofil von HLA-DR (human leukocyte antigen - D related), einem MHC (major
histocompatibility complex) - Klasse Il Zelloberflachenrezeptor, auf Epithelzellen untersucht
[93, 94]. Im Falle einer Immunantwort wird er hochreguliert und kann somit als
Aktivierungsmarker genutzt werden. Der Antikérperklon DK22 bindet spezifisch an die alpha-
Kette des HLA-DR.

Der Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR, auch als HER1 bekannt) ist ein Mitglied der
ErbB-Unterfamilie von Rezeptor-Tyrosinkinasen. Er wird in malignen Zellen hochreguliert und
fordert dadurch das unkontrollierte Wachstum. Eine Uberexpression ist mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium und Metastasierung sowie mit einer schlechten Prognose
verbunden [95-97]. Durch die spezifische und effektive Antikorpertherapie mit Cetuximab und
Panitumumab hat EGFR als zentrales Molekil in den Signalwegen an Bedeutung gewonnen.
Allerdings korreliert die immunhistochemisch nachgewiesene EGFR-Expression nicht mit
einem Ansprechen auf die Antikérpertherapie [98-100].

Tabelle 4 stellt alle benutzen Antikdrper mit Verwendungs- und Herstellerangaben dar.

2.4.2 Negativkontrollen

Die Antikorper und Seren der Negativkontrollen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Sie dienten bei
der Auswertung zur Erkennung und Einschatzung der unspezifischen Hintergrundfarbung. Zu

diesen Antikoérpern zahlt MOPC-21, ein monoklonales Immunglobulin der Maus mit

Stamm- | Arbeits .
o Verdiin- Bestell-
Antikorper und Seren Isotyp konz. -konz. Hersteller
nung nummer
mg/ml | pg/ml
Sigma
MOPC-21 lgG1 1 4,5 1:222 . M9269
Aldrich
Sigma
UPC-10 lgG2a 1 0,667 1:1500 . M9144
Aldrich
Hasenserum 15* 1,5 1:10000 Dako X0936

Tabelle 5: Antikérper fiir die Negativkontrollen. Stammkonz. bezeichnet die Konzentration in dem der Antikérper vom
Hersteller geliefert wurde. *Proteinkonzentration des Serums. Arbeitskonz. bezeichnet die Konzentration in der der Antikérper
auf das Gewebe aufgetragen wurde. Verdiinnung ist die daraus resultierende Verdiinnung.
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unbekannter Spezifitat. Es diente als IgG1-Isotypkontrolle. Als IgG2a-Isotypkontrolle wurde
UPC-10, ein nicht reaktives Immunglobulin der Maus, verwendet. Negativkontrollen des 4B5-
Antikorpers wurden mit Hasenserum in hochster Antikdrperkonzentration (1,5 pg/ml)

inkubiert.

2.4.3 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 6 zeigt alle benotigten Reagenzien, Losungen und Chemikalien fir die Durchfiihrung
der immunhistochemischen Farbung und der Pyrosequenzierung sowie der jeweils
vorgeschalteten Arbeitsschritte.

Die genaue Zusammensetzung und Herstellung von Losungen fiir den Farbeprozess sowie die

Auswahl der PCR- und Sequenzierungsprimer werden in Abschnitt 2.4.4 beschrieben.

Chemikalie / Reagenz Hersteller

Fiir die Farbung und Immunhistochemie:

AB-Serum Bio-Rad Medical Diagnostics, Dreieich
Aceton Roth, Karlsruhe
Avidin-Biotin-Blocking Kit Vector Laboratories
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) Sigma Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Essigsdure Merck, Darmstadt

Kaiser’s Glyceringelatine Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid Fluka/ Sigma Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Natriumacetat Fluka/ Sigma Aldrich

Natriumchlorid Fluka/ Sigma Aldrich
N,N-Dimethylformamide Fluka/ Sigma Aldrich

Mayer’s Hamalaun Merck, Darmstadt

35%iges Wasserstoffperoxid (H202) Roth, Karlsruhe

Xylol VWR International GmbH, Darmstadt
Eosin Y disodium salt Sigma Aldrich, Deisenhofen

Ethanol 96%, 80%, 70% vergallt mit MEK Apotheke Klinikum GroBhadern

Fiir die DNA-Isolation:

Ethanol absolut zur Analyse Merck, Darmstadt
QiAmp DNA Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden
- QIAmp MinElute Columns
- Puffer ATL
- PufferAL*

- Puffer AW1 (Konzentrat)*
- Puffer AW2 (Konzentrat)**
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- Puffer AE

- Carrier RNA

- Proteinkinase K
TriFast™ VWR International GmbH, Darmstadt
Chloroform Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Sigma Aldrich

Fiir Orange G Lade-Puffer:

0,1% Orange G (M= 452,37 g/mol)

Roth, Karlsruhe

50% Saccharose, DNAse/RNAse frei

Roth, Karlsruhe

50x TAE-Puffer

Eppendorf AG, Hamburg

Fir die PCR:

Wasser fuir Molekularbiologie, DEPC-behandelt

Roth, Karlsruhe

HotStarTagDNS Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden

Primer (siehe 2.4.4.2)

Metabion AG, Martinsried

10x PCR-Puffer incl. 15mM Mg2+

Qiagen GmbH, Hilden

Roti-Mix PCR1 (dNTPs 2mM)

Roth, Karlsruhe

Humane méannliche DNA (100ng/ul)

Promega, Madison, USA

Fiir die Gelelektrophorese:

Ethidiumbromid Losung. 10mg/ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

PeqGold Universal Agarose

Peglab Biotechnologie, Erlangen

50 x TAE —Puffer

Eppendorf AG, Hamburg

H20 destilliert

Eppendorf AG, Hamburg

Wasser fir die Molekularbiologie

Roth, Karlsruhe

GeneRuler ultra low range DNA ladder 10-300Bp

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fiir die Pyrosequenzierung:

PyroMark Gold Q24 Reagents

Qiagen GmbH, Hilden

- Enzyme Mixture***

- Substart Mixture****

- dATP

- dGTP

- dCTP

- dTTP

Sequenzierungsprimer (siehe 2.4.4.2)

Metabion AG, Martinsried

PyroMark Binding Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMark Annealing Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMark Wash Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMark Denaturation Solution

Qiagen GmbH, Hilden

Streptavidin-coated Sepharose™ beads

GE Healthcare, Uppsala, Sweden

Molekularbiologisches Wasser

Roth, Karlsruhe

70% Ethanol

Apotheke Klinikum GroRhadern

Tabelle 6: Aufstellung der Verwendeten Chemikalien, gelistet nach Methode.

Zusammensetzung des DNA Mikro Kits; *) Enthdlt ein Guanidin - Salz. Nicht kompatibel mit Bleichmittel enthaltenden
Desinfektionsmitteln. **) Enthdlt Natriumazid als Konservierungsmittel. ***) Enthdlt Dithiothreitol, DNA-Polymerase, ATP-
Sulfurylase, Luciferin, Apyrase, SSB, ****) Enthdlt Dithiothreitol, Tris(hydroxymethyllaminomethan, Adenosin-5"-

Phosphosulfat
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2.4.4 Losungen

2.4.4.1 Firdie Immunhistochemie

PBS
Als Grundlage fir die Waschschritte und die Herstellung des Suspensionsmediums fur
Antikorper wurde die physiologische und isotonische phosphatgepufferte Salzlésung PBS
(phosphate buffered saline) verwendet. Diese setzt sich aus folgenden Chemikalien
zusammen:

e 8,0g Natriumchlorid (NaCl)

e 0,2g Kaliumchlorid (KCl)

e 1,42g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

e 0,27g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P04)

Die hier genannten Komponenten wurden in einem Liter destillierten Wassers aufgelost. Nach
jedem Herstellungsvorgang erfolgte eine pH-Kontrolle, bei der ein Ziel-pH-Wert von 7,4
angestrebt wurde. Seltene Abweichungen wurden je nach pH-Wert mit Natronlauge (NaOH)

oder Salzsdure (HCI) korrigiert.

Antikérper

Fir die Antikorpertitration wurde 10%-AB-Serum-PBS als Verdinnungsmedium genutzt. AB-
Serum ist ein antikdrperfreies, humanes Serum der Blutgruppe AB und eignet sich damit als
physiologisches Suspensionsmedium. 10%-AB-Serum-PBS wurde aus 1ml AB-Serum in 9ml
PBS hergestellt.

Die Antikorper wurden in der jeweils zuvor etablierten, optimalen Konzentration (siehe

Tabelle 4) fir jeden Farbevorgang neu mit 10%-AB-Serum-PBS angesetzt.

AEC-Peroxidase-Farbeldsung

Zur Herstellung der AEC-Peroxidase-Farbeldsung (3-Amino-9-Ethylcarbazol) wurde zunachst
100xNatriumacetat-Stammlosung benotigt. Die Herstellung der Stammldsung erfolgte, indem
zunachst 28,7g Natriumacetat in 50ml destilliertem Wasser langsam unter Riihren gel6st
wurden. Unter dem Abzug wurden dann 9,4ml Essigsdure hinzugefiigt und die Losung

anschlieRend mit destilliertem Wasser auf 100ml aufgefillt. Darauf folgte eine pH-Kontrolle,
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bei der ein optimaler pH-Wert von 4,9 angestrebt und bei Bedarf mit Essigsaure eingestellt
wurde.

Mit den folgenden Schritten wurde daraufhin die AEC-Peroxidase-Farbelosung hergestellt:

1. 2ml 100xNatriumacetat-Stammlésung in 200ml destilliertes Wasser geben.

2 50mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol in 5ml N,N-Dimethylformamide |6sen.

3. Produkt aus 2. in Produkt aus 1. geben.

4 100ul 35%iges Wasserstoffperoxid (H202) hinzufligen.

Da AEC als kanzerogen gilt, war ein besonders sorgfiltiges Arbeiten unter dem Abzug
erforderlich. Durch das beschriebene Vorgehen entstanden etwa 200ml Lésung, die komplett
fir eine Farbekilivette gebraucht wurde. Die Losung wurde stets frisch angesetzt und fiir jede

Farbung neu hergestellt.

2.4.4.2 Fir die Pyrosequenzierung

TAE — Puffer
1XTAE-Puffer wurde in einem 5-Liter Kanister aus 100ml 50xTAE-Puffer (Eppendorf,

Deutschland) und 4,91 destilliertem Wasser aus der Millipore®-Filter-Anlage angesetzt.

Primer

Um die DNA im Bereich der prognose- und therapierelevanten Gensequenzen BRAF und KRAS
auf Mutationen zu untersuchen, kamen PCR- und Sequenzierungsprimer zum Einsatz, welche
sich bereits in renommierten und wegweisenden Publikationen als zuverldssig erwiesen
hatten [101-103]. Im Rahmen einer zusatzlichen Qualitatskontrolle wurde das KRAS-Gen
doppelt untersucht. Daflir wurden beide DNA-Strange, sowohl der Vorwartsstrang (Ogino
[102]) als auch der Riickwartsstrang (Poehlmann [103]) analysiert.

Flir das ERCC1-Gen war bereits ein breites Spektrum an Primern aus der Literatur bekannt [44,
104-106]. Es wurden aber auch Primer beschrieben, die, am ehesten aufgrund der relativen
Lange des resultierenden PCR-Produktes, keine verwendbaren Ergebnisse erbrachten [45].
Um eine gut zu identifizierende GrofRe der PCR-Produkt fiir die Gelelektrophorese und den

Restriktionsverdau zu erhalten, wurden fiir diese Arbeit eigene Primer entworfen und
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getestet. Als Grundlage dienten die DNA-Sequenz des ERCC1-Gens sowie die bekannten
Primer aus der Literatur und die Kenntnis tUber die Bindestelle des BsrDi-Restriktionsenzyms
(siehe 2.5.4.7). In einem ersten Schritt wurden die entworfenen Primer zunachst digital,
mittels der Analysesoftware BLAST [107] des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, USA), auf ihre individuelle Bindungsstelle und mdogliche Fehler getestet. Diese
Entwicklungsschritte wurden sowohl fiir die PCR-Primer als auch fir die

Sequenzierungsprimer durchgefihrt.

a. Fur die PCR:

Die bei Lieferung lyophilisierten Primer wurden unter sterilen Bedingungen, gemal3 den
Herstellerangaben, mit Wasser fir die Molekularbiologie gel6st und auf 100pM/pul verdiinnt,
zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend 20 Sekunden durchmischt.
Dann wurden 20uM Aliquots (500ul als Mix aus Forward- und Reverse-Primer) hergestellt und
eine Test-PCR durchgefiihrt, um die vollstandige Losung und die Verwendbarkeit der Primer
sicherzustellen.

Jeweils ein Primer (entweder Vorwarts- oder Rickwartsstrang) eines jeden untersuchten Gens
war von der Herstellerfirma mit einem Biotin-Molekil versehen worden, welches fir die

spater durchgefihrte Pyrosequenzierung bendétigt wurde.

Produkt-
Gen Primersequenz
grofle
BRAF Exon 15 91 Bp Forward: 5'-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG-3'
Reverse: 5'-Bio-TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT-3'
KRAS Exon 2 (Ogino) 82 Bp Forward: 5'-NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3'
Reverse: 5'-Bio-TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT-3'
KRAS Exon 2 (Poehlmann) 82 Bp Forward: 5'-Bio-TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG-3'
Reverse: 5'-TCGTCCACAAAATGATTCTGA-3'
ERCC1 Codon 118 219 Bp Forward: 5'-TCCCTATTGATGGCTTCTGC-3'
Reverse: 5'-TCATGTCCCAGTGTTCTGGA-3'

Tabelle 7: Primer fiir die PCR
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b. Fir die Pyrosequenzierung
Die Primer fir die Pyrosequenzierung wurden ebenfalls lyophilisiert geliefert und nach den
Herstellerangaben mit Wasser fiir die Molekularbiologie auf eine Konzentration von 100pM/pl
gebracht. AnschlieRend wurden unter der Verwendung von PyroMark Annealing Buffer 3uM
Aliquots hergestellt. Diese Losung wurde danach zehnfach verdinnt, um eine

Endkonzentration der Primer von 0,3uM in den Aliquots zu erreichen.

Gen Primersequenz

BRAF Exon 15 5'-GTAAAAATAGGTGATTTTGG-3'
KRAS Exon 2 (Ogino) 5'-TGTGGTAGTTGGAGCT-3'
KRAS Exon 2 (Poehlmann) 5'-GCACTCTTGCCTACG-3'

ERCC1 Codon 118 5-GTACTGAAGTTCGTGC-3'

Tabelle 8: Primer fiir die Pyrosequenzierung

Orange-G Ladepuffer fiir die Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Orange-G Ladepuffers wurden in einem Reaktionsgefal? 0,01g Orange-G
und 5g Saccharose/Sucrose (DNAse/RNAse frei) eingewogen und in 10ml 1xTAE-Puffer gel6st.
Diese Losung wurde in 1ml-Einheiten aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Der Farbstoff Orange-G verhilt sich in der Gelelektrophorese, dem Spannungsgefille folgend,
etwa wie ein 10Bp Fragment doppelstrangiger DNA (z.B. PCR-Produkt) und dient in diesem
Rahmen zur Kontrolle der Lauffront in der Elektrophorese. Die hohe Viskositdt der Losung
erlaubt eine einfache Anwendung, da auch versehentlich pipettierte Luftblasen die DNA-
Probe nicht aus der Geltasche schwemmen. Der hinzugefligte Puffer diente lediglich zur

Erleichterung beim Auftragen der DNA-Proben.
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2.5 Methoden

2.5.1 Grundlagen

2.5.1.1 Einfrieren von Gewebe

Das Einfrieren der Gewebeproben erfolgte auf Grundlage eines laborinternen,
standardisierten Verfahrens, einer SOP. Nach dem Wiegen, Freiprdparieren und Teilen der
Gewebestlicke (Mukosa in ca. 2cm lange Stiicke, Tumore und Metastasen in ca. 0,5 bis 1cm
Blécke) wurden diese, um das Gewebe zu schonen, zunachst nur im Stickstoffdampf und
anschliefend in flissigem Stickstoff gehalten und schockgefroren. Die Archivierung erfolgte

danach portionsweise in beschrifteter Aluminiumfolie bei konstanter Temperatur von -80°C.

2.5.1.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Sowohl flr die immunhistochemische Farbung, als auch fiir die Pyrosequenzierung wurden
feine Gewebeschnitte angefertigt und auf Objekttrager gezogen. Fir diesen Arbeitsschritt
kam das Gefriermikrotom der Firma Leica (Jung Frigocut 2800E) zum Einsatz. Anders als bei
der Paraffinhistologie, bei der das Gewebe zuerst aufwendig in Paraffin eingebettet und
anschlieRend geschnitten wird, werden Gefrierschnitte ohne diesen relativ aggressiven und
teilweise gewebeschadigenden Konservierungsprozess gefertigt. Entscheidend bei der
Kryokonservierung ist die konstante Aufrechterhaltung der Temperatur. Das Gefriermikrotom
gewadhrleistete flr diese Anforderung eine stabile Temperatur bei-23°C.

Im Mikrotom wurde das zu untersuchende Gewebe zunachst mit dem makroskopisch
vermuteten Tumorareal nach oben im Einbettmedium (Tissue-Tek® Compound, Art.-Nr. 4583)
auf einem Korkplattchen fixiert und anschlieRend in 5um diinne Scheiben geschnitten. Diese
hauchdliinnen Gewebeschnitte wurden anschlieRend durch Adhasionskraft, welche durch die
positive Ladung der Objekttrager (Poly-Prep Slides®, Sigma-Aldrich) entstand, vom
Schneidemesser auf das Glas aufgebracht.

Zundachst wurden so einige Probeschnitte angefertigt und nach Farbung mit Mayer’s
Hamalaun unter dem Mikroskop kontrolliert. Ein qualitativ guter Gewebeschnitt sollte
moglichst komplette Mukosakrypten beziehungsweise ausreichend grofe Tumoranteile
enthalten. War dies nicht der Fall, wurde die Ausrichtung des Gewebeblocks im Mikrotom

angepasst. Die Tumorinvasionsfront der kolorektalen Karzinome war nur selten aufzufinden.
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Lebermetastasen hingegen wiesen in der Regel immer die Grenze, also die
Tumorinvasionsfront, zum gesunden Lebergewebe auf. Nach der Optimierung der
Schnittebene wurden die endgililtigen Gewebeproben auf die Objekttrager aufgezogen.
Hierbei kam es auf sorgfaltiges Arbeiten an, um eine etwaige Furchen- oder Faltenbildung zu
vermeiden. Solche UnregelmalRigkeiten konnen bei der Farbung Artefakte verursachen,
welche zu einer Fehlinterpretation fiihren oder die Auswertung unmoglich machen. Wichtig
war zudem eine serienmaBige Produktion der Gewebeschnitte ohne groBere Verluste
dazwischen, um moglichst benachbarte Gewebeschnitte, und somit wiedererkennbare und
vor allem vergleichbare Areale aus dem Gewebeblock zu erhalten. Jeder Objekttrager wurde
mit der Gewebenummer, Seriennummer sowie dem Schneidedatum versehen.

AnschlieBend erfolgte, flur die zur Farbung bestimmten Schnitte, das Trocknen bei
Raumtemperatur in einem staubfreien Umfeld. Die Gewebeschnitte fiir die DNA-Analyse

konnten nun direkt weiterbearbeitet oder in 70% Ethanol bei +4°C gelagert werden.

2.5.1.3 Anfertigen von Zytospinpraparaten

Zur Qualitats- und Erfolgskontrolle jeder Farbung liefen, parallel zu den Gewebeproben, die
Zytospin-Praparate aus der Zellkultur mit dem jeweils geeigneten Expressionsmuster im
Farbeprozess mit. Von groRer Wichtigkeit waren eine hohe Zellvitalitdt und eine angemessene
Zelldichte, um zuverldssige Positivkontrollen zu generieren.

Die im Kulturmedium befindlichen Zellen wurden zunachst ausgezahlt und anschlieRend im
Medium verdiinnt, um eine geeignete Zellzahl auf dem Objekttrager zu gewahrleisten. Mit
einer Zytospinzentrifuge der Firma Shandon (Cytospin 2) wurden die Zellspots auf
Objekttragern, gemaR den Herstellerangaben, angefertigt und wie die Gewebeschnitte in
staubfreiem Umfeld bei Raumtemperatur getrocknet. Die Lagerung der Praparate erfolgte

anschlielend in der Gewebebank bei einer konstanten Temperatur von -80°C.

2.5.2 Etablierung der verschiedenen Methoden anhand des ERCC1-Genanalyse

Das ERCC-1-Gen war vor allem im Rahmen der Etablierung der molekularbiologischen
Methoden von zentraler Bedeutung, da es mit allen in dieser Arbeit zum Tragen kommenden

Methoden untersucht werden kann. Im Speziellen handelt es sich hierbei um die PCR mit
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anschliefender Gelelektrophorese, die Pyrosequenzierung als alternativer Ansatz und als
drittes Verfahren die immunhistochemische Farbung auf Gefrierschnitten.

Wahrend der ersten Analyseversuche mittels der etablierten und in der Literatur haufig
verwendeten Gelelektrophorese [104, 108] zeigte sich, dass die Gele sowohl aufgrund von
Artefakten als auch im Rahmen der semiquantitativen Bestimmung der Banden haufig nicht
eindeutig ausgewertet werden konnten. Um die Auswertung zu verbessern, wurde im
Rahmen der Etablierungsphase ein Verfahren entwickelt, mit dem die Sequenz des ERCC1-
Gens in der Pyrosequenzierung bestimmt werden kann. Details zum Vergleich der
Gelelektrophorese mit der Pyrosequenzierung finden sich in Kapitel 2.5.5.

Versuche den ERCC1-Nachweis Gber die immunhistochemische Farbung zu etablieren bleiben
trotz verschiedener Ansatze und diverser Versuchsreihen frustran. Wahrend sich die anderen
Biomarker mittels der immunhistochemischen Farbung nach einigen Versuchen grofRtenteils
problemlos nachweisen liefen, war der Nachweis des ERCC1-Molekiils auch nach dem
Austausch der Reagenzien beziehungsweise dem Erwerb einer neuen Charge der
erforderlichen Antikérper nicht moglich. Da sich die Farbemethode mit den (brigen zu
untersuchenden Biomarkern zuverlassig etablieren lieB, wurde letztendlich auf den ERCC1-
Nachweis mittels immunhistochemischer Farbung verzichtet.

Die genaue Beschreibung der ERCC1l-Analyse mittels Gelelektrophorese und
Pyrosequenzierung sowie die Ergebnisse und der Vergleich der beiden Methoden finden sich

jeweils erganzend in den entsprechenden Kapiteln dieser Arbeit.

2.5.3 Kryoimmunhistochemie

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der immunhistochemischen Farbung beruhte auf
dem Prinzip der Labelled Streptavidin-Biotin-Methode, kurz LSAB [109]. Dieses
standardisierte, im Labor seit langem etablierte Verfahren [110] beinhaltet einen komplexen
und langen Farbeablauf, in dem ein Antikorpergerist, basierend auf dem nachzuweisenden
Antigen, in mehreren Schritten aufgebaut wird. Die Endstrecke dieses Gerlists wird dann in
einer Farbreaktion (Peroxidasereaktion) sichtbar gemacht (Abbildung 1).

Die vorbereiteten Gefrierschnitte sowie die aufgetauten Zytospin-Praparate aus den oben
genannten Arbeitsschritten wurden zur Gewebe- und Zellfixierung auf den Objekttragern

zunachst flir acht Minuten in reinem Azeton gebadet und fiir weitere acht Minuten staubfrei
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bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden die Prdparate 20 Minuten bei
Raumtemperatur mit einer 10-prozentigen AB-Serum-PBS-Lésung rehydriert. Gleichzeitig
musste in diesem Schritt die endogene Gewebeperoxidase blockiert werden, da diese sonst
bei der spateren Peroxidasereaktion eine unspezifische Farbung hervorrufen wirde.
Endogenes Biotin wurde dann in zwei 15-mindtigen Inkubationsschritten mittels dem Avidin-
Biotin Blocking-Kit (Vector Laboratories) gebunden. Es folgte die Inkubation mit dem
Primarantikorper fir 60 Minuten bei Raumtemperatur und daraufhin die Inkubation mit dem
spezifischen biotinylierten Sekundarantikorper flr weitere 30 Minuten. SchlieBlich wurde das
Horseradish-Peroxidase-Streptavidin (HRP-Streptavidin) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
aufgetragen. Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Objekttrager vorsichtig drei Mal fir
insgesamt etwa zehn Minuten in PBS-Losung gewaschen.

AnschlieBend wurde die Antigen-Antikorper-Reaktion nach acht Minuten in der AEC-
Peroxidase-Losung in Dunkelheit und unter Raumtemperatur sichtbar gemacht. Die Praparate
wurden schlieRBlich mit Mayer’s Hamatoxylin-Losung gegengefarbt und unter flieBendem
Wasser flr mindestens 20 Minuten geblaut. Zuletzt wurden die Objekttrager nach Antrocknen
mit Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckt und versiegelt. Die Negativkontrollen wurden parallel
in den gleichen Arbeitsschritten mit den entsprechenden Antikérpern (siehe Tabelle 5)

inkubiert, um die unspezifische Hintergrundfarbung bericksichtigen zu kénnen.

L] &
7 v Avidin-Biotin
xli hrx-d'.// Complex
A Y
Mussd b prapansd 30
g ! miniitas pror 1o use
Biglinylated ¥i. *xq.

Sacondary —————

Antibody Y
Primary )L
Antibody / \

Abbildung 1: Avidin-Biotin-Komplex (ABC) [111]
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2.5.3.1 Auswertung

Innerhalb von zwei Tagen nach der Farbung folgte die semiquantitative Auswertung der
Praparate unter dem Lichtmikroskop der Firma Olympus (Phasenkontrastmikroskop BX40).
Zunachst wurden die Positivkontrollen systematisch ausgewertet und die Qualitat des
Farbeprozesses fiir jeden Antikdrper geprift. Dabei wurde die zu erwartende spezifische
Anfarbung in Prozent aller Zellen sowie die Farbeintensitat Gberprift (siehe Tabelle 2) und mit
den bekannten Befunden verglichen. Areale mit Farbeartefakten wurden ausgeblendet. Bei
fehlendem oder unspezifischem Ergebnis wurde der korrekte Ablauf des Farbungsprozesses
in Frage gestellt, die Ergebnisse fiir den jeweiligen Antikérper verworfen und die Farbung
wiederholt.

AnschlieBend wurden die Negativkontrollen untersucht und somit unspezifische Farbungen
ermittelt. Sollte es dabei zu einer leichten Reaktion gekommen sein, erfolgte die tatsachliche
Auswertung der Gewebeproben stets im direkten Vergleich und unter Berticksichtigung dieser
Farbung. Bei stdrker ausgepragter Farbung der Negativkontrollen wurde das Ergebnis
verworfen und die Farbung wiederholt.

Die tatsachliche Auswertung der Antigenfarbung erfolgte anschlieBRend semiquantitativ.
Zunachst wurden die prozentualen Anteile der spezifisch angefarbten Mukosa- oder
Tumorzellen auf dem Praparat geschatzt. Ebenso wurde die Farbeintensitdt semiquantitativ
nach dem Schema leicht (1), maRig (2) oder stark (3) geschatzt. Heterogenitat der Farbung im
Gewebe wurde gesondert dokumentiert und die starkste aufgetretene Farbeintensitat als
geltend ausgewahlt. Als Referenz fiir die Areale, die Epithel beziehungsweise Tumorepithel
zeigten, diente wahrend der gesamten Auswertungsphase der Zytokeratin-Nachweis (KL1) auf
einem gesonderten Objekttrager. Die Auswertung erfolgte, wie oben beschrieben, immer in
der Zusammenschau mit den Negativ- und Positivkontrollen.

Die Zellproliferation wurde mit dem Ki67-Labelling-Index [112] quantifiziert. Dieser stellt den
Anteil an Ki67 positiven Tumorzellen in einem ausgewahlten Areal des Praparates mit hoher
Zellfarberate (sogenannte Hot-Spot-Region) dar. Zur Berechnung wird das Verhéltnis von
gefarbten zu negativen Zellen in drei verschiedenen Blickfeldern von 250 x 250um bei 40-
facher VergroRerung ausgezahlt und der Mittelwert in Prozent widergegeben. Bei der
Auswertung der Mukosa wurde das Blickfeld auf eine komplette Krypte angepasst und betrug

somit im Mittel die MalSe 300 x 400um.
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Ergdnzend wurden neben den Epithelzellen auch die anderen vorkommenden Zelltypen
beriicksichtigt und mitausgewertet. So wurde das Farbeverhalten von Leukozyten und deren
Lokalisation im Gewebe, von Fibroblasten im Bindegewebe sowie von Muskelzellen der
Lamina muscularis mucosae ebenfalls dokumentiert. Gelegentlich war auch eine Aussage (iber
Endothelzellen aus GefaBanschnitten moglich. Die Farbeeigenschaften von Muzin, zum
Beispiel in den Mukosakrypten oder Schleimseen bei muzinésen Adenokarzinomen, wurden
ebenso dokumentiert wie die Nekroseareale und ihre Umgebung, wenn diese im Praparat
vorhanden waren. Besonderes Augenmerk galt zudem der Tumorinvasionsfront. Hier wurde
auf eventuell vorhandene tumornahe, gesunde Mukosa- beziehungsweise Leberzellen
geachtet.

Bei der Auswertung der tumorfernen Mukosa wurde zusatzlich die Lokalisation der positiven
Epithelzellen in der Krypte dokumentiert. Hierflir wurde die Krypte in Oberflache, Hals und
Basis unterteilt.

Alle Ergebnisse wurden standardisiert fir alle Antikdrper auf einem eigens entwickelten

Auswertungsbogen dokumentiert (siehe Anhang).

2.5.4 Molekularbiologische Verfahren

Das Tumorgewebe wurde nicht nur mittels der oben erlduterten Farbungen untersucht,
sondern auch molekularbiologisch aufgearbeitet, um therapie- beziehungsweise
prognoserelevante Gene im Rahmen einer Mutationsanalyse zu sequenzieren. Daflir wurden
die gleichen, nach Eingang im Labor kryokonservierten, Gewebeproben verwendet. Auch fir
die Sequenzierung wurden Gewebeschnitte nach dem oben genannten Verfahren im
Mikrotom angefertigt. Es war dabei wichtig eine moglichst ununterbrochene Serie von
Schnitten der Reihenfolge nach auf mehrere fortlaufend nummerierte Objekttrager zu
verteilen, damit nach der HE-Farbung eines jeden zweiten Objekttragers das Tumorgewebe
auf den dazwischenliegenden Nativschnitten durch den direkten Vergleich moglichst
problemlos identifiziert werden konnte.

Nach dem Anfertigen der 5um dicken Gewebeschnitte konnten diese entweder direkt

weiterverwendet oder bei +4°C in 70% Ethanol gelagert werden.
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2.5.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung ist eine weit verbreitete Routinefarbemethode, die zur Darstellung von
Tumorzellen verwendet wird. Es wurde, entsprechend der alternierenden Abfolge der
Kryoschnitte, jeder zweite Schnitt gefarbt, sodass eine gute Vergleichbarkeit zu den Nativ-
Praparaten bestand.

Flr die Farbung wurden die Gewebeschnitte zuerst fir 30 Sekunden in Meyer’s Hamalaun
getaucht und anschlieBend mindestens zehn Minuten unter laufendem Leitungswasser
geblaut. Im nachsten Schritt folgte die Farbung in 2% Eosin — Losung fiir 90 Sekunden, gefolgt
von einer Ethanolreihe, beginnend mit 80% Ethanol. Zur vollstandigen Entwadsserung wurden
die Schnitte zweimal fir jeweils fiinf Minuten in Xylol getaucht. Abschliefend wurden die

Objekttrager mit Glyceringelatine eingedeckt.

2.5.4.2 Mikrodissektion

Um von den nativen Kryoschnitten eine ausreichende und reprasentative Menge an
Tumorzellen zur molekularbiologischen Untersuchung zu gewinnen, wurde die
Mikrodissektion verwendet. Die Menge der gewonnenen Zellen wurde anhand der
abgetragenen Flache bestimmt. Dies war erforderlich, da die erhaltene Konzentration pro
Volumen, im Rahmen der darauffolgenden DNA-Isolation, nicht photometrisch quantifiziert
werden konnte.

Damit eine einfach zu bestimmende, standardisierte Flache auf den Gewebeschnitten
definiert werden konnte, wurde ein Gitternetzokular fiir das Zeiss Axiovert 40 CFL eingesetzt.
Bei 200-facher VergroRerung wurde dann eine Flache von 32 Gitternetzflachen
mikrodisseziert, was einer GréRe von 2mm? entspricht. In der Etablierungsphase hatte sich
diese Grofle, bei einer Versuchsreihe mit 1, 4, 8, 16, 32 und 64 Gitternetzflachen, als die mit
dem qualitativ und quantitativ besten Ergebnis in der Gelelekrtophorese gezeigt.

Fiir die Mukosaproben wurde die optimale Gewebemenge anhand der Anzahl der zu
verwendenden Krypten, in einem analogen Verfahren, auf flinf Mukosakrypten festgelegt.
Nun wurden die relevanten Bereiche, mit ausreichend groRem Tumorareal beziehungsweise
mit mindestens fiinf Krypten im Langsschnitt, auf den Nativschnitten identifiziert. Als
Orientierung dienten die zuvor gefarbten HE-Schnitte im Vergleich. Mit einem spitzen Skalpell

(Feather® No. 11) wurden die Zellen unter Sicht prazise, das heilRt ohne Bindegewebe und mit
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ruhiger Hand zu Zellhaufen aufgeschoben, anschlieRend mit der Skalpellspitze aufgenommen
und in ein vorbereitetes Eppendorfgefall mit 15ul ATL-Puffer (siehe Material zur DNA-Isolation
Tabelle 6) uberfihrt. Das gewonnene Material konnte anschlieBend bei -20°C gelagert

werden.

2.5.4.3 DNA-Isolation aus mikrodisseziertem Gewebe

Fir die Isolation der DNA aus den per Mikrodissektion gewonnenen Zellen wurde das QIAmp-
DNA-Mini-Kit der Firma Qiagen verwendet. Die einzelnen Arbeitsschritte waren in den
Herstellerangaben [113] prazise vorgegeben. Da die Menge des gewonnenen Materials
qguantitativ deutlich unter der angegebenen, maximalen Gewebemenge lag, wurden die
empfohlenen Puffermengen reduziert. Flr diesen und alle folgenden Arbeitsschritte wurden
nur separat gelagerte DNAse- und RNAse-freie Pipettenspitzen verwendet.
Das Pipettierschema bestand aus folgender Sequenz:
1. 15ul ATL-Puffer zu dem bereits in ATL-Puffer gelosten Gewebe hinzufiigen.
2. 10l Proteinkinase K dazugeben und durchmischen.
3. 3 Stunden im Thermomixer bei 56°C inkubieren.
4. 25ul ATL-Puffer und 50ul AL-Puffer hinzufiigen, durchmischen und zentrifugieren.
5. Zugabe von 50ul Ethanol, durchmischen und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren.
6. Lysatin,QlAmp MinElute - Column” libertragen und zentrifugieren.
7. Die ,MinElute Column“in ein sauberes Eppendorfgefal} stellen und 500ul AW1-Puffer
hinzugeben und erneut zentrifugieren.
8. Schritt 7 mit 500ul AW2-Puffer durchfihren.
9. Die ,MinElute Column“ in ein sauberes EppendorfgefaB stellen und erneut
zentrifugieren.
10. Die ,,MinElute Column“ in ein neues sauberes Eppendorfgefal’ stellen, 30ul AE-Puffer
hinzufligen und eine Minute inkubieren lassen.
11. Zentrifugieren, um die DNA, gelost in AE-Puffer, aus der ,,MinElute Column“ in das

Eppendorfgefald zu transferieren.

Die isolierte DNA konnte nun bis zum nachsten Arbeitsschritt bei -20°C gelagert werden.
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2.5.4.4 DNA-Isolation aus Zellpellets

Die in Kapitel 2.3.2 genannten Zelllinien dienten als Positivkontrollen fiir die
Gelelektrophorese und die Pyrosequenzierung. Zur Vorbereitung wurden die zu diesem Zweck
in Kultur genommenen Tumorzelllinien zu Zellpellets abzentrifugiert. Fiir die Phasentrennung
wurde das Zellpellet zunachst mit 1ml TriFast (enthalt Phenol und Guanidinisothiocyanat) in
einem Eppendorfgefal fur flinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden
200ul Chloroform hinzugefiigt, 15 Sekunden geschwenkt und erneut flr drei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im ndachsten Schritt wurde die Probe fiir 15 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Die obere, vorwiegend aus RNS bestehende, farblose Phase wurde entfernt. Im
nachsten Schritt wurden 0,3ml 100% Ethanol zur Probe hinzugefligt und gut gemischt.
Daraufhin erfolgte die erneute Inkubation und Zentrifugation, um die prazipitierte DNA zu
sammeln. Die DNA wurde dann mehrfach mit Ethanol gewaschen und in 500ul 8mM NaOH
geldst. Nach dem Losen der DNA musste der pH-Wert mit 50ul 0.1M HEPES auf einen pH = 8.0
eingestellt werden [114, 115].

2.5.4.5 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR)

Mit der PCR kdnnen die relevanten, zu untersuchenden DNA-Segmente selektiv amplifiziert
werden. Diese Amplifikation wird benétigt, um in den anschlieBend durchgefiihrten Verfahren
(z.B. Sequenzierung) mit einer ausreichenden Menge an DNA-Segmenten arbeiten zu kdnnen.
Wie im vorausgegangenen Arbeitsschritt, wurde auch bei der PCR mit DNAse- und RNAse-
freien Pipettenspitzen sowie PCR-geeigneten EppendorfgefaRen auf einer speziell gereinigten
Werkbank gearbeitet.

Bei jeder durchgefiihrten PCR wurde, auller den Gewebeproben, eine Positivkontrolle sowie
eine Negativkontrolle zur Validierung des Verfahrens untersucht. Als Positivkontrolle wurde
jeweils die DNA einer Kolontumorzelllinie (Tabelle 3) mit bereits bekannter Sequenz
verwendet. Im Reaktionsgefal® fiir die Negativkontrolle wurde die isolierte DNA durch das
dquivalente Volumen reinen Wassers (H20 fir die Mikrobiologie) ersetzt, damit alle
Reaktionsgefdlle das gleiche Volumen enthalten. Insgesamt beinhaltete jeder PCR-Ansatz
40ul, woraus sich fir die weitere Verwendung 8ul PCR-Produkt fiir die Gelelektrophorese und

zweimal 15ul (einmal als Reserve) fiir die Pyrosequenzierung ergaben.
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Die optimale Zusammensetzung der PCR-Ansadtze sowie die besten Bedingungen fiir die PCR
waren im Labor bereits Gber Jahre in diversen Versuchsreihen etabliert und in einer SOP
zusammengefasst worden. Es galten folgende Voraussetzungen:

e Optimale Mg?* — Konzentration: 1,5mM

Optimale einzusetzende DNA—-Menge:
o Fur Positivkontrollen: 10ng
o fir Patientenproben: Mikrodissektion von 32 Feldern im Gitternetz bei
200facher VergroBerung.
e Optimale Temperatur: siehe PCR-Programm (Abbildung 3)
e Optimale Anzahl der PCR — Zyklen: 50 Zyklen
e Optimale Primerkonzentration: 0,4um

e Optimale Konzentration der dNTPs: 0,2mM

® Optimale Konzentration der HotStarTagDNA Polymerase: 1,0 U/l

Der sogenannte Mastermix bildete die Grundlage fiir die PCR, da alle zum Ablauf der Reaktion
bendtigten Komponenten enthalten waren. Unter Bericksichtigung der oben genannten
Bedingungen, konnten mit der in Abbildung 2 dargestellten Berechnungsmatrix die bendtigten
Mengen der einzelnen Bestandteile des Mastermix (MM), entsprechend der Anzahl der zu
untersuchenden Proben, berechnet werden.

Um beispielsweise die Gensequenz von KRAS von einer beliebigen DNA-Probe zu

amplifizieren, wurde der Primer-Mix (in diesem Beispiel fiir KRAS) und die, in den oben

KRAS Ex2 2 Ansatze

|stock ! f.c. 1x MM
H20 29,00 58,00
10xbuffer 101 x 1.00x 400 8,00 |inci.15mm
MgCi2 25| mh 1.5 mh 0,00 |maci2
dNTP 2| mh 0,2 mhd 4,00 8,00
Primer-Mix 20 M 04| h 0,80 1,60
Tag-Pol S|l 1.0/ 02 0,40
QIAGEN Taqg 40
DNA | | | | | 20 | |

Abbildung 2: Berechnungsmatrix fiir die Mengenverhdltnisse der PCR-Reagenzien. Dargestellt ist die Berechnung fiir 2
Ansdtze. MM= Mastermix, 10xbuffer beinhaltet bereits 15mM Mg2+
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genannten Schritten, isolierte DNA zum vorbereiteten Mastermix hinzupipettiert. Dieser

fertige PCR-Ansatz wurde anschlieRend im PCR-Cycler (Mastercycler gradient, Eppendorf),

nach dem in Abbildung 3 dargestellten Protokoll, Gber 50 Zyklen auf die jeweils

programmierten Temperaturen erhitzt. Bei der gleichzeitigen Amplifizierung verschiedener

Gensequenzen wurde fir jedes Gen ein sequenzspezifischer Mastermix mit dem zugehorigen

Primer-Mix hergestellt.

Wie bereits an Hand der Berechnungsmatrix abzulesen ist, ergaben sich folgende

Mengenverhaltnisse fiir einen einzelnen Ansatz:

29ul H,0 fir die Molekularbiologie

4ul 10xPCR-Puffer (incl. 15mM Mg?*)

4ul Roti-Mix PCR1 dNTPs als Substrat flr die Amplifikation

0,8ul Primer-Mix: die fir jeden Genabschnitt spezifischen Forward- und Reverse-
Primer

0,2ul HotStarTagDNA-Polymerase als verwendetes Enzym

2,0ul DNA (Patient/Zelllinie) oder H20 fir die Molekularbiologie (Negativkontrolle)

(Ubersicht der Reagenzien siehe Tabelle 6)

lid 104°C

nowait auto

1 95°C 15min

2 95°C 30sec

3 60°C 30sec

4 72°C 30min

5 GOTO: 2 REPEAT: 49
6 72°C 2min

7 HOLD 4°C

Abbildung 3: Programmierung/Arbeitsschritte des Eppendorf Mastercycler gradient
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Die Programmierung des Mastercycler gradient (Abbildung 3) sah im ersten Schritt die
Erhitzung des Geratedeckels auf 104°C vor, um die Kondensation des Untersuchungsmaterials
am Deckel der Reaktionsgefalle zu verhindern. Die PCR-Produkte wurden nach dem Durchlauf
des letzten Zyklus automatisch auf +4°C gekiihlt, bis sie aus dem Gerat genommen wurden.
Dann konnten die Proben direkt fiir den nachsten Arbeitsschritt verwendet oder bei -20°C

gelagert werden.

2.5.4.6 Gelelekrtophorese und Restriktionsverdau

Die Gelelektrophorese diente einerseits als Kontrollverfahren in der Etablierungsphase, um
die korrekte Amplifikation und das Vorliegen von DNA-Segmenten in der erwarteten GroRe
nachzuweisen, bevor die Pyrosequenzierung durchgefiihrt wurde. Zum anderen stellte sie mit
dem enzymatischem Restriktionsverdau das Standardverfahren fiir den Nachweis des ERCC1-
Polymorphismus (siehe 2.5.4.7) dar.

Fir die Herstellung eines Elektrophorese-Gels wurden 3g Agarose in 100ml TAE-Puffer
aufgekocht und mit 3ul Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid verandert sein
Absorbtionsspektrum durch Interkalierung mit der DNA und macht diese unter UV-Licht
sichtbar. Diese Losung wurde nun in eine entsprechend praparierte Elektrophoresekammer
gegossen und hartete darin 20 Minuten aus. Nach dem Ausharten wurde die Kammer mit TAE-
Puffer aufgefiillt. Die sogenannten Taschen des Gels, welche durch die Gussform entstanden,
wurden mit jeweils 20ul PCR-Produkt plus 2ul 10fach Orange G-Ladepuffer befillt. Um eine
Skalierung auf dem Gel sichtbar zu machen, wurde die Tasche am linken Rand mit einem Mix
aus 1l DNA-Ladder, 7ul destilliertem Wasser und 2ul 10fach Orange G-Ladepuffer befiillt. Die
elektrische Spannung am Gel wurde nach den folgenden Parametern eingestellt und fiir 75
Minuten appliziert: 100V, 300mA, 14W. Die Auswertung erfolgte im Anschluss durch

Fotodokumentation unter UV-Licht (siehe Abbildung 4).

42



Abbildung 4: Gelelektrophorese zum DNA-Nachweis von BRAF15 mit 91Bp nach erfolgter PCR. Verwendet wurden die Taschen
1-16 von links. Von Links gezdhlt enthdélt Tasche 1 die DNA-Ladder, Tasche 2 blieb zur besseren Ablesbarkeit stets frei, dann
folgte das PCR-Produkt aus den verschiedenen PCR-Ansdtzen. Tasche 6 und 10 enthdlt keine darstellbare DNA. Die anderen
Taschen zeigen bis auf kleinere Verunreinigungen die korrekte Amplifizierung der DNA mit 91Bp.

2.5.4.7 ERCC1-Nachweis durch Restriktionsverdau

Um den ERCC1-Polymorphismus mittels Gelelektrophorese nachweisen zu konnen, wurde das
zu untersuchende PCR-Produkt mit dem Restriktionsenzym ,,BsrDI” inkubiert [108, 116, 117].
Das Enzym BsrDlI (Bacillus stearothermophilus D70) bindet bei Vorliegen der Base Thymin, mit
der daraus folgenden Gen-Sequenz ...CAATG..., spezifisch an die DNA und schneidet diese an
einer definierten Stelle. Liegt die alternative Gen-Variante ..CAACG... vor, findet keine
Bindung und somit auch kein Restriktionsverdau statt. Das PCR-Produkt bleibt in diesem Fall
unverandert. Durch den Restriktionsverdau mit BsrDI entstehen bei der erstgenannten,
Thymin (T) enthaltenden Auspragungsvariante aus dem PCR-Produkt mit initial 219
Basenpaaren zwei einzelne DNA-Segmente mit 73 und 146 Basenpaaren, wahrend die andere
Gen-Variante mit Cytosin (C) das originale, einzelne Segment mit 219 Basenpaaren bleibt.
Somit kann die Ausprdagungsvariante der untersuchten DNA-Probe, nach dem
Restriktionsverdau, anhand der unterschiedlichen GroRe der DNA-Segmente in der

Gelelekrtophorese bestimmt werden.

43



Reagenzien fiir den Restriktionsverdau:
e 7,5ul PCR-Produkt aus der ERCC1-PCR
e 2ul 10fach Puffer2
e 0,5ul BsrDI (10U)

e 10ul HO fir die Molekularbiologie

Der Ansatz wurde nach dem Durchmischen fir eine Stunde bei 65°C inkubiert. Im Anschluss
erfolgt die Gelelektrophorese nach dem oben beschriebenen Verfahren. Dabei wurde im Gel
immer zuerst das reine PCR-Produkt ohne Inkubation mit BsrDI auf der linken Seite und rechts
daneben das PCR-Produkt nach Restriktionsverdau aufgetragen.
Fiir die Auswertung ist zu bedenken, dass auch heterozygote Zellen vorkommen, die beide
Auspragungsvarianten enthalten. In diesem Fall erscheinen drei Banden in der
Gelelekrtophorese, weil sowohl die unverdaute Variante mit 219 Bp (...CAACG...) als auch die
durch BsrDI geschnittene Variante mit 73 und 146 Bp (...CAATG...) vorliegt.
Folgende Ergebnisse sind also moglich:

e 1 Bande mit 219 Bp = Auspragung C/C

e 2 Banden mit 73 und 146 Bp = Auspragung T/T

e 3 Banden mit 73,146 und 219 Bp = Auspragung C/T

Abbildung 5: Beispiel fiir eine Gelelektrophorese zum Nachweis von ERCC1 mittels BsrDI-Restriktionsverdau. Tasche 1 enthdlt
die DNA-Ladder, Tasche 2 blieb frei. Im Anschluss wurde stets das reine PCR-Produkt mit 219 Bp auf der linken Seite (ab
Taschen 3) platziert und rechts davon eine Probe vom gleichen Gewebe nach erfolgtem Restriktionsverdau. Tasche 3 wurde in
diesem Fall nicht korrekt befiillt.
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2.5.4.8 Pyrosequenzierung

Grundlagen

Mittels Pyrosequenzierung [118-120] konnte die Sequenz einer beliebigen DNA-Probe in
einem relativ unkomplizierten Verfahren analysiert werden. Fir ein valides und
aussagekraftiges Ergebnis sollte die DNA zuvor, im Rahmen der oben erlduterten PCR,
amplifiziert werden. In diesem Schritt musste der Probe zudem ein Biotin-Molekiil durch einen
speziellen PCR-Primer am 5°-Ende des Vorwarts- oder Rickwartsstrangs angefligt werden.
Dieser Biotin-Einzelstrang bildete die Basis der

. . . . = Forward PCR primer
Pyrosequenzierung, da er im Laufe des Verfahrens, mit Hilfe der

Bindung des Biotins an Streptavidin-Kiigelchen, auf der Biotnyloed reverse PCR primer sb=—————{()

Bictinylated single-stranded
template

———0

Arbeitsstation des Analyse-Systems bewegt wurde. Auf der

Arbeitsstation wurden die Denaturierungs- und Waschschritte

Polymerase

entsprechend den Herstellerangaben durchgefiuihrt [121]. Im 3 . ccocaceccarcricen 5

TT T T T Gl 1 1 1 1 11

letzten  Vorbereitungsschritt folgte die Bindung des S —Gcacecer 3
Pyrosequenzierungs-Primers an die Einzelstrang-DNA.

Die Reaktion (siehe Abbildung 6 [121]) lief dann im Analyse- -
[DNA), + dNTP el N [DNA),,,, + PPi

System Pyromark der Firma Qiagen ab. Die Zugabe der einzelnen
Reagenzien und Nukleotide (u.a. DNA-Polymerase, ATP-

Sulfurylase, Luciferin) wurde durch ein individuell, auf die &by

. .pe . APS+PPi ATP Light
jeweilige Gensequenz, anpassbares Programm festgelegt. Dieses

luciferin  oxyluciferin

Programm war im Rahmen der Etablierung fir jede Analyse Llfe

validiert und getestet worden. AP Slight ~—p tine

Nucleotide incorporafion generates light
seen as a peak in the Pyrogram trace

. . A
Dle Rea ktlon dNTP ﬂb dNDP + dNMP + phosphate

. Apyrase
Das am Computer angepasste Analyse-Programm steuerte die =~ AP~ > ADP+ AMP + phosphate

Zugabe der einzelnen Nukleotide (dNTP= dATPasS, dCTP, dGTP, Nudeofide sequence

G C - A g6 €€ i

dTTP) zu der vorbereiteten Reaktionslosung, welche bereits die
Einzelstrang-DNA und den passenden Sequenzierungsprimer

enthielt. Es wurde jeweils nur ein Nukleotid pro Reaktionsschritt I A

Nucleotide added

hinzugegeben. Passte dieses Nukleotid an den vorhandenen

DNA-Strang, wurde es von der DNA-Polymerase an den Primer Abbildung 6: Skizze der Reaktionskaskade bei
der Pyrosequenzierung
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angefiigt. Bei diesem Schritt wurde Pyrophosphat frei, welches die ATP-Sulfurylase zu ATP
umgewandelte. Das entstandene ATP triggerte wiederum die Umwandlung von Luciferin in
Oxyluciferin unter gleichzeitiger Lichtemission durch das Enzym Luciferase. Statt dem
Nukleotid dATP, welches direkt mit der Luciferase reagiert, wurde das Nukleotid dATPaS
(deoxyadenosine 5'(a-thio)triphosphate) verwendet. Das Licht aus der Reaktion mit der
Luciferase wurde von einem CCD-Sensor aufgezeichnet und als Ausschlag in einer Kurve vom
Analysegerat ausgegeben. Die Reaktion musste daquimolar ablaufen, da die Hohe des
aufgezeichneten Peaks proportional zur Menge an umgesetztem dNTP war.

Passte das zugegebene Nukleotid nicht zum vorhandenen DNA-Strang, fand keine Reaktion
und somit auch keine Lichtemission statt. Das Nukleotid wurde vom Enzym Apyrase degradiert
um seinen Einfluss zu einem spateren Zeitpunkt der Sequenzierung zu verhindern.

Sobald der Vorgang fiir ein Nukleotid abgeschlossen war, wurde das nachste, im Programm
vorgesehene, Nukleotid hinzugegeben, woraufhin die Reaktionskaskade erneut ablief. Diese
Reaktionsschritte wurden wiederholt, bis das Ende der zu untersuchenden Sequenz erreicht
war. Vom Gerat wurde schlielRlich eine Kurve ausgegeben, auf deren Zeitachse (x-Achse) die
nacheinander zugegebenen Nukleotide aufgetragen waren (siehe Abbildung 7). Zeigte sich ein
Licht-Peak (Ausschlag), war das an dieser Stelle hinzugegebene Nukleotid an den DNA-Strang
angefligt worden, sodass die Reihenfolge der Peaks die tatsachliche Sequenz der analysierten
Probe ergab. War kein Peak zu sehen, passte die vorgesehene Base nicht an den DNA-Strang.
Ein um das zwei- oder dreifache héherer Peak bedeutete, dass zwei beziehungsweise drei

gleiche Basen direkt aufeinander folgten (z.B. AAA).

Well: AS Well: A6

Assay: BRAF Ex15 fwd Assay: BRAF Ex15 fwd

Sample ID: 44476 II Sample ID: 4447a 11

Sequence to analyze: TC/GTAGCTACAGT/AGAAA Sequence to analyze: TC/GTAGCTACAGT/AGAAA
Note: PCR 7.1 -5 Note: PCR 7.1 -6

C: 99%
G: 1%

;]

Abbildung 7: Pyrosequenzierung: Darstellung der BRAF-Sequenz im Bereich der Punktmutation V600E bei einer
Patientenprobe (4447). In der tumorfreien Mukosa (Abbildung links) und im Tumorgewebe (Abbildung rechts). Die
Punktmutation tritt in der Analyse an Position 14 T->A auf. In der Mukosa (links) Idsst sich die normale DNA-Sequenz ohne
Base an Position 14 darstellen. Rechts zeigt sich die Punktmutation durch das neue Adenin an Position 14 und das Reduzierte
T an Position 15 (Pfeil). In Prozent ausgedriickt, betrégt der Anteil der Mutierten DNA innerhalb der Probe 33%.
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2.5.5 Gelelektrophorese und Vergleich zur Pyrosequenzierung

In der Etablierungsphase dieser Arbeit wurde die Genauigkeit der Pyrosequenzierung im
Vergleich zur Gelelektrophorese untersucht. Daflir eignete sich das Gen ERCC1, welches durch
verschiedene Methoden untersucht werden kann. ERCC1 spielt im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nur insofern eine Rolle, als dass es die Etablierung und das Erlernen der verschiedenen
Methoden unterstitzte.

Das Gen ERCC1 kann in Codon 118 die Ausprdagung AAC und AAT annehmen. Je nach
Auspragung andert sich die Aktivitdit der DNA-Reparaturmechanismen, was wiederum das
Ansprechen auf eine Chemotherapie mit Platin-Wirkstoffen verandert. [45, 104].
Ublicherweise wird die Auspragungsvariante von ERCC1 (Codon 118) mit der
Gelelektrophorese nach Restriktionsverdau bestimmt (siehe 2.5.4.7) [108]. Es ist aber auch
moglich, den Polymorphismus mittels Pyrosequenzierung zu analysieren. Dies héatte, so die
Arbeitshypothese, den Vorteil einer genaueren Bestimmung der Anteile von Cund T mit einer
exakten Angabe der Anteile in Prozent. In der Gelelektrophorese ist im Vergleich dazu nur eine

semiquantitative Bestimmung und damit keine prazise Aussage moglich.

2.5.5.1 Auswahl der Primer und Pyrosequenzierung

Die Auswahl der Sequenzierungsprimer fiir die Analyse des ERCC1-Polymorphismus erfolgte
unter Berlicksichtigung der bereits vorhandenen PCR-Primer. Um den Vorwartsstrang der
DNA mittels Sequenzierung darzustellen, musste der Riickwarts-Primer mit einem Biotin-
Molekil versehen werden. Er bildete die Grundlage auf der der Sequenzierungsprimer die
Synthese des Vorwartsstranges beginnen kann.

Um den Sequenzierungsprozess kurz und effizient zu halten, wurde eine Region als
Primerbindungsstelle ausgewahlt, die nur wenige Basen vor der Stelle des Polymorphismus
lag. Dabei war es gleichzeitig sinnvoll sowohl die Darstellung einzelner Basen als auch die
Abfolge zweier gleicher Basen, in diesem Fall "AA’, mit in den Sequenzierungsprozess
einzubinden, um dadurch eine Kalibrierung der zu messenden Ausschldge (Peaks) zu
erreichen. Die Stdrke der Lichtemission, und mit ihr der vom Gerat ausgegebene Peak,
verdoppelt sich bei der Abfolge zweier gleicher Basen in Reihe aufgrund der zweifach
ablaufenden Reaktion. Durch das Einbinden der 3BP-langen Basenfolge direkt vor dem

Polymorphismus ,,...CAA-Polymorphismus-...“, ging sowohl ein einzelner als auch ein
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doppelter Ausschlag in die Messung mit ein. Mit der Sequenzierung teils bekannter
Genabschnitte gestaltete sich die Auswertung durch die Referenz-Peaks einfacher und
sicherer. Der endgiiltige Sequenzierungsprimer (siehe Tabelle 8) mit einer, den
Herstellerempfehlungen entsprechenden, Liange von 16 Basen, setzte den obigen
Uberlegungen folgend im Codon 116 vor dem ,,C“ an. Auch bei der Entwicklung dieses Primers
wurde das Onlinetool BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI [122] zur Kontrolle
und Validierung der Bindungsstelle verwendet.

Die Pyrosequenzierung wurde nach dem oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Das
Assay-Setup, also das Sequenzierungsprogramm fiir diese ERCC1-Analyse (Abbildung 8),
wurde nach folgendem Schema programmiert:

Zu analysierende Sequenz: CAAT/CGTGCCCTG

Berechnete Basenzugabe: TCGATCGTGCCT

Genarate Dus panesticn Orcer

Position : Name Type Analyze

Abbildung 8: Assay Setup: Protokoll fiir die Sequenzanalyse des ERCC1-Polymorphismus
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2.6 Statistik

Alle Daten, die mit den erlauterten Verfahren gewonnen wurden, flossen, gemeinsam mit den
erganzenden Informationen aus den Akten, unter der fortlaufend vergebenen
Gewebeeingangsnummer in einer Datenbank zusammen. Die Berechnung der Statistik
erfolgte anschlieBend mit der Version 22 und 23 der Statistiksoftware SPSS.

Die Korrelationen der einzelnen Faktoren untereinander wurden mit dem Exakten Test nach
Fisher berechnet. Fiir die Uberlebensanalysen wurde der Kaplan-Meier-Schitzer mit dem Log-
Rank-Test beziehungsweise dem Wilcoxon-Test und fir die Abschatzung des Einflusses

unabhangiger Variablen die Cox-Regression verwendet.

2.6.1 Bildung von Gruppen

Aufgrund der Fallzahlen war es erforderlich, einige klinisch-pathologischen Parameter, wie
zum Beispiel das Grading, in Gruppen von eher gut differenziert (G1 und G2) beziehungsweise
schlecht differenziert (G3 und G4) zusammenzufassen.

Fiir die untersuchten Tumormarker wurden die Grenzwerte fir Positivitat (=Cutoffs) mittels
Boxplots bestimmt. Anhand dieses Cutoff-Wertes konnten die Ergebnisse aus der
immunhistochemischen Farbung fir jeden Patienten der Gruppe ,positiv’ oder ,negativ”

zugeordnet werden. Tabelle 9 zeigt die Cutoffs der wichtigen Tumormarker.

Cutoff Primarius Cutoff Lebermetastase
Negativ Positiv Negativ Positiv
CD44v6 <50% >50% <50% >50%
HGFR <80% >80% <80% >80%
HSP90 <50% >50% <50% >50%
IGF1R <80% >80% <80% >80%
MUC1 0 >1 0 21
rpSe6-Kinase 0 21 0 21

Tabelle 9: Grenzwerte der Biomarker auf der Grundlage von Boxplots

Fiir die Berechnung der Cox-Regression wurde die UICC-Klassifikation, aus Griinden der
Redundanz, nicht beriicksichtig. Anstatt dessen wurde die Einzelbetrachtung der unter der

UICC-Klassifikation zusammengefassten Faktoren des TNM-Systems gewdhlt, da sie die
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Realitdt insgesamt praziser darstellen. Wirden sowohl die TNM-Faktoren als auch UICC
gleichermalien in die Rechnung eingehen, kdame es mit groBer Wahrscheinlichkeit zu einer

falschen Gewichtung der Ergebnisse.

2.6.2 Zusammenfassen zweier Biomarker

Die Biomarker im Fokus dieser Arbeit wurden unter dem Gesichtspunkt des ,drugable
targets”, also mit Bezug auf eine mogliche biomarkerspezifische Therapie, ausgewahlt. Sie
zeichnen sich zudem besonders durch ihre Relevanz als pradiktive Marker aus und
entstammen drei verschieden Molekilklassen:

e Zelladhasionsmolekiile (CD44v6 und MUC1)

e Wachstumsfaktorrezeptoren (HGFR und IGF1R)

e Signaltransduktionsmolekile (HSP90, rpS6-Kinase)

Um ihren Einfluss und ihre Abhangigkeiten besser zu verstehen, wurden diese Biomarker, im
Rahmen der statistischen Auswertung, miteinander ,kombiniert” und zu einem Marker
zusammengefasst. Das heilt es wurden jeweils zwei Biomarker unter bestimmten
Bedingungen zusammengefasst, damit deren gemeinsamer Einfluss wie bei einem einzelnen
Biomarker berechnet werden konnte. Die Zusammenfiihrung zweier Marker wurde anhand
des Cutoffs vorgenommen: In der Gruppe ,Positiv’ wurden alle Patienten gebiindelt, bei
denen jeweils beide Marker positiv waren, also oberhalb des Cutoffs lagen. Falls nur einer
oder beide Marker bei einem Patienten unterhalb des Cutoffs lagen, wurde er der Gruppe
»Negativ“ zugeordnet (siehe Tabelle 10). Diese Gruppierung wurde nur fir die Auswertung
der Farbung nach Prozent erstellt. Die Intensitat ist hier ausgenommen.

Die so entwickelte Variable wird in dieser Arbeit als Doppelmarker bezeichnet.

Marker 1 Marker 2 Doppelmarker aus Marker 1 und
(Bsp: IGF1R in (Bsp: MUC1 in Marker 2 (IGF1R positiv+ MUC1
Prozent) Prozent) positiv)
Probe 1 + + +
Probe 2 - + -
Probe 3 + - -
Probe 4 - - -

Tabelle 10: Beispiel fiir die Kombination zweier Biomarker. Positiv: + / Negativ: -. Das sich aus Marker 1 und Marker 2
ergebende Doppelmarker ist in der rechten Spalte dargestellt. Nur wenn beide Einzelmarker positiv sind gilt der Doppelmarker
als positiv.
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3 Ergebnisse
3.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit konnten 144 Patienten mit kolorektalem beziehungsweise metastasiertem
kolorektalem Karzinom eingeschlossen werden. Das untersuchte Patientenkollektiv wurde,
entsprechend dem vorliegendem Tumorgewebe, in die Gruppen ,,Primartumor” (n=89) und
»,Lebermetastasen” des kolorektalen Karzinoms (n=59) unterteilt. Von vier Patienten lagen
sowohl das Gewebe des Primartumors als auch der synchronen Lebermetastasen vor.

Diese beiden Tumorentitaten wurden, trotz des gemeinsamen biologischen Ursprungs, in der

folgenden Darstellung der Ergebnisse getrennt aufgefiihrt und einander gegeniibergestellt.

3.1.1 Primartumor

Von den untersuchten Patienten mit Primartumor (Tabelle 11) waren 43,8% (n=39) weiblich
und 56,2% (n=50) mannlich. Der Altersdurchschnitt lag bei 68,1 Jahren und wies eine Spanne
von 43 bis 90 Jahren auf.

Die Lokalisation des Primartumors verteilte sich auf die einzelnen Kolonabschnitte wie folgt:
Coecum 10,1% (n=9), Kolon ascendens 22,5% (n=20), Kolon transversum 14,6% (n=13), Kolon
descendens 5,6% (n=5) sowie 38,2% (n=34) im Kolon sigmoideum und 9,0% (n=8) im Rektum
(>10cm ab ano). In linkes und rechtes Kolon (mit hohem Rektum) zusammengefasst und an
der Ublichen Trennlinie, dem Ligamentum phrenicocolicum, entsprechend der
GefalRversorgung an der linken Kolonflexur unterteilt, ergab sich eine Verteilung von 47,2%
(n=42) auf das linke und 52,8% (n=47) auf das rechte Kolon.

Der Tumordurchmesser, gemessen an der Stelle der groBten Ausdehnung, lag im Durchschnitt
bei 4,7cm, mit einer Spanne von 1,2cm bis 11,5cm. Histologisch zeigte sich in 85,4% (n=76)
der Félle ein Adenokarzinom, wahrend bei 14,6% (n=13) ein muzinéses Adenokarzinom vorlag.
Die Klassifikation der Tumorzelldifferenzierung (Grading) ergab im Patientenkollektiv folgende
Verteilung: G1 bestand bei 2,2% (n=2), G2 bei 61,8% (n=55), G3 bei 34,8% (n=31) und G4 zeigte
sich bei 1,1% (n=1) der Patienten.

Das Tumorstadium nach TNM, entsprechend der Klassifikation der UICC [123], war im Stadium

T1 mit 3,4% (n=3) vertreten. Tumoren im Stadium T2 hatten einen Anteil von 14,6% (n=13),
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im Stadium T3 von 67,4% (n=60) und im Stadium T4 lag der Anteil bei 14,6% (n=13). Der
Lymphknotenstatus war bei 64,0% (n=57) der Patienten negativ, also NO. Die Stadien N1 und
N2 waren mit 22,5% (n=20) beziehungsweise 13,5% (n=12) vertreten. Der in der prdoperativen
Bildgebung erfasste Nachweis von Fernmetastasen (M-Stadium), zeigte den MO-Status (kein
Hinweis auf eine Fernmetastase) bei 84,3% (n=75) und das Vorhandensein von
Fernmetastasen (M1) bei 15,7% (n=14). Daten zur Lymphangiosis carcinomatosa (L-Stadium)
sowie zur vendsen GefaRinvasion (V-Stadium) lagen nur fiir 55 Patienten vor. Davon zeigten
67,3% (n=37) einen LO-Status und 32,7% (n=18) einen L1-Status. VO lag bei 89,1% (n=49) und
V1 bei 10,9% (n=6) der Patienten vor. Die Perineuralscheideninvasion (Pn) wurde nur in einem
der fiinf Studienzentren und damit nur bei 20 Patienten erhoben. Aufgrund der geringen
Fallzahl wurde das Pn-Stadium bei den statistischen Berechnungen in dieser Arbeit nicht
bericksichtigt.

Aus der oben genannten Verteilung der TNM-Klassifikation ergab sich fir das UICC-Stadium
im untersuchten Patientenkollektiv folgendes Verteilungsmuster: UICC | lag bei 18% (n=16)
vor, die Stadien UICC lIA und IIB waren mit 34,8% (n=31) und 6,7% (n=6) vertreten. In der
Subgruppe UICC llIA fand sich kein Patient aus dem untersuchten Kollektiv. Auf die
Subgruppen UICC llIB und IlIC entfielen 18% (n=16) beziehungsweise 6,7% (n=6). Die librigen
15,7% (n=14) waren unter UICC IV einzuteilen.

Daten zum prdoperativen Wert des Tumormarkers CEA (Carcinoembryonales Antigen) im
Serum lagen fiir 86 Patienten vor. Bei exakt 50% (n=43) der untersuchten Patienten war das
CEA im Serum auf pathologische Werte (> 3,4ng/ml) erhoht, wahrend bei der anderen Halfte
des Patientenkollektivs praoperativ ein unauffalliger CEA-Wert gemessen wurde.

Der R-Status, als Indikator flir die postoperative lokale Tumorfreiheit, wurde intraoperativ
beziehungsweise durch den Pathologen bestimmt und war bei 95,5% (n=85) der
eingeschlossenen Patienten RO, also tumorfrei. Bei 3,4% (n=3) der Patienten bestand eine R1-
Resektion. Ein R2-Status ergab sich bei 1,1% (n=1) der Patienten.

Keiner der Patienten (n=0) erhielt eine neoadjuvante Chemotherapie.

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden, aufgrund der relativ kleinen Fallzahlen,
einzelne Tumorstadien zusammengefasst. Daraus ergaben sich fir das Grading die Gruppen
G1/G2 mit einem Anteil von 64% (n=57) versus G3/G4 mit einem Anteil von 35,9% (n=32). Das
T-Stadium wurde in den Gruppen T1/2 mit 18% (n=16) und T3/4 mit 82% (n=73)

zusammengefasst. In vergleichbarer Weise wurde der Lymphknotenstatus nach dem

52



Vorhandensein positiver Lymphknoten in NO: 64,0% (n=57) und N1/2: 36,0% (n=32) sowie der
R-Status in RO: 95,5% (n=85) und R1/2: 4,5% (n=4) unterteilt.

Patientencharakterisierung PT

Faktor Gruppen n Verteilung Prozent

Geschlecht 89
Mannlich 50 56,2
Weiblich 39 43,8

Alter (Jahre) 89

mean (range) 68,1 (43 -90)
Standardabweichung 9,1

<68.1 39 43,8
>68.1 50 56,2

Lokalisation 89
Coecum 9 10,1
Colon ascendens 20 22,5
Colon transversum 13 14,6
Colon descendens 5 5,6
Colon sigmoideum 34 38,2
Rectum (>10cm ab ano) 8 9,0
Hemikolon rechts* 47 52,8
Hemikolon links* 42 47,2

Tumordurchmesser (cm) 89

mean (range) 4,7 (1,2-11,5)
Standardabweichung 1,8

<4.7cm 48 53,9
>4.7 cm 41 46,1

Histologischer Typ 89
Adenokarzinom 76 85,4
Muzindses Adenokarzinom 13 14,6

Grading (G) 89
G1 2 2,2
G2 55 61,8
G3 31 34,8
G4 1 1,1
G1/2 57 64,1
G3/4 32 35,9

Tumorstatus (T) 89
pT1 3 3,4
pT2 13 14,6
pT3 60 67,4
pT4 13 14,6
pT1/2 16 18
pT3/4 73 82
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Nodalstatus (N) 89
pNO 57 64,0
pN1 20 22,5
pN2 12 13,5

Fernmetastasen (M) 89
cMO0 75 84,3
cM1 14 15,7

Cancer stage 89
(uice) I 16 18,0
A 31 34,8
1B 6 6,7

A 0 0

B 16 18,0
e 6 6,7
v 14 15,7

Lymphangiosis carcinmoatosa (L) 55
Lo 37 67,3
L1 18 32,7

Gefallinvasion (V) 55
VO 49 89,1
V1 6 10,9

Perineuralinvasion (Pn) 20
Pn0 15 75,0
Pni 5 25,0

Resektionsstatus (R) 89
RO 85 95,5
R1 3 3,4
R2 1 1,1

CEA praoperativ 86
< 3.4 ng/ml 43 50,0
> 3.4 ng/ml 43 50,0

Tabelle 11: Patientencharakterisierung im Kollektiv der eingeschlossenen Primértumore
* Gruppierung rechtes/linkes Hemikolon

3.1.2 Lebermetastasen

Im untersuchten Kollektiv der Patienten mit Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms
(Tabelle 12) waren 37,3% (n=22) der Patienten weiblich und 62,7% (n=37) mannlich. Das
mittlere Alter lag bei 62,6 Jahren und hatte eine Spanne von 40 bis 79 Jahren.

Bei 32,1% (n=18) der Patienten lag zum Zeitpunkt der Operation nur eine einzelne
Lebermetastase vor, wahrend bei 67,9% (n=38) multiple Lebermetastasen diagnostiziert
wurden. Der Durchmesser der Metastasen, bei Vorliegen multipler Herde bezogen auf den

GroRten, betrug im Durchschnitt 3,93cm, mit einer Spanne von 0,9 bis 16 cm. Histologisch
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zeigte sich bei 89,7% (n=52) ein Adenokarzinom und bei 10,3% (n=6) ein muzindses

Adenokarzinom.

Patientencharakterisierung LM

Faktor Gruppen n Verteilung Prozent
Geschlecht 59
Mannlich 37 62,7
Weiblich 22 37,3
Alter (Jahre) 59
mean (range) 62,6 (40—-79)
Standardabweichung 9,2
<62.6 25 42,4
>62.6 34 57,6
Tumordurchmesser (cm) 56
mean (range) 3,93 (0,9 -16,0)
Standardabweichung 2,57
<£3,93cm 21 37,5
>3,93cm 35 62,5
Zahl der Lebermetastasen 56
1 18 32,1
>1 38 67,9
Histologischer Typ 58
Adenokarzinom 52 89,7
Muzindses Adenokarzinom 6 10,3
Grading (G) 55
G1 0 0
G2 36 65,5
G3 19 34,5
G4 0 0
Lokalisation des Primartumors 59
Coecum 8 13,6
Colon ascendens 3 5,1
Colon transversum 4 6,8
Colon descendens 6 10,2
Colon sigmoideum 26 44,1
Rectum (>10cm ab ano) 5 8,5
Nicht spezifiziert 7 11,9
Resektionsstatus (R) 59
RO 47 79,7
R1 6 10,15
R2 6 10,15
CEA praoperativ 56
< 3.4 ng/ml 13 23,2
> 3.4 ng/ml 43 76,8
Neoadjuvante Chemotherapie 56
Ja 47 84,0
Nein 9 16,0

Tabelle 12: Patientencharakterisierung im Kollektiv der eingeschlossenen Lebermetastasen
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Die Untersuchung des Differenzierungsgrades der Tumorzellen (Grading) ergab bei den
Lebermetastasen nur zwei Auspragungen: G2 war mit 65,5% (n=36) und G3 mit 34,5% (n=19)
vertreten. Bezliglich des Resektionsstatus lag in 79,7% (n=47) eine RO-Resektion vor. R1 und
R2 traten mit jeweils 10,2% (n=6) gleichhaufig auf. Der praoperativ im Serum bestimmte
Tumormarker CEA (Carcinoembryonales Antigen) war bei 76,8% (n=43) der Patienten
pathologisch (> 3,4ng/ml). Bei 23,2% (n=13) lag ein normwertiges CEA vor.

Die Charakterisierung der zugrundeliegenden Primartumoren beschrankte sich auf die
Lokalisation im Kolon, da zum Zeitpunkt der Operation das UICC-Stadium IV per definitionem
vorlag. Der groRte Anteil der hepatisch metastasierten Primartumoren fand sich mit 44,1%
(n=26) im Colon sigmoideum. Weitere 13,6% (n=8) lagen im Coecum, 5,1% (n=3) im Colon
ascendens, 6,8% (n=4) im Colon transversum und 10,2% (n=6) im Colon descendens. Im
Rektum (>10cm ab ano) waren 8,5% (n=5) der Primartumoren lokalisiert. Flir 11,9% (n=7) war
die Lokalisation nicht bekannt.

Eine neoadjuvante Chemotherapie wurde in 84% (n=47) der Falle durchgefiihrt. 16% (n=9)

erhielten keine Chemotherapie vor der Resektion der Metastasen.

3.2 Zelllinien

Die Verwendung der Zelllinien wurde im Kapitel 2.3 ausfihrlich erldutert. Im Folgenden sind
die Ergebnisse der molekularbiologischen Charakterisierung in einer tabellarischen

Zusammenfassung dargestellt (Tabelle 13).

Zelllinie BRAF KRAS ERCC1
DLD-1 WT G13D T/T
HT29 V600E WT C/T
GEO WT G12A C/T
HCT116 WT G13D T/T
RKO V600E WT C/C
SW480 WT G12v C/C

Tabelle 13: molekularbiologische Charakterisierung der verwendeten Zelllinien. WT= Wildtyp.
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3.3 Die Genauigkeit der Gelelektrophorese im Vergleich zur Pyrosequenzierung am

Beispiel des ERCC1-Polymorphismus

Der Vergleich der Methoden Gelelektrophorese und Pyrosequenzierung zur Analyse der DNA-
Sequenz anhand der Untersuchung des ERCC1-Polymorphismus wurde sowohl mit Zelllinien
als auch mit Patientenproben durchgefiihrt (siehe auch 2.5.5). Je nach Auspragung des
Polymorphismus in Codon 118 kénnen die Varianten "AAC” und/oder "AAT" vorliegen. Dies
bedeutet, dass bei diploidem Chromosomensatz eine homozygote Auspragung mit den
Varianten 'AAC" (C/C) oder "AAT’ (T/T) oder eine heterozygote Auspragung mit den Varianten
"AAC” und "AAT’ in der selben Zelle (C/T) vorliegen kann. Bei den ersten Analyseversuchen fiel
auf, dass sich die Ergebnisse der Gelelektrophorese nicht immer eindeutig den einzelnen oben
genannten Auspragungen zuordnen lieBen. Dies betraf nicht nur Patientenproben, deren
Fehleranfalligkeit groRer war, sondern auch Zelllinien, bei denen eine Kontamination
ausgeschlossen werden konnte.

In den Abbildungen 9 bis 14 sind zunadchst Beispiele fir eindeutige Befunde des ERCC1-
Polymorphismus anhand von Zelllinien und Patientenproben dargestellt. Die Ergebnisse der
Gelelektrophorese der Zelllinien DLD1 und RKO (in Abbildung 9) zeigen in der rein visuellen
Auswertung bei DLD1 in der rechten Spalte zwei Banden, die durch den erfolgten

Restriktionsverdau entstanden sind. Hier konnte das Enzym BsrDI (Verfahren siehe auch

- s ET ¥

RKO
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Abbildung 9: Gelelektrophorese zum ERCC1
Nachweis bei den Zelllinien DLD1 und RKO: Die " R .
jeweils linke Spalte enthdlt das PCR-Produkt, die & - S SR 1 i J_ (S S R
rechte Spalte das Produkt nach BsrDI- Abbildung 10: Ergebnis der Pyrosequenzierung des ERCCI-
Restriktionsverdau. Polymorphismus: DLD1 zeigt zu 97% T/T, RKO zeigt zu 90% C/C.
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2.5.4.7) binden und die DNA schneiden, womit der Nachweis fir das Vorliegen der T/T-
Variante erbracht war. In der jeweils linken Spalte einer Probe ist, ebenso wie in allen
folgenden Abbildungen der Elektrophorese-Gele, das unverdaute PCR-Produkt als Referenz
getestet worden. Die Zelllinie RKO zeigte im Vergleich keinen Unterschied zwischen
verdautem und unverdautem PCR-Produkt in der Gelelektrophorese. Hier konnte das
Restriktionsenzym also nicht binden und somit lag in diesem Fall die Variante C/C vor. Diese
Ergebnisse wurden in der Pyrosequenzierung bestatigt. In beiden Verfahren sind keine
weiteren Banden beziehungsweise Peaks zu sehen.

Ein groRtenteils eindeutiges Ergebnis war bei den Patienten mit den Batchnummern 4417 und
4477 zu sehen. Hier wurde jeweils sowohl gesundes Gewebe, also tumorfreie Mukosa als auch
Tumorgewebe untersucht. In den Abbildungen 11 bis 14 sind die Ergebnisse des
Restriktionsverdaus mit Elektrophorese und der Pyrosequenzierung gegeniibergestellt.
Mukosa wie auch Tumorgewebe von Patient 4417 zeigten im Gel und durch die quantitative
Bestimmung mittels Pyrosequenzierung, hier mit 95%, die Expressionsvariante T/T. Bei Patient
4477 lag dagegen die heterozygote Auspragung mit C/T vor. Im Gel sind deshalb, nach der
Inkubation mit dem Restriktionsenzym BsrDl, drei Banden zu erkennen. Da bei heterozygoter
Auspragung beide Genvarianten vorliegen, wurde ein Teil der vorhandenen DNA durch das
Enzym geschnitten, was zu zwei neuen Banden fiihrte, wahrend der andere Teil, als dritte

Bande, unverdndert blieb. Die schwadchere Darstellung der Banden im Tumorgewebe von

Mukosa
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Abbildung 11: Patient 4417: Gelelektrophorese S0
zum Nachweis der ERCCI1-Ausprdgung in | ) ! ! O ‘
tumorfreier Mukosa und Tumor. In der linken Abbildung 12: Ergebnis der Pyrosequenzierung des ERCCI-
Spalte jeweils das PCR-Produkt, in der rechten Polymorphismus bei Patient 4417 in der tumorfreien Mukosa sowie
Spalte DNA nach Restriktionsverdau mit BsrDI im Tumorgewebe: Jeweils 95% T/T.
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C: &%

Mukosa Tumor sl e

Abbildung 13: Patient 4477: Gelelektrophorese

zum  Nachweis der ERCCI-Ausprdgung in Abbildung 14: Ergebnis der Pyrosequenzierung des ERCCI1-
tumorfreier Mukosa und Tumor. In der linken Polymorphismus bei Patient 4477 in der tumorfreien Mukosa sowie
Spalte jeweils das PCR-Produkt, in der rechten im Tumorgewebe: Ausprdgung C/T mit 62/38% bzw. 71/29%.

Spalte DNA nach Restriktionsverdau mit BsrDlI.

4477, bei dem die unterste Bande kaum noch sichtbar war, stellt bereits ein Beispiel fir die
Schwierigkeit einer prazisen Auswertung dar. Dieses Problem bildete die Grundlage fiir die
Entwicklung eines alternativen Analyseverfahrens, der Pyrosequenzierung. Mit ihr konnten
die Anteile der beiden Auspragungsvarianten in Prozent ausgegeben werden. Somit ergab die
Pyrosequenzierung bei dem Patient 4477, mit 38% Anteil ,, T“ in der Mukosa und 29% Anteil
,T“im Tumor, den Befund C/T. Allerdings spiegelte sich auch hier die schwachere Auspragung
im Tumor wider.

Wahrend sich einige eindeutige Ergebnisse mit beiden Methoden gut darstellen lieRen,
eignete sich, bei unscharfen oder schwachen Banden im Gel, die Pyrosequenzierung deutlich
besser. Dies zeigte beispielsweise das Elektrophoresegel der Zelllinie HT29 (Abbildung 15).
Hier ist die Aussage Uber die Auspragungsvariante von ERCC1 schwierig, da der Unterschied
in der Intensitat der Banden sehr hoch ist. Es konnte sich sowohl um die Auspragung C/C mit
einem Artefakt als auch um die Variante C/T handeln. Erst durch die Pyrosequenzierung
(Abbildung 16) ist ersichtlich, dass die zweite Option, also die Auspragung C/T, mit einer

Verteilung von 70% zu 30% vorliegt.
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Links: Abbildung 15: Gelelektrophorese zum Nachweis der ERCC1-Ausprdgung in der
Zelllinie HT29. Die linke Spalte enthdlt das PCR-Produkt, die rechte Spalte das Produkt
des BsrDI-Restriktionsverdaus.

Oben: Abbildung 16: Pyrosequenzierung des ERCC1-Polymorphismus der Zelllinie HT29.
Ausprdgung C/T mit einem Verhdltnis von 70%/30%

Ahnlich schwierig gestaltete sich die Interpretation der Patientenproben 4459 und 4464
(Abbildungen 17 bis 20). Auch wenn sich die Gewichtung der Anteile von C und T durch die
Prozentangaben aus der Pyrosequenzierung in der Intensitdat der Banden im Gel
widerspiegelten, war mit der alleinigen Gelelektrophorese keine eindeutige und vor allem
keine sichere Aussage Uber die Auspragung moglich. Insbesondere die quantitative
Darstellung der DNA-Menge in den verschiedenen Banden des Gels war kaum einzuschéatzen
und erlaubte damit keine sichere Aussage Uber das vorliegende Material. Zudem kénnten
Artefakte die Aussagekraft einschranken. Fir den Untersucher bleibt damit generell eine
hohere Unsicherheit bei der Auswertung, welche bei der Verwendung der Pyrosequenzierung
entfallt.

Zusammengefasst bietet die Pyrosequenzierung nicht nur eine modernere und weniger
fehleranfallige Darstellung, sondern aullerdem die Mdoglichkeit, einen Cutoff-Wert

festzulegen, der eine bessere und sicherere Auswertbarkeit zuldsst.
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Mukosa

Mukosa Tumor

Abbildung 17: Gelelektrophorese zum Abbildung 18: Pyrosequenzierung des ERCC1-Polymorphismus
Nachweis der ERCC1-Ausprdgung bei 4459. bei 4459.

Mukosa

Tumor

Abbildung 19: Gelelektrophorese zum Abbildung 20: Pyrosequenzierung des ERCCI-Polymorphismus
Nachweis der ERCC1-Auspragung bei 4464. bei 4464.
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3.4 ERCC1 - AbschlieRende Betrachtung des Methodenvergleichs

Die vergleichende Untersuchung der Gelelektrophorese und der Pyrosequenzierung anhand
des im vorausgegangenen Kapitel erlduterten Verfahrens der ERCC1-Analyse wird an dieser
Stelle abschliefend und entsprechend ausfiihrlich dargestellt, da sie im Diskussionsteil dieser

Arbeit nicht mehr bericksichtigt wird.

Wie im Kapitel 3.3 bereits anschaulich dargestellt, fiihrt die Pyrosequenzierung zu wesentlich
besser verwendbaren und eindeutigeren Resultaten, weil die Fehleranfalligkeit der
semiquantitativen Schatzung im Elektrophoresegel entfdllt. Da die Banden bei der
Gelelektrophorese haufig in ihrer Intensitat variieren, ist die Auswertung zum Teil schwierig
und mit viel Unsicherheit verbunden. Auch die Erwartungshaltung des Auswertenden kann
das Ergebnis bei dieser Methode, durch einen gewissen Interpretationsspielraum, massiv
beeinflussen. In ihrer Arbeit haben Zhang et al. [124] die teilweise sehr schlechte
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus der Gelelektrophorese an anderen Polymorphismen
mit einer Ubereinstimmung von nur 66-95% gezeigt. Allerdings wurden fir die
Untersuchungen nur FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) - Praparate verwendet, welche
wiederum eher zu DNA-Degeneration filhren [125] als frisches Gewebe. Das auch die
Reproduzierbarkeit der ERCC1-Genanalyse fehleranfillig ist, wurde von Marchetti et al. an
Hand von Lungentumoren diskutiert [126]. Der Autor stellte in diesem Fall die Entdeckung
neuer Mutationen in Frage und bewertete sie, nach eigenen Untersuchungen, in seinem
Kommentar als Artefakte. In diesem Sinne sind Schwierigkeiten bei der Herstellung und der
Auswertung eindeutiger Ergebnisse, unabhangig von den eigenen Erfahrungen aus dieser
Arbeit, bereits bekannt.

Diese Probleme machen die alternative ERCC1-Analyse mittels Pyrosequenzierung besonders
interessant. Einen Vorteil dieser Methode ist die passgenaue Auswahl des zu sequenzierenden
Genabschnitts durch die Auswahl der Primer fir PCR und Pyrosequenzierung, wodurch
Kontaminationen vermieden werden. Zum anderen besteht mit dieser neuen Methode
erstmals die Moglichkeit, einen Cutoff-Wert festzulegen, mit dem sich die Auswertung weiter
vereinheitlichen und prazisieren lasst. Fir die Etablierung dieses Cutoff-Wertes und zur
Gewinnung weiterer Kenntnisse lber den direkten Einfluss von ERCC1 auf die Therapie sind

weitere Versuchsreihen und die Korrelationen mit Therapiedaten notig.
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Zusammenfassend zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass der ERCC1-Nachweis mittels
Pyrosequenzierung als neuer Referenzstandard empfohlen werden sollte. Es ist allerdings
erforderlich, dass im Rahmen weiterer Arbeiten ein Cutoff fir die jeweilige Auspragung

etabliert wird.

3.5 Statistische Auswertung der untersuchten Biomarker

Im Folgenden werden nun zundchst die Haufigkeiten und die Verteilung der einzelnen
Faktoren beim Primartumor und den Lebermetastasen dargestellt. Diesen schlieRen sich die
signifikanten Korrelationen im Rahmen der bivariaten Analyse und die Uberlebens-Statistik
an. Im Wesentlichen sind die signifikanten Ergebnisse und die auffalligen Befunde in diesen
Abschnitt eingeflossen. Die vollstdndigen Ergebnisse mit allen Daten und P-Werten sind in

tabellarischer Form im Anhang dargestellt.

3.5.1 Haufigkeit und Verteilung

3.5.1.1 Primartumoren

Der Biomarker CD44v6 verteilte sich, von fehlender beziehungsweise geringer Prasenz bis hin
zu einem sehr starken Vorkommen, relativ homogen im Patientenkollektiv. Der Cutoff fiir die
Gruppeneinteilung (positiv vs. negativ) konnte daher bei 50% gewahlt werden: 34,8% (n=31)
der untersuchten Tumoren zeigten bis zu 50% CD44v6-positive Zellen, wahrend 65,2% (n=58)
der Tumoren mehr als 50% positive Zellen aufwiesen.

Beim Zelladhdsionsmolekiil MUC1 wurde der Cutoff aufgrund des geringeren prozentualen
Vorkommens so festgelegt, dass jeder positive Tumor ab 1% positiver Zellen als MUC1-positiv
gewertet wurde. Damit ergaben sich 64% (n=57) MUC1-negative und 36% (n=32) MUC1-
positive Tumoren.

Der HGF- sowie der IGF1Rezeptor waren in einem grofRen Teil der Tumorproben hoch positiv.
Fir diese beiden Marker wurde der Cutoff deshalb bei 80% gesetzt. HGFR-positiv waren damit
im Patientenkollektiv 75,3% (n=67). Als HGFR-negativ wurden 24,7% (n=22) gewertet. Die
IGF1R-positiven Tumoren lagen bei 60,7% (n=54), gegenliber 39,3% (n=35) IGF1R-negativen
Patientenproben.
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Flir das Hitzeschockprotein HSP90 wurde der Cutoff bei 50% festgelegt. Damit waren 24,7%
(n=22) der Tumorproben positiv, also zu mehr als 50% gefarbt, wahrend 75,3% (n=67) der
Proben HSP90-negativ waren.

Die rpS6-Kinase zeigte, ahnlich wie MUC1, ein insgesamt geringeres Vorkommen, sodass alle
Gewebeproben, bei denen sich ein positiver Nachweis der rpS6-Kinase ergab, der Gruppe der
rpS6-Kinase-positiven Tumoren zugeordnet wurden. Auf diese Gruppe entfielen 46,1% (n=41)
des untersuchten Patientenkollektivs. Als rpS6-Kinase-negativ wurden 53,9% (n=48) der
Proben eingeordnet. Diese Verteilung der Biomarkerexpression ist zusammengefasst in
Tabelle 16 dargestellt.

Auf molekularbiologischer Ebene fand sich die Mutation BRAF V600E bei 11,2% (n=10) der
Patienten. Bei 88.8% (n=79) wurde der Wildtyp nachgewiesen.

Die Mutationen im KRAS-Gen sind vielfaltig. Ein wichtiger Teil dieser Mutationen findet sich in

Exon 2 - Codon 12 und 13, welche in dieser | KRAS-Mutation n Prozent
Arbeit ebenfalls untersucht wurden. Pro

Patient lag maximal eine der moglichen G12A 2 2,2
KRAS-Mutation vor. Damit wiesen in der G12C 1 1,1
Gruppe der Primartumoren insgesamt 34,8% G12D 11 12,4
(n=31) der untersuchten Proben eine KRAS- G12S 1 1,1
Mutation auf. Bei 65,2% (n=58) der Patienten G12V 11 12,4
lag der KRAS-Wildtyp vor. In Tabelle 14 ist die G13D 5 5,6

Verteilung der einzelnen KRAS-Mutationen
Tabelle 14: Verteilung der KRAS-Mutationen im Kollektiv der

Primértumoren

dargestellt.

3.5.1.2 Lebermetastasen

Die immunhistochemische Farbung der Lebermetastasen ergab ein dem Primartumor
vergleichbares Verteilungsmuster bei den positiven Tumorzellen. Somit konnten die
biomarkerspezifischen Grenzwerte (Cutoffs) gleich denen der Primartumoren (siehe 2.6.1)
gewdahlt werden.

Von den untersuchten Lebermetastasen wiesen 50,8% (n=30) lUberwiegend CD44v6-positive
Zellen auf. CD44v6-negativ waren 49,2% (n=29). MUC1-positve Zellen lagen bei 23,7% (n=14)

der Lebermetastasen vor. Bei 76,3% (n=45) liel sich MUC1 nicht nachweisen.
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Der HGF-Rezeptor zeigte sich positiv bei 74,6% (n=44) der untersuchten Proben. 25,4% (n=15)
waren HGFR-negativ. Ein dhnliches Verteilungsmuster war bei IGF1R zu sehen: Hier waren
76,3% (n=45) IGF1R-positiv und 23,7% (n=14) IGF1R-negativ.

Es fanden sich bei 32,2% (n=19) des Patientenkollektivs HSP90-positive Metastasen. HSP90-
negative Tumoren wurden bei 67,8% (n=40) nachgewiesen. Die rpS6-Kinase war zu 61% (n=36)
positiv und bei 39% (n=32) der untersuchten Proben negativ. Diese Verteilung der
Biomarkerexpression ist zusammengefasst in Tabelle 16 dargestellt.

In der Gruppe der Lebermetastasen fand sich ein Patient (1,7%) mit der BRAF-Mutation V600E.

Bei den Ubrigen 98,3% (n=57) der Patienten KRAS-Mutation n Prozent
wurde der BRAF-Wildtyp nachgewiesen.

Ein positiver KRAS-Status zeigte sich bei G12A 0 0
36,2% (n=21) der Metastasen. Tabelle 15: G12C y) 3,4
Verteilung der KRAS-Mutationen im Kollektiv G12D 9 15,3
der Lebermetastasen stellt die Haufigkeit der G12S 2 3,4
einzelnen KRAS-Mutation dar. Bei den G12V 5 85
verbleibenden 63,8% (n=37) der Patienten G13D 3 5,1

wurde der KRAS-Wildtyp nachgewiesen.

Tabelle 15: Verteilung der KRAS-Mutationen im Kollektiv der

Lebermetastasen
Primartumoren (n=89) Lebermetastasen (n=59)
Uberexprimiert Normal Uberexprimiert Normal
Biomarker % n % n % n % n
CD44v6 65,2 58 34,8 31 50,8 30 49,2 29
MUC1 36,0 32 64,0 57 23,7 14 76,3 45
HGFR 75,3 67 24,7 22 74,6 44 25,4 15
IGF1R 60,7 54 39,3 35 76,3 45 23,7 14
HSP90 24,7 22 75,3 67 32,2 19 67,8 40
rpS6-Kinase 46,1 41 53,9 48 61,0 36 39,0 32
BRAF 11,2 10 88,8 79 1,7 1 98,3 57
KRAS 34,8 31 65,2 58 36,2 21 63,8 37

Tabelle 16: Verteilung der Expression der untersuchten Biomarker in Primértumoren und Lebermetastasen.
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3.5.1.3 Doppelmarker bei Primartumor und Lebermetastase

Die Verteilung der durch die Bildung der Doppelmarker neuentstandenen Gruppen (positiv vs.
negativ) war aufgrund der oben bereits gezeigten vom Biomarker abhédngigen
unterschiedlichen GruppengroRe ebenfalls sehr verschieden.

Bei den Lebermetastasen ergab sich fur den Doppelmarker MUC1/HSP90 die Schwierigkeit,
dass in der fiir beide Biomarker positiven Gruppe nur n=3 Patienten erschienen. Mit dieser
kleinen Fallzahl waren Einschrankungen in der statistischen Auswertung verbunden.

Eine weitere Besonderheit im Kollektiv der Patienten mit Lebermetasten war die
Gruppenbildung aus MUC1- und HGFR-positiven Tumoren. Es zeigte sich das alle MUC1-
positiven Patienten (n=14) auch HGFR-positiv (n=44) waren und die Gruppen des

Doppelmarkers somit dem Einzelmarker MUC1 entsprachen.

Doppelmarker Positiv (+/+) Negativ (+/-, -/+, -/-)
CD44v6/MUC1 22 67
CD44v6/HGFR 43 46
CD44v6/IGFR 34 55
CD44v6/HSP90 18 71
MUC1/HGFR 23 66
MUC1/IGFR 14 75
MUC1/HSP90 8 81
HGFR/HSP90 21 68
IGFR/HSP90 14 75

Tabelle 17: Fallzahlen in den Gruppen positive und negative Expression der Doppelmarker beim Primdrtumor.

Doppelmarker Positiv (+/+) Negativ (+/-, -/+, -/-)
CD44v6/MUC1 11 48
CD44v6/HGFR 25 34
CD44v6/IGFR 23 36
CD44v6/HSP90 13 46
MUC1/HGFR Alle MUC1-positiven(n=14) 45
MUC1/IGFR 12 47
MUC1/HSP90 3 56
HGFR/HSP90 14 45
IGFR/HSP90 15 44

Tabelle 18:Fallzahlen in den Gruppen positive und negative Expression der Doppelmarker bei den Lebermetastasen
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3.5.2 Bivariate Analyse

Flr die bivariate Analyse wurde das in der Literatur Ubliche Signifikanzniveau, zur Ablehnung
der Nullhypothese, bei p < 0,05 festgelegt. Zur Berechnung der Korrelation zwischen den
einzelnen Variablen kam der exakte Test nach Fisher, also der korrigierte, zweiseitige Chi-
Quadrat-Test, zum Einsatz. Die vollstdndigen Ergebnisse dieser Berechnungen sind in den
Tabellen im Anhang dargestellt.

Im Kollektiv der Lebermetastasen fand sich nur bei einem, bereits friih verstorbenen,
Patienten eine einzige BRAF-Mutation. In diesem Einzelfall erschien eine statistische

Auswertung nicht sinnvoll, weshalb von der Durchfiihrung abgesehen wurde.

3.5.2.1 Einzelmarker beim Primartumor

Die Korrelation des Zelladhasionsmolekils CD44v6 mit den klinisch-pathologischen
Parametern ergab einen signifikanten Zusammenhang mit der rechtsseitigen
Tumorlokalisation (p=0,004) und mit einem hoéheren Tumorgrading (p=0,021). Die einzige
weitere relevante Korrelation mit einem tumorbiologischen Faktor zeigte sich in den
Intensitaten von CD44v6 mit EGFR (p=0,008).

Der zweite Zelladhasionsmarker MUC1 korrelierte mit dem positiven Nodalstatus sowohl bei
der Auswertung nach Prozent (p=0,02) als auch nach Intensitat (p=0,021). Die MUCI1-
Intensitat zeigte eine signifikante Korrelation mit dem M-Status (p=0,017) sowie dem L-Status
(p=0,01). MUC1-Prozent korrelierte zudem invers mit der Expression des IGF-1-Rezeptors
(p=0,023). Die Korrelation mit dem laborchemisch gemessenen, praoperativen CEA-Wert lag
exakt auf dem Cutoff-Wert fir ein signifikantes Ergebnis (p=0,05).

Der IGF-1-Rezeptor korrelierte, aufler mit MUCL (s.0.), signifikant mit dem positiven L-Status
(p=0,042) und mit dem KRAS-Wildtyp (P=0,04). Die Intensitdt der IGF1R-Farbung ergab
entsprechende Korrelationen mit der Tumorlokalisation im linken Hemikolon (p=0,001) und
mit der histologischen Form eines Adenokarzinoms (p=0,015). Zudem zeigte sich ein
Zusammenhang der IGF1R-Intensitdt mit dem Leukozytenmarker CD45 im Bindegewebe
(p=0,046).

HGFR und HSP90 korrelierten, im Gegensatz zu den oben genannten Markern, nicht mit

klinisch-pathologischen Faktoren. Es zeigten sich lediglich signifikante Korrelationen der
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beiden Marker untereinander (p=0,01) sowie zwischen der HGFR-Intensitdt mit dem LO-Status
(p=0,046) beziehungsweise dem BRAF-Wildtyp (p=0,047).

Die rpS6-Kinase korrelierte mit dem positiven R-Status (0,041) und den EGFR-positiven
Tumoren (p=0,019). Zudem war die Intensitdat der rpS6-Kinase signifikant mit dem KRAS-
Mutationsstatus korreliert (p=0,015).

Der molekularbiologische Marker BRAF korrelierte signifikant mit dem Grading (p=0,004).
Weitere Zusammenhdnge bestanden mit dem positiven Nodalstatus (p=0,031) und der
Tumorlokalisation (p=0,042). Auch der Zusammenhang zwischen BRAF und KRAS war
signifikant (p=0,013). Es konnte bei keinem Patienten das gleichzeitige Vorkommen beider

Mutationen nachgewiesen werden.

3.5.2.2 Doppelmarker im Kollektiv der Primartumore

Durch die im Kapitel 2.6.2 beschriebene Verknlipfung von jeweils zwei der im Fokus stehenden
Biomarker, bei der nur die fir jeweils beide Marker positiven Patienten als positiv gewertet
wurden (Doppelmarker), zeigte sich in vielen Fallen eine relevante Zunahme beziehungsweise
eine Verstarkung der bereits unter 3.5.2.1 genannten Zusammenhange. Um diesen
Sachverhalt moglichst Ubersichtlich darzustellen, sind in den Tabellen 19 bis 25 alle
signifikanten Korrelationen der beteiligten Einzelfaktoren sowie die daraus resultierenden
Doppelmarker gemeinsam aufgefiihrt.

Die Berechnung der Korrelation zwischen dem Marker CD44v6/MUC1 und dem Nodalstatus
ergab, trotz fehlender Signifikanz fir den einzelnen Marker CD44v6, einen starkeren
Zusammenhang (p=0,012) als fir MUC1-solo (p=0,02). Zudem zeigte sich die Korrelation mit
dem L-Status signifikant (p=0,045), obwohl die einzelnen Faktoren dies nicht erreichten. Im
gleichen Sinne wie bereits MUC1-solo, korrelierte CD44v6/MUC1 auch mit IGF1R invers
(p=0,011).

Der Doppelmarker CD44v6/HGFR korrelierte im Sinne einer Verstarkung der Signifikanz mit
HSP90 (p=0,003). Gleichzeitig war die positive CD44v6/HSP90 — Expression signifikant mit dem
hoheren Grading (p=0,026) sowie mit der GefaRinvasion V (p=0,049) korreliert, ohne dass
einer der Einzelmarker mit dem V-Status korrelierte. CD44v6/HSP90 zeigte zudem einen

signifikanten Zusammenhang mit HGFR (p=0,036) und mit dem molekularbiologischen Marker
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BRAF (p=0,026). Auch bei BRAF kam es erst durch die Kombination der beiden Marker zu einer
signifikanten Korrelation.

Die Verknipfung von MUC1 mit HGFR ergab neue beziehungsweise starkere signifikante
Korrelationen mit dem Tumordurchmesser (p=0,014), dem Nodalstatus (p=0,006) und dem
praoperativen CEA-Wert (p=0,014).

MUC1/IGF1R war signifikant mit dem Nodalstatus (p=0,031) sowie mit dem Vorhandensein
von Fernmetastasen M1 (p=0,041) korreliert. Diese beiden Korrelationen wurden
entsprechend wieder im Tumorstadium nach UICC abgebildet (p=0,016). Die Verbindung von
MUC1 und IGF1R ergab nicht nur die genannte neue Korrelation mit dem M-Status, sondern
eine weitere mit dem Leukozytenmarker CD45 im Bindegewebe (p=0,019).

Fir den Marker MUC1/HSP90 ergaben sich, bei einer relativ kleinen Fallzahl in der ,Positiv-
Gruppe”, signifikante Zusammenhange mit der TumorgroRe (p=0,022), dem positiven L-Status
(p=0,035) sowie dem Auftreten eines Rezidivs (p=0,05). Im Bereich der tumorbiologischen
Faktoren zeigte sich bei dieser Verteilung von MUC1/HSP90 ein schwach signifikanter
Zusammenhang mit CD44v6 (p=0,047) und BRAF (0,043). Trotz der teilweise eher nur knapp
signifikanten P-Werte, ist auch hier bemerkenswert, dass keiner der beiden Einzelfaktoren mit
einem der Marker korrelierte.

Bei IGF1R/HSP90 korrelierte einzig der GefaRinvasions-Status (p=0,013) signifikant.

Fur die Doppelmarker CD44v6/IGF1R und HGFR/HSP90 fand sich bei den Primartumoren keine

signifikante Korrelation.

CD44v6 n Gruppen < 50% > 50% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 8 34
. - 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 G1-2 25 32
0.021
G3-4 6 26
Nodal status 89 pNO 20 37 10
pN1-2 11 21 ’
Cancer stage 89 I-11 19 34
0.825
(uice) H-1v 12 24
Lymphangiosis 55 Absent 16 21 0377
carcinmoatosa Present 5 13 '
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MUC1 n Gruppen Negativ Positiv 0]
Lokalisation 89 Rechtsseitig 25 17
. . 0.508
Linksseitig 32 15
Grading 89 G1-2 38 19 05
G3-4 19 13 '
Nodal status 89 pNO 42 15
0.02
pN1-2 15 17
Cancer stage 89 Il 39 14
0.027
(uice) H-1Iv 18 18
Lymphangiosis 55 Absent 24 13 0.382
carcinmoatosa Present 9 9 '
CD44v6/MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 28 14
. . 0.089
Linksseitig 39 8
Grading 89 G1-2 46 11
0.131
G3-4 21 11
Nodal status 89 pNO 48 9
0.012
pN1-2 19 13
Cancer stage 89 I-11 44 9
0.048
(uice) -1V 23 13
L hangiosi 55 Absent 31 6
ymP angiosis sen 0.045
carcinmoatosa Present 10 8

Tabelle 19: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und MUC1 sowie deren Doppelmarker: Als ,, Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6 -Ausprdgung >50% aufweisen als auch MUC1-positiv sind.

CD44v6 n Gruppen <50% > 50% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 8 34
. L 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 G1-2 25 32
0.021
G3-4 6 26
HSP90 89 <50% 27 40
0.073
>50% 4 18
HGFR n Gruppen < 80% > 80% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 11 31
. L 0.809
Linksseitig 11 36
Grading 89 G1-2 14 43 10
G3-4 8 24 ’
HSP90 89 <50% 21 46
0.01
>50% 1 21
CD44v6/HGFR n Gruppen Negativ Positiv p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 17 25
. . 0.057
Linksseitig 29 18
Grading 89 G1-2 34 23
0.051
G3-4 12 20
HSP90 89 <50% 41 26
> 50% 5 17 0.003

Tabelle 20: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und HGFR sowie deren Doppelmarker: Als ,, Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6 -Ausprdgung >50% als auch eine HGFR-Ausprdgung >80% aufweisen.
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CD44v6 n Gruppen < 50% >50% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 8 34
. . 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 G1-2 25 32
0.021
G3-4 6 26
Vein invasion 89 VO 19 30 1.0
V1 2 4 '
HGFR 89 <80% 7 15
0.801
> 80% 24 43
BRAF 89 Wildtyp 29 50
. 0.484
Mutation 2 8
HSP90 n Gruppen < 50% > 50% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 32 10 10
Linksseitig 35 12 ’
Grading 89 G1-2 46 11
0.131
G3-4 21 11
Vein invasion 89 VO 42 7
0.066
V1 3
HGFR 89 <80% 21
0.01
> 80% 46 21
BRAF 89 Wildtyp 62 17
. 0.112
Mutation 5 5
CD44v6/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 33 9
. - 0.798
Linksseitig 38 9
Grading 89 G1-2 50 7
0.026
G3-4 21 11
Vein invasion 89 \ 43
0.049
V1 3 3
HGFR 89 <80% 21
0.036
> 80% 50 17
BRAF 89 Wildtyp 66 13
Mutation 5 5 0.026

Tabelle 21: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als ,, Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6 -Ausprdgung >50% als auch eine HSP90-Ausprdgung >50% aufweisen.

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Tumor size 89 <4.7cm 33 15
0.378
(mean) >4.7 cm 24 17
Nodal status 89 pNO 42 15
0.02
pN1-2 15 17
Cancer stage 89 I-11 39 14
0.027
(uice) -1V 18 18
CEA préoperativ 86 < 3.4 ng/ml 31 12 0.118
>3.4 ng/ml 23 20 '
HSP90 89 <50% 43 24 10
> 50% 14 8 '
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HGFR n Gruppen < 80% > 80% p
Tumor size 89 <4.7cm 15 33
0.145
(mean) >4.7cm 7 34
Nodal status 89 pNO 14 43 10
pN1-2 8 24 ’
Cancer stage 89 -1l 14 39
0.803
(uice) H-1v 8 28
CEA prédoperativ 86 < 3.4 ng/ml 11 32 10
> 3.4 ng/ml 10 33 '
HSP90 89 <50% 21 46
0.01
>50% 1 21
MUC1/HGFR n Gruppen Negativ Positiv 0]
Tumor size 89 <4.7cm 41 7
0.014
(mean) >4.7 cm 25 16
Nodal status 89 pNO 48 9
0.006
pN1-2 18 14
Cancer stage 89 I-11 45 8
0.007
(uice) H-1Iv 21 15
CEA pra ti 86 <34 | 37 6
praoperativ ng/m 0.014
> 3.4 ng/ml 26 17
HSP90 89 <50% 52 15
> 50% 14 8 0.261

Tabelle 22: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 und HGFR sowie deren Doppelmarker: Als , Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl MUC1-positiv sind als auch eine HGFR-Ausprégung >80% aufweisen.

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Nodal status 89 pNO 42 15
0.02
pN1-2 15 17
Metastatic 89 cMO 50 25
0.243
status cM1 7 7
Cancer stage 89 I-11 39 14
0.027
(uice) "-1v 18 18
Lymphangiosi 55 LO 24 13
y p angiosis 0.382
carcinomatosa L1 9 9
KRAS 89 Wildtyp 38 20
: 0.817
Mutation 19 12
IGF1R 89 < 80% 17 18
0.023
> 80% 40 14
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IGF1R n Gruppen < 80% > 80% p
Nodal status 89 pNO 22 35 10
pN1-2 13 19 ’
Metastatic 89 cMO 31 44
0.553
status cM1 4 10
Cancer stage 89 Il 21 32 1.0
(uice) -1v 14 22 ’
Lymphangiosis 55 LO 20 17
y p glos! 0.042
carcinomatosa L1 4 14
KRAS 89 Wildtyp 18 40
. 0.04
Mutation 17 14
MUC1 89 0% 17 40
0.023
>21% 18 14
MUC1/IGF1R n Gruppen Negativ Positiv p
Nodal status 89 pNO 52 5
0.031
pN1-2 23 9
Metastatic 89 cMO 66 9
0.041
status cM1 9 5
Cancer stage 89 I-11 49 4
0.016
(uice) H-1v 26 10
L hangiosi 55 LO 32 5
ym!o angiosis 0.268
carcinomatosa L1 13 5
KRAS 89 Wildtyp 48 10
Mutation 27 4 0.763

Tabelle 23: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 und IGF1R sowie deren Doppelmarker: Als , Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl MUC1-positiv sind als auch eine IGF1R-Ausprégung >80% aufweisen. MUC1 und IGFI1R
korrelieren auch untereinander.

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p

Tumor size 89 <4.7cm 33 15
0.378

(mean) >4.7 cm 24 17

Nodal status 89 pNO 42 15
0.02

pN1-2 15 17

Cancer stage 89 I-11 39 14
0.027

(uice) H-1v 18 18

Lymph iosi 55 LO 24 13
y p angiosis 0.382

carcinomatosa L1 9 9

Rezidiv/Progress 89 Nein 46 25
0.789

Ja 11
HGFR 89 <80% 13

0.615

> 80% 44 23

IGF1R 89 <80% 17 18
0.023

> 80% 40 14

CD44vb6 89 <50% 21 10
0.649

>50% 36 22

BRAF 89 Wildtyp 52 27
. 0.485

Mutation 5 5
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HSP90 n Gruppen < 50% > 50% p

Tumor size 89 <4.7cm 37 11
0.806

(mean) >4.7cm 30 11

Nodal status 89 pNO 42 15
0.799

pN1-2 25 7

Cancer stage 89 Il 39 14
0.803

(uice) H-1v 28 8

Lymphangiosis 55 LO 31 6
Y p §los! 0.177

carcinomatosa L1 12 6

Rezidiv/Progress 89 Nein 55 16
0.368

Ja 12 6

HGFR 89 <80% 21 1
0.01

> 80% 46 21

IGF1R 89 <80% 27 8
0.806

> 80% 40 14

CD44v6 89 <50% 27 4
0.073

>50% 40 18

BRAF 89 Wildtyp 62 17
. 0.112

Mutation 5 5

MUC1/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv p

Tumor size 89 <4.7cm 47 1
0.022

(mean) >4.7 cm 34 7

Nodal status 89 pNO 54 3
0.13

pN1-2 27 5

Cancer stage 89 I-11 50 3
0.261

(uice) H-1Iv 31 5

L hangiosi 55 LO 36 1
ymP angiosis 0.035

carcinomatosa L1 14 4

Rezidiv/Progress 89 Nein 67 4
0.05

Ja 14 4

HGFR 89 <80% 22 0
0.192

> 80% 59 8

IGF1R 89 <80% 30 5
0.255

> 80% 51 3

CD44v6 89 <50% 31 0
0.047

> 50% 50 8

BRAF 89 Wildtyp 74 5
Mutation 7 3 0.043

Tabelle 24: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als , Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl MUC1-positiv sind als auch eine HSP90-Ausprégung >50% aufweisen.
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IGF1R n Gruppen < 80% > 80% p
L hangiosi 55 LO 20 17
ym!o angiosis 0.042
carcinomatosa L1 4 14
Vein invasion 55 VO 24 25
0.204
Vi 1 5
MUC1 89 0% 17 40
0.023
>21% 18 14
HGFR 89 < 80% 9 13 10
> 80% 26 41 '
KRAS 89 Wildtyp 18 40
. 0.04
Mutation 17 14
HSP90 n Gruppen < 50% > 50% P
Lymphangiosi 55 LO 31 6
Y p angiosis 0.177
carcinomatosa L1 12 6
Vein invasion 55 VO 42 7
0.066
Vi 3 3
MUC1 89 0% 43 14 10
>1% 24 8 ’
HGFR 89 < 80% 21 1
0.01
> 80% 46 21
KRAS 89 Wildtyp 42 16
: 0.449
Mutation 25 6
IGF1R/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Lymphangiosi 55 LO 33 4
v p angiosis 0.416
carcinomatosa L1 14 4
Vein invasion 55 VO 46 3
0.013
V1 3 3
MUC1 89 0% 46 11
0.363
> 1% 29 3
HGFR 89 < 80% 21
0.174
> 80% 54 13
KRAS 89 Wildtyp 47 11
Mutation 28 3 0.363

“”

Tabelle 25: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen der Marker IGFIR und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als , Positiv
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine HSP90 -Ausprédgung >50% als auch eine IGF1R-Ausprdgung >80% aufweisen.

3.5.2.3 Einzelmarker bei den Lebermetastasen

Bei der Untersuchung der Lebermetastasen ergab sich fir das Zelladhdsionsmolekil CD44v6
eine positive Korrelation mit dem Durchmesser der Metastasen (p=0,026) sowie mit dem
zweiten Zelladhadsionsmolekil MUC1 (p=0,03). Unter den tumorbiologischen Faktoren war
zudem die CD44v6-Intensitdat mit dem CD45-Nachweis im Bindegewebe signifikant korreliert

(p=0,029). Neben der Korrelation mit CD44v6 ergaben sich flir MUC1 signifikante, aber inverse
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Korrelationen mit HGFR (p=0,013) und mit der rpS6-Kinase (p=0,033) sowie eine signifikante
Korrelation mit HLADR (p=0,021).

Von den tumorbiologischen Faktoren hing HGFR sowohl bei der Auswertung nach Prozent als
auch nach Intensitat signifikant mit dem CD45-Molekil im Bindegewebe zusammen (p=0,024
und p=0,026). Auch die anderen Wachstumsfaktorrezeptoren korrelierten untereinander. So
bestand zudem ein Zusammenhang zwischen IGF1R und EGFR (p= 0,01).

Die Berechnungen fiir das Hitzeschockprotein HSP90 ergaben signifikante Korrelationen mit
dem Grading der Lebermetastasen (p=0,006) sowie dem Auftreten extrahepatischer
Fernmetastasen (p=0,023). Des Weiteren war die HSP90-Intensitat signifikant mit dem
Geschlecht der Patienten (p=0,026) verbunden, wobei weibliche Patienten haufiger eine hohe
Intensitat zeigten.

Die rpS6-Kinase zeigte, auRer der bei MUC1 bereits beschriebenen Korrelation, einen
signifikanten Zusammenhang mit EGFR (p=0,019) und die Intensitat der rpS6-Kinase mit dem
Nachweis einer KRAS-Mutation (p=0,015).

Der molekulargenetische Biomarker KRAS korrelierte signifikant mit dem Durchmesser der

Metastasen (p=0,046).

3.5.2.4 Doppelmarker im Kollektiv der Lebermetastasen

Die Untersuchung der Doppelmarker bei den Lebermetastasen zeigte in einigen Fallen
ebenfalls synergistische Effekte und neue Korrelationen durch die Kombination in einem
Marker, wenngleich deutlich weniger ausgepragt als beim Primartumor. Die Tabellen 26 bis
32 zeigen die, entsprechend der Biomarker geordneten, signifikanten Ergebnisse.

Die Verknlpfung von CD44v6 und MUC1 ergab eine signifikante Korrelation mit HLADR
(p=0,025) sowie einen p-Wert in der Korrelation mit HGFR, der exakt auf dem Cutoff lag
(p=0,05). Ein deutlicher Verstarkungseffekt entstand fir die gleichen Marker in der
Gruppierung CD44v6/HGFR korreliert mit MUC1 (p=0,004).

Die Markergruppe CD44v6/IGF1R zeigte neue signifikante Zusammenhinge mit MUC1
(p=0,033) und HGFR (p=0,03). CD44v6 kombiniert mit HSP90 korrelierte mit dem Grading der
Lebermetastasen (p=0,015) sowie verstarkend mit dem Vorhandensein extrahepatischer

Fernmetastasen (p=0,004). Zudem trat ein neuer Zusammenhang mit dem Labelingindex von
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KI67 (p=0,043) auf. Die Korrelation von MUC1/IGF1R mit den tumorbiologischen Faktoren
ergab einen signifikanten P-Wert fiir HGFR (p=0,026).

HGFR/HSP90 zeigten einen synergistischen Effekt im Zusammenhang mit dem Auftreten von
extrahepatischen Fernmetastasen (p=0,012), der Expression des EGF-Rezeptors (p=0,005)
sowie mit dem Grading der Lebermetastasen (p=0,01).

Auch die Zusammenfassung von IGF1R und HSP90 ergab eine signifikante Korrelation mit dem
Grading der Lebermetastasen (p=0,025) und eine Zunahme der Signifikanz beim
Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen (p= 0,005) sowie dem histologischen
Nachweis eines muzinésen Adenokarzinoms (p=0,034).

Die fur die Faktoren MUC1 und HGFR positiven Tumoren glichen sich zu hundert Prozent. Dies
bedeutet, dass jeder der MUC1-positiven Tumoren (n=14) auch fir HGFR positiv war (n=14),
womit die, aus der Verbindung der beiden Marker, gebildete Variable die gleichen positiven
Tumoren (n=14) beinhaltet und somit keine neuen Ergebnisse ermdoglicht hatte.

Der aus den Biomarkern MUC1 und HSP90 gebildete Doppelmarker enthielt mit n=3 nur eine
sehr geringe Anzahl an positiven Tumoren. Aufgrund dieser geringen Fallzahl wurde keine
Kreuztabelle berechnet.

Einige Markergruppen wurden wegen der mit der Zusammenfassung einhergehenden
Redundanz nicht beschrieben, sondern nur in den unten aufgefiihrten Tabellen dargestellt.
Dazu gehoren: HGFR/IGF1R, CD44v6/IGF1IR, HGFR/HSP90. Bei diesen Biomarkern
wiederholten sich die Korrelationen, welche bereits in den oben erldauterten Ergebnissen
genannt wurden. Beispielsweise korreliert HGFR/IGF1IR mit MUC1 und MUC1/HGFR mit

IGF1R. Eine mehrfache Nennung des gleichen Zusammenhangs erschien nicht sinnvoll.

CD44v6 n Gruppen <50% > 50% p
Tumordurchmesser 56 <3.93cm 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 )
MUC1 59 Negativ 26 19
" 0.03
Positiv 3 11
HGFR 59 < 80% 10 5
0.143
>80% 19 25
rpS6-Kinase 59 Negativ 9 14
. 0.288
Positiv 20 16
HLADR 59 Negativ 20 21 10
Positiv 9 9 '
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MUC1 n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 £3.93cm 28 7 0.343
(mean) >3.93cm 14 7 '
CD44v6 59 < 50% 26 3
0.03
>50% 19 11
HGFR 59 < 80% 15 0
0.013
> 80% 30 14
rpS6-Kinase 59 Negativ 14 9
. 0.033
Positiv 31 5
HLADR 59 Negativ 35 6
N 0.021
Positiv 10 8
CD44v6/MUC1 n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 £3.93cm 30 5 0.298
(mean) >3.93cm 15 6 '
MUC1 59 Negati
egatly Entfallt
Positiv
CD44v6 59 <50% .
Entfallt
>50%
HGFR 59 < 80% 15 0
0.05
> 80% 33 11
rpS6-Kinase 59 Negativ 16 7
N 0.089
Positiv 32 4
HLADR 59 Negativ 37 4
Positiv 11 7 0.025

Tabelle 26: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und MUC1 sowie deren Doppelmarker: Als
,Positiv” gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6-Ausprdgung >50% als auch eine positive MUCI1-Ausprdgung

aufweisen.
CD44v6 n Gruppen < 50% > 50% p
Tumordurchmesser 56 <3.93cm 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15
MUC1 59 Negativ 26 19
Positiv 3 11 0.03
HGFR n Gruppen < 80% > 80% P
Tumordurchmesser 56 <£3.93cm 8 27 0.752
(mean) >3.93cm 6 15
MUC1 59 Negativ 15 30
Positiv 0 14 0.013
CD44v6/HGFR n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 £3.93cm 22 13 0.282
(mean) >3.93cm 10 11
MUC1 59 Negativ 31 14
Positiv 3 11 0.004

Tabelle 27: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und HGFR sowie deren Doppelmarker: Als
,Positiv” gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6-Auspridgung >50% als auch eine HGFR-Ausprédgung >80%
aufweisen.
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CD44v6 n Gruppen < 50% > 50% p
Tumordurchmesser 56 <£3.93cm 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 )
MUC1 59 Negativ 26 19
, 0.03
Positiv 3 11
EGFR 59 <50% 12 11
0.792
> 50% 17 19
HGFR 59 <80% 10 5
0.143
> 80% 19 25
IGF1R n Gruppen < 80% > 80% P
Tumordurchmesser 56 <£3.93cm 5 30 0.208
(mean) >3.93 cm 6 15 '
MUC1 59 Negativ 12 33
. 0.482
Positiv 2 12
EGFR 59 <50% 10 13
0.01
> 50% 4 32
HGFR 59 <80% 5 10
0.316
> 80% 9 35
CD44v6/IGF1R n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 <3.93cm 22 13 0.576
(mean) >3.93cm 11 10 ’
MuUC1 59 Negativ 31 14
. 0.033
Positiv 5 9
EGFR 59 <50% 18
0.054
>50% 18 18
HGFR 59 <80% 13 2
> 80% 23 21 0.03

Tabelle 28: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und IGFIR sowie deren Doppelmarker: Als
,Positiv” gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6-Ausprigung >50% als auch eine IGF1R-Ausprigung >80%

aufweisen
CD44v6 n Gruppen < 50% > 50% p
Tumordurchmesser 56 <£3.93cm 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 )
Neoadjuvante 59 Nein 7 5
. 0.532
Chemotherapie Ja 22 25
Extrahepatische 59 Nein 21 14
0.064
Fernmetastasen Ja 8 16
Grading 55 G2 20 16
0.259
G3 7 12
MUC1 59 Negativ 26 19
N 0.03
Positiv 3 11
CD45 im 59 1-2 21 24
. 0.552
Bindegewebe 3 8 6
KI67 59 <30% 13 7
L 0.103
(Labeling index) > 30% 16 23
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HSP90 n Gruppen <50% > 50% P
Tumordurchmesser 56 <3.93cm 24 11 10
(mean) >3.93cm 15 6 '
Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.046
Chemotherapie Ja 31 19
Extrahepatische 59 Nein 28 7
0.023
Fernmetastasen Ja 12 12
Grading 55 G2 29 7
0.006
G3 8 11
MUC1 59 Negativ 29 16
. 0.514
Positiv 11 3
CD45 im 59 1-2 27 18
. 0.024
Bindegewebe 3 13 1
KI67 59 <30% 16 4
. 0.239
(Labeling index) >30% 24 15
CD44v6/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 £3.93cm 29 6 073
(mean) >3.93cm 16 5 '
Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.185
Chemotherapie Ja 37 13
Extrahepatische 59 Nein 32 3
0.004
Fernmetastasen Ja 14 10
Grading 55 G2 32 4
0.015
G3 11 8
MUC1 59 Negativ 35 10 10
Positiv 11 3 '
CD45im 59 1-2 33 12
. 0.159
Bindegewebe 3 13
KI67 59 <30% 19
(Labeling index) >30% 27 12 0.043

Tabelle 29: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als
,Positiv” gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD44v6-Auspridgung >50% als auch eine HSP90-Ausprdgung >50%
aufweisen.

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p

CD44v6 59 <50% 26 3
0.03

>50% 19 11

HGFR 59 < 80% 15 0
= 80% 0.013

> 80% 30 14

rpS6-Kinase 59 Negativ 14 9
0.033

Positiv 31 5

HLADR 59 Negativ 35 6
0.021

Positiv 10 8

EGFR 59 <50% 19 4
0.532

>50% 26 10
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IGF1R n Gruppen < 80% > 80% P
CD44v6 59 <50% 7 22 10
> 50% 7 23 '
HGFR 59 <80% 5 10
0.316
> 80% 9 35
rpS6-Kinase 59 Negativ 6 17
. 0.762
Positiv 8 28
HLADR 59 Negativ 11 30
, 0.516
Positiv 3 15
EGFR 59 <50% 10 13
0.01
>50% 4 32
MUC1/IGF1R n Gruppen Negativ Positiv P
CD44v6 59 <50% 26 3
0.104
>50% 21 9
HGFR 59 < 80% 15 0
0.026
> 80% 32 12
rpS6-Kinase 59 Negativ 16 7
. 0.185
Positiv 31 5
HLADR 59 Negativ 35 6
. 0.158
Positiv 12 6
EGFR 59 <50% 21 2
> 50% 26 10 0.103

Tabelle 30: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 und IGF1R sowie deren Doppelmarker: Als , Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine positive MUCI1-Ausprdgung >50% als auch eine IGF1R-Ausprdgung >80% aufweisen.

HGFR n Gruppen < 80% > 80% P
Neoadjuvante 59 Nein 2 7 10
Chemotherapie Ja 13 37 ’
Extrahepatische 59 Nein 11 24
0.238
Fernmetastasen Ja 4 20
Grading 55 G2 9 27 10
G3 4 15 '
MUC1 59 Negativ 15 30
- 0.013
Positiv 0 14
CD45 im 59 1-2 11 34
. 0.738
Bindegewebe 3 4 10
EGFR 59 <50% 9 14
0.07
> 50% 6 30
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HSP90 n Gruppen < 50% > 50% P
Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.046
Chemotherapie Ja 31 19
Extrahepatische 59 Nein 28 7
0.023
Fernmetastasen Ja 12 12
Grading 55 G2 29 7
0.006
G3 8 11
MUC1 59 Negativ 29 16
N 0.514
Positiv 11 3
CD45im 59 1-2 27 18
. 0.024
Bindegewebe 3 13
EGFR 59 <50% 18 5
0.254
>50% 22 14
HGFR/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.098
Chemotherapie Ja 36 14
Extrahepatische 59 Nein 31 4
0.012
Fernmetastasen Ja 14 10
Grading 55 G2 31 5
0.01
G3 10 9
MuUC1 59 Negativ 34 11 10
Positiv 11 3 '
CD45im 59 1-2 32 13
. 0.152
Bindegewebe 3 13
EGFR 59 <50% 22
> 50% 23 13 0.005

Tabelle 31: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker HGFR und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als ,, Positiv*
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine HGFR-Ausprdgung >80% als auch eine HSP90-Auspréigung >50% aufweisen.

IGF1R n Gruppen < 80% > 80% P
Neoadjuvante 59 Nein 2 7 10
Chemotherapie Ja 12 38 '
Extrahepatische 59 Nein 26
0.762
Fernmetastasen Ja 19
Grading 55 G2 27
0.511
G3 16
Histologie 58  Adenokarzinom 13 39
Mucindses 0.32
. 0 6
Adenokarzinom
EGFR 59 <50% 10 13
0.01
> 50% 4 32
CD45 im 59 1-2 12 33
. 0.482
Bindegewebe 3 2 12
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HSP90 n Gruppen < 50% >50% P

Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.046

Chemotherapie Ja 31 19

Extrahepatische 59 Nein 28 7
0.023

Fernmetastasen Ja 12 12

Grading 55 G2 29 7
0.006

G3 8 11

Histologie 58  Adenokarzinom 38 14
Mucinéses 5 4 0.068

Adenokarzinom

EGFR 59 <50% 18 5
0.254

> 50% 22 14

CD45im 59 1-2 27 18
. 0.024

Bindegewebe 3 13 1

IGF1R/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P

Neoadjuvante 59 Nein 9 0
. 0.095

Chemotherapie Ja 35 15

Extrahepatische 59 Nein 31 4
0.005

Fernmetastasen Ja 13 11

Grading 55 G2 30 6
0.025

G3 10 9

Histologie 58  Adenokarzinom 41 11
Mucindses 5 4 0.034

Adenokarzinom

EGFR 59 <50% 20 3
0.126

> 50% 24 12

CD45 im 59 1-2 31 14
3 13 1 0.09

Bindegewebe

Tabelle 32: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker IGF1R und HSP90 sowie deren Doppelmarker: Als ,, Positiv*

gelten hier alle Patienten, die sowohl eine IGF1R-Auspréigung >80% als auch eine HSP90-Ausprégung >50% aufweisen.
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3.5.2.5 Verstarkungseffekt der Doppelmarker im Vergleich zwischen Primarius und

Lebermetastasen

Wie aus den vorausgegangenen Kapiteln hervorgeht, ist der Verstarkungseffekt der
Doppelmarker bei den Primartumoren deutlich starker ausgepragt als bei den
Lebermetastasen. Mit Verstarkung ist gemeint, dass ein Doppelmarker im Vergleich neue oder
zunehmende Signifikanz zu den jeweiligen Einzelmarkern aufweist aus denen er besteht. Dies

kommt in weitaus gréBerem Umfang bei den Primartumoren vor als in den Lebermetastasen

(Tabelle 33). Bei den Primartumoren tritt der so

Doppelmarker mit Verstarkung
bezeichnete Verstarkungseffekt bei 82% (n=18) | Primaria
auf, wahrend er bei den Doppelmarkern im :\?' 148
ein
Kollektiv der Lebermetastasen nur in 53% (n=8) | Metastasen P=0,08
auftritt. Es ergibt sich daraus zwar kein Ja 8
Nein 7

SIgmﬂkanter UnterSChled' aber mit einem p_Wert Tabelle 33: Verteilung der Zunahme des Signifikanzniveaus

. . . . ("Verstdrkung") zwischen Primdrtumor und Lebermetasten.
von 0,08 einen Trend in diese Richtung. g

3.5.3 Nichtparametrische Uberlebensfunktion — Kaplan-Meier-Schatzer

Die Analyse der Uberlebenszeit in Abhingigkeit von einzelnen Merkmalen wurde auf
Grundlage der, aus der regelmalig durchgeflihrten Nachsorge stammenden, Daten realisiert.
Der Beobachtungszeitraum begann fiir jeden Patienten mit dem Operationstermin und der
damit verbundenen Ankunft des Gewebes im Labor. In der vorliegenden Arbeit wurden
Patienten mit Gewebeeingang ab dem Jahr 2006 untersucht. Das Ende der Erhebung der
Nachsorgedaten lag im Dezember 2015. Damit konnte fir die Patienten ein
Beobachtungszeitraum von langstens 110,03 Monaten (9,2 Jahren) bei den Primadrtumoren
und ein Zeitraum von 125,8 Monaten (10,5 Jahren) fiir die Lebermetastasen erreicht werden.
Als Endpunkt fir die Statistik wurde das tumorbedingte Versterben gewahlt. War die
Nachsorge nicht mehr moglich, beispielsweise durch Umzug oder Wechsel des Hausarztes,
wurde der Patient mit dem letzten Nachsorgedatum zensiert und die Zeitspanne bis zur Zensur
verwendet. Patienten deren Todesursache im Rahmen der Nachsorge nicht geklart werden
konnte, wurden ebenso zensiert.

Als Standardmethoden wurden Kaplan-Meier-Kurven und der Log-Rank-Test verwendet. Mit

zunehmendem Beobachtungszeitraum verdnderte sich allerdings die Stellung der
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Uberlebenskurven zueinander und damit der P-Wert im Log-Rank-Test. Dabei schwichte sich
die Signifikanz einiger Variablen im Verlauf ab, was groRere Uberlebensunterschiede in der
Anfangsphase des postoperativen Beobachtungszeitraums vermuten lieB. Um diese
Uberlebensunterschiede gesondert zu untersuchen, wurde der Wilcoxon-Test zusétzlich zum
Log-Rank-Test verwendet. Der Fokus des Wilcoxon-Tests liegt auf dem Anfang der Kaplan-
Meier-Kurven und bildet diesen besser ab. Es zeigte sich, dass das Phanomen der
Abschwachung und Anndherung der Kurven im Verlauf nur bei den Lebermetastasen auftrat,
was die Schlussfolgerung nahelegt, dass der Therapierfolg vor allem von der
Ausgangssituation und dem primaren Therapiekonzept abhangig ist. Weiteres dazu im
Diskussionsteil. Die Ergebnisse des Wilcoxon-Tests fiir die Primartumoren sind im Anhang
aufgefiihrt.

Alle Merkmale, bei deren Berechnung sich kein signifikanter Zusammenhang ergab (p >0,05),

werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur im Anhang dargestellt.

3.5.3.1 Primartumoren

In der Uberlebensanalyse zeigten, unter den klinisch-pathologischen Merkmalen, besonders
die Faktoren der TNM- und UICC-Klassifikation teilweise hoch signifikante Zusammenhange
mit einem kiirzeren Uberleben. Der Tumorstatus (Log-Rank: p=0,031), der Nodalstatus (Log-
Rank: p=0,001) und der Metastasierungsstatus (Log-Rank: p<0,001) sowie der L-Status (Log-
Rank: p=0,002) und der V-Status (Log-Rank: p<0,001) waren signifikant. Damit ergab sich
konsequenterweise auch fir die UICC-Klassifikation (Gruppen I-lla vs. llb-1V) ein signifikanter
Zusammenhang (Log-Rank: p<0,001). Ebenso war das R-Stadium (Log-Rank: p<0,001) hoch
signifikant mit einer eingeschriankten Uberlebensdauer verkniipft. War der prioperativ
bestimmte Tumormarker CEA pathologisch, zeigte sich ebenfalls eine signifikant reduzierte
Uberlebenszeit (Log-Rank: p=0,004).

Unter den immunhistochemisch gefarbten Tumormarkern war der EGF-Rezeptor sowohl bei
der Auswertung in Prozent (Log-Rank: p=0,014) als auch nach Intensitat (Log-Rank: p=0,049)
signifikant mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert. Der einzige weitere signifikante Marker

war der BRAF-Mutationsstatus (Log-Rank: p<0,001).
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Abbildung 21: Primdrtumor, T-Stadium:
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Abbildung 23: Primdrtumor, M-Stadium:
MO vs. M1
Uberlebensfunktionen
104 —— EGFR
L
L = 50%
”H 1> 50%
o] L, +zens!ert
[ I zensiert
-+
06 —— 4
044
0,24
0,04
T T T T 7 T T
0o 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Uberlebensdauer (Monate)

Abbildung 25: Primdrtumor, EGFR
EGFR £50% vs. >50%
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Abbildung 24: Primdrtumor, R-Stadium:
RO vs. R1-2
Uberlebensfunktionen
1,0 Braf 15
M, TWildtyp
08 — zensiert
—‘ I~ zensiert
"
0,6
0,4~
0,24 ’
0,0
T T T T T r r
00 20,00 40,00 50,00 80,00 100,00 120,00

Uberlebensdauer (Monate)

Abbildung 26: Primdrtumor, BRAF:
BRAF15 wt vs. mut



3.5.3.2 Lebermetastasen

Die Auswertung der, mittels Kaplan-Meier-Schatzer untersuchten, Lebermetastasen ergab
einen signifikanten Einfluss des histologischen Gradings der Metastasen (Log-Rank: p=0,008/
Wilcoxon: p=0.005) auf das Uberleben. Das Auftreten oder Vorhandensein von
extrahepatischen Fernmetastasen nach der initialen Resektion der Lebermetastasen war
ebenfalls signifikant mir einem eingeschrankten Uberleben assoziiert (Log-Rank: p=0,001/
Wilcoxon: p=0.024).

Auch der Durchmesser der jeweils groften Metastase zeigte im Log-Rank-Test zunachst einen
signifikanten Wert. Dieses Ergebnis schwachte sich im Verlauf der Nachbeobachtung ab, bis
es schlieBlich zum Ende des Beobachtungszeitraumes zu einer Kreuzung der
Uberlebenskurven kam (Log-Rank: p=0,158/ Wilcoxon: p= 0.057) (siehe Abbildung 29). In
dhnlicher Weise lag die, im Log-Rank-Test zundchst eindeutig signifikante, Korrelation des
Zelladhasionsmolekiils CD44v6 mit einem kiirzeren Uberleben auf lingere Sicht knapp
oberhalb des Cutoffs. Mit Fokus auf den friihen Nachsorgezeitraum durch den Wilcoxon-Test,
zeigte sich wiederum einen signifikanten Unterschied (Log-Rank: p=0,054/ Wilcoxon: p=0,006)
(siehe Abbildung 30).

Eindeutig signifikant war der Biomarker MUC1: Zum einen nach Prozent (Log-Rank: p=0,019/
Wilcoxon: p=0,007) und zum anderen schwach signifikant nach seiner Intensitat (Log-Rank:
p=0,049/ Wilcoxon p=0,054). Ebenso unabhangig vom Beobachtungszeitraum hatte das
Hitzeschockprotein HSP90 (Log-Rank: p=0,018/ Wilcoxon p=0,019) einen signifikanten Einfluss
auf das Uberleben. Der molekularbiologische Marker BRAF wurde aufgrund einer einzigen
nachgewiesenen Mutation (1,7% von n=59) bei einem Patienten mit frihem Versterben

(12,35 Monate postoperativ) nicht untersucht.
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Abbildung 27: Lebermetastasen, Grading:
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Abbildung 31: Lebermetastase, MUC1:
negativ vs. positiv
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Abbildung 28: Extrahep. Fernmetastasen:
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Abbildung 30: Lebermetastasen, CD44v6:
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Abbildung 32: Lebermetastase, HSP90
<50% vs. > 50%
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3.5.3.3 Doppelmarker in Primartumor und Lebermetastasen

Signifikante Ergebnisse in der Uberlebenszeitanalyse stellten sich im Kollektiv der

Primartumoren bei den Doppelmarkern MUC1/HSP90 (Log-Rank: p=0,034), CD44v6/HGFR

(Log-Rank: p=0,048) und CD44v6/HSP90 (Log-Rank: p=0,031) dar.

Die Untersuchung der Lebermetastasen zeigte auch bei der Analyse der Doppelmarker ein

komplexeres Gesamtbild, sodass erneut sowohl der Log-Rank-Test als Standardverfahren als

auch der Wilcoxon-Test zur Fokussierung auf den friihen Beobachtungszeitraum verwendet

wurden. Dies war im Besonderen fiir die Betrachtung der Wachstumsfakorrezeptoren

relevant: Der Doppelmarker aus CD44v6 mit HGFR (Log-Rank: p=0.087/ Wilcoxon: p= 0.008)

beziehungsweise IGF1R (Log-Rank: p=0.098/ Wilcoxon: p=0.017) ergab mit dem Wilcoxon-Test

signifikante Uberlebensunterschiede. In beiden Analysen kreuzten sich die Uberlebenskurven
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Abbildung 33: Primdrtumor, MUC1/HSP90:
negativ vs. positiv
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Abbildung 35: Primdrtumor, CD44v6/HSP90:
negativ vs. positiv
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zum Ende des Beobachtungszeitraumes mit einer sehr geringen Patientenzahl nach der
Kreuzung (n=3) (siehe Abbildungen 36 und 37). Ahnlich, jedoch ohne Kreuzen der
Uberlebenskurven, verhielt es sich mit MUC1/IGF1R (Log-Rank: p=0.069/ Wilcoxon p=0.018).
Die weiteren Biomarkerkombinationen, welche einen signifikanten Uberlebensunterschied
aufwiesen, zeigten nur kleine Abweichungen zwischen den beiden Testverfahren:
MUC1/CD44v6 (Log-Rank: p=0.011/ Wilcoxon: p=0.002), CD44v6/HSP90 (Log-Rank: p<0.001/
Wilcoxon: p<0.001), MUC1/rpS6-Kinase (Log-Rank: p=0.038/ Wilcoxon: p=0.024),
HGFR/HSP90 (Log-Rank: p=0.016/ Wilcoxon: p=0.007), IGF1R/HSP90 (Log-Rank: p=0.003/
Wilcoxon: p=0.011) sowie MUC1/HSP90 (Log-Rank: p<0.001/ Wilcoxon: p<0.001). Der
letztgenannte Faktor MUC1/HSP90 wurde aufgrund einer sehr kleinen positiven Gruppe von

n=3 nur unter Vorbehalt ausgewertet.
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Abbildung 40: Lebermetastasen, MUC1/CD44v6:
negativ vs. positiv
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Abbildung 42: Lebermetastasen, CD44v6/HSP90:
negativ vs. positiv
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3.5.4 Cox-Regressionsmodell

3.5.4.1 Cox-Regression im Kollektiv der Primartumoren und Lebermetastasen

Die Kollektivbeschreibung der einzelnen Tumorentitdten umfasste, neben den in Kapitel 3.1
bereits erlduterten Daten, auch die Berechnung der Cox-Regression um die Gewichtung der
einzelnen klinisch-pathologischen Faktoren im Kollektiv zu beschreiben.

Zunachst wurde die Cox-Regression der klinisch-pathologischen Faktoren, unter Einschluss der

molekularbiologischen Marker BRAF und KRAS, zur Analyse des Kollektivs der Primartumore

durchgeflhrt. Hierflr wurden die in Tabelle 34 aufgefiihrten Variablen bertcksichtigt.

Variable Gruppen Kaplan-Meier (Log-Rank)
Geschlecht Mannlich
Weiblich P=0,388
Alter (mean) < 68,1 Jahre _
> 68,1 Jahre P=0,148
Lokalisation R.echtes Kolon p=0,157
Linkes Kolon
Histologie Adenokarzinom _
Muzindses Adenokarzinom P=0,235
<
Tumordurchmesser <4,7cm P=0,931
>4,7cm
Grading G1-2 _
G3-4 P=0,127
T-Stadium T1-2
13-4 P=0,031
N-Stadium NO
N1-N2 P=0,001
M-Stadium MO
M1 P<0,001
R-Stadium RO
R1-2 P<0,001
KRAS WT . P=0,86
Mutiert
BRAF WT . P<0,001
Mutiert

Tabelle 34: Primédrtumore: In die Cox-Regression einflieSende Variablen.

Die Cox-Analyse der klinisch-pathologischen Variablen ergab signifikante Werte flr den

Metastasierungsstatus mit p<0,001 (Odds Ratio 14.708, 95%-KI 4,686-46,164) sowie die BRAF-
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Mutation mit p<0,001 bei einer Odds Ratio von 7,217 (95%-Kl 2,462-21,15). Der R-Status war
im Rahmen der mehrstufigen Analyse erst im letzten Schritt mit p=0,056 (Odds Ratio 0,979,
95%-KI 0,964-16,415) nicht mehr signifikant.

95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
M-Status <0,001 14,708 4,686 46,164
R-Status 0,056 3,979 0,964 16,415
BRAF <0,001 7,217 2,462 21,15

Tabelle 35: Primdrtumore, Cox-Regression: Signifikante Variablen.

In die primare Analyse der Lebermetastasen flossen die in Tabelle 36 aufgefiihrten klinisch-
pathologischen Variablen ein. BRAF wurde, wie bereits oben beschrieben, aufgrund der

geringen Fallzahl (n=1) nicht bericksichtigt.

Variable Gruppen Kaplan-Meier (Log-Rank)
Geschlecht Mannlich
Weiblich P=0,163
Alter (mean) <62,6 Jahre _
> 62,6 Jahre P=0,254
Histologie Adenokarzinom _
Muzindses Adenokarzinom P=0,429
<
Tumordurchmesser <3,93cm p=0,158
>3,93cm
Anzahl Lebermetastasen 1 P=0,493
>1
Extrahepatische 0 P=0,001
Metastasen >1
Grading G2
pP=
G3 0,008
R-Stadium RO
R1-2 P=0,63
KRAS WT . P=0,534
Mutiert

Tabelle 36: Lebermetastasen: In die Cox-Regression einfliefsende Variablen.

Die Cox-Regression fir die klinisch-pathologischen Faktoren bei den Lebermetastasen ergab
zwei signifikante Variablen (siehe Tabelle 37): Extrahepatische Fernmetastasen mit p=0,012
bei einer Odds Ratio von 2,534 (95%-KI 1,23-5,221) und das histologische Grading der
Metastasen mit p=0,026 bei einer Odds Ratio von 2,271 (95%-KI 1,101-4,682).
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95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,012 2,534 1,23 5,221
Grading 0,026 2,271 1,101 4,682

Tabelle 37: Lebermetastasen, Cox-Regression: Signifikante Variablen.

3.5.4.2 Uberlegungen zur Cox-Regression fir die Analyse der tumorbiologischen Faktoren

Die Cox-Regression ist ein Verfahren zur Schatzung des Einflusses unabhangiger Variablen auf
die Uberlebenszeit. Es handelt sich um ein sogenanntes semiparametrisches Verfahren, bei
dem die Schatzung kein komplettes Vorhersagemodell fiir die Uberlebenszeit bietet, sondern
es lasst die Verteilungsfunktion der beobachteten Episodenenden unspezifiziert und schatzt
ausschlieBlich den Einfluss metrischer oder kategorialer Variablen.

Da empfohlen wird, den Fokus der Cox-Regression fir die jeweilige Berechnung auf zwei der
zu analysierenden Variablen zu legen und die weiteren Variablen in diesem Test als
Kontrollvariablen zu verwenden, flieRen in die Berechnung der Cox-Regression fir das
tumorbedingte Versterben nicht nur die relevanten signifikanten Merkmale der Kaplan-
Meier-Analysen (siehe Kapitel 3.5.3) ein, sondern auch nicht signifikante epidemiologische
Variablen zur Kontrolle und Stabilisierung des Berechnungsmodells. In der endgiltigen
Rechnung werden somit die signifikanten Doppelmarker mit den darin enthaltenen
Einzelmarkern und den epidemiologischen Variablen Alter und Geschlecht verwendet. Als
weitere Kontrollvariablen werden die tbrigen ,starken” einzelnen Biomarker verwendet. Soll
beispielsweise der Doppelmarker CD44v6/HSP90 analysiert werden, wird je ein
Berechnungsansatz mit den beiden Einzelmarkern und ein Ansatz mit dem Doppelmarker
gerechnet. Hinzu kommen die bereits beschriebenen Kontrollvariablen, bestehend aus
signifikanten Variablen im Kaplan-Meier-Schatzer, epidemiologischen Variablen und den noch
nicht primar enthaltenen starken Biomarkern. Alle in der Cox-Regression verwendeten
Variablen sind in Tabelle 38 aufgefiihrt.

Da in der Cox-Regression nur komplette Datensatze erlaubt sind, verkleinert sich die Fallzahl
mit jedem Patienten dem ein zu untersuchendes Merkmal fehlt. Um Uber eine mdglichst
grofle Fallzahl verfiigen zu kénnen, wurden Variablen, bei denen Daten (zum Beispiel durch
uneindeutige Angaben in pathologischen Berichten) fehlen, zundchst erneut geprift. Auf

diese Weise wurden schliellich die erweiterten TNM-Merkmale Lymphangiosis
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carcinomatosa (n=55), GefdRinvasion (n=55) und Perineuralscheideninvasion (n=20) fir die
Cox-Regression ausgeschlossen.

Ebenso wurde der BRAF-Mutationsstatus nicht berlicksichtigt, da bei der Untersuchung der
Lebermetastasen (n=59) nur in einem Fall eine Mutation nachgewiesen wurde. Diese war im
Vergleich zu den Ublicherweise publizierten Fallzahlen nicht reprasentativ und kdnnte so zu
einer Schwachung des Models fiihren. Die in der Literatur [42, 80, 127] beschriebene und auch
in dieser Arbeit, unter den Primartumoren, zu ersehende Haufigkeit der BRAF-Mutation beim
kolorektalen Karzinom lag in der Regel bei 6-15%.

Um dem Einfluss untereinander korrelierter Variablen, welcher durch die Doppelmarker
entstehen konnte, Rechnung zu tragen, wurde im Statistikprogramm SPSS die Methode
»,Vorwadrts LR verwendet. Mit dieser Methode wurden Modelle entsprechend der Starke der
EinflussgroBen erstellt, wodurch verhindert wurde, dass hochkorrelierte Variablen
gemeinsam erschienen. Es wurden also die starksten Einflussfaktoren nacheinander, in einer
schrittweise durchgefliihrten Berechnung, in das Modell aufgenommen und daraus jeweils die

Cox-Regression berechnet. Mit diesem Verfahren konnten alle im Kaplan-Meier-Schatzer

Primartumoren Lebermetastasen
Faktor Kaplan-Meier Faktor Kaplan-Meier
(Log-Rank) (Log-Rank)
MUC1/HSP90 p=0,034 CD44v6/HSP90 P<0,001
CD44v6/HSP90 P=0,031 CD44ve/MUC1 P=0,011
CD44v6/HGFR P=0,048 MUC1/HSP90 P<0,001
CD44ve P=0,109 MUC1/rpS6 P=0,038
MUC1 P=0,917 MUC1/IGF1R P=0,069*
HGFR P=0,212 CD44v6/HGFR P=0,087*
HSP90 P=0,151 CD44v6/IGF1R P=0,098*
Alter (mean) P=0,148 HGFR/HSP90 P=0,016
Geschlecht P=0,388 IGF1R/HSP90 P=0,003
N-Status P=0,001 CD44v6 P=0,054*
M-Status P<0,001 MUC1 P=0,019
R-Status P<0,001 HSP90 P=0,018
Extrahepat. Fernmetastasen P=0,001
Alter (mean) P=0,254
Geschlecht P=0,163
R-Status P=0,63

Tabelle 38: Variablen fiir die Cox-Regression. *Im Wilcoxon-Test signifikanter P-Wert (nicht in dieser Tabelle gezeigt).
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signifikanten Variablen, abgesehen von den unbericksichtigten Faktoren (L, V, Pn, BRAF),
verwendet werden.

Im Rahmen der Analyse des Patientenkollektivs wurde zunachst die Cox-Regression aus den
klinisch-pathologischen Faktoren zusammen mit den molekularbiologischen Markern BRAF
und KRAS berechnet (Ergebnis s.0.). Nun folgt die Berechnung der tumorbiologischen
Variablen. Hier flossen, entweder als Einzel- oder als Doppelmarker, aber niemals mehrfach,

die in Tabelle 38 aufgefiihrten Variablen in die Cox-Regression ein.

3.5.4.3 Cox-Regression im Kollektiv der Primartumore

Im Rahmen der Regressions-Analyse fiel die besondere Relevanz des Biomarkers HSP90 auf.
Dieser war an zwei Dritteln der Doppelmarkern beteiligt (MUC1/HSP90 und CD44v6/HSP90)
und spielte auch als Einzelfaktor in vielen Berechnungen eine wichtige Rolle. Dies machte ihn
zum starksten unabhangigen Biomarker im untersuchten Panel. Von den klinisch-
pathologischen Variablen waren der M-Status und der R-Status stets die starksten Faktoren.
Zunachst wurde die Cox-Regression fiir die Einzelmarker berechnet. Unter den Einzelmarkern
war HSP90 mit p=0,012 (Odds Ratio 4,037; 95%-KI 1,356-12,023) gemeinsam mit den
Variablen M-Status p<0,001 (Odds Ratio 16,854; 95%-KI 5,06-56,142) und R-Status p=0,04
(Odds Ratio 4,262; 95%-KI 1,07-16,981) signifikant (siehe Tabelle 39).

Die Analyse des Doppelmarkers CD44v6/HSP90 ergab einen signifikanten M-Status mit
p<0,001 (Odds Ratio 16,315; 95%-KI 4,972-53,539), einen signifikanten R-Status mit p=0,037
(Odds Ratio 4,361; 95%-KI 1,09-17,446) und den Marker CD44v6/HSP90 mit p=0,004 (Odds
Ratio 4,932; 95%-KI 1,683-14,449).

95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
M-Status <0,001 16,854 5,06 56,142
R-Status 0,04 4,262 1,07 16,981
HSP90 0,012 4,037 1,356 12,023

Tabelle 39: Cox-Regression bei den Primdrtumoren, nur Einzelmarker: CD44v6, HSP90, MUC1, HGFR und die Kontrollvariablen
Alter, Geschlecht, N-Status, M-Status und R-Status.
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95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
M-Status <0,001 16,315 4,972 53,539
R-Staus 0,037 4,361 1,09 17,446
CD44v6/HSP90 0,004 4,932 1,683 14,449

Tabelle 40: Cox-Regression bei den Primédrtumoren: Doppelmarker CD44v6/HSP90 und die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht,
N-Status, M-Status, R-Status und MUCI.

Die Cox-Regression fiir CD44v6-mono und HGFR-mono, mit allen in der Tabelle genannten
Kontrollvariablen, entsprach im Ergebnis der Testung der Einzelmarker (siehe Tabelle 39).
Auch der Doppelmarker CD44v6/HGFR zeigte keine weiteren oder neuen Ergebnisse. Wurde
HSP90 aus der Rechnung entfernt, anderten sich die Werte der anderen Variablen. Tabelle 41
zeigt das veranderte Ergebnis mit signifikanten P-Werten fiir den M-Status p=0,003 (Odds
Ratio 5,845; 95%-K| 1,816-18,813), den R-Status p=0,009 (Odds Ratio 7,954; 95%-KI 1,693-
37,36), den N-Status p=0,05 (Odds Ratio 3,037; 95%-KI 1,002-9,203) sowie fiir den Marker
CD44v6/HGFR mit p=0,023 (Odds Ratio 3,919; 95%-KI 1,204-12,76).

95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
M-Status 0,003 5,845 1,816 18,813
R-Staus 0,009 7,954 1,693 37,36
N-Status 0,05 3,037 1,002 9,203
CD44v6/HGFR 0,023 3,919 1,204 12,76

Tabelle 41: Cox-Regression bei den Primdrtumoren: Doppelmarker CD44v6/HGFR ohne HSP90. Alle anderen Kontrollvariablen
(Alter, Geschlecht, N-Status, M-Status, R-Status und MUC1) sind in die Berechnung eingegangen.

Auch bei der Betrachtung des dritten Doppelmarkers, MUC1/HSP90, fiel die Dominanz von
HSP90 auf. Zusammengefasst ergeben sich relevante Werte fiir den M-Status mit p<0,001
(Odds Ratio 12,996; 95%-KI 4,198-40,232), den R-Status mit p=0,023 (Odds Ratio 5,014; 95%-
Kl 1,246-20,172) und den Doppelmarker MUC1/HSP90 mit p=0,006 (Odds Ratio 5,453; 95%-KI
1,61-18,47).

95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
M-Status <0,001 12,996 4,198 40,232
R-Staus 0,023 5,014 1,246 20,172
MUC1/HSP90 0,006 5,453 1,61 18,47

Tabelle 42: Cox-Regression bei den Primdrtumoren: Doppelmarker MUC1/HSP90 und die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht,
N-Status, M-Status, R-Status und CD44veé.
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3.5.4.4 Cox-Regression im Kollektiv der Lebermetastasen

Flr die Durchfiihrung der Cox-Regression im Kollektiv der Lebermetastasen wurden, aufgrund
der Tumorbiologie und den vorhandenen klinisch-pathologischen Faktoren, mehr Biomarker
und andere Kontrollvariablen verwendet als fir die Analyse der Primartumoren. Eine
Ubersicht tiber alle verwendeten Variablen bietet Tabelle 38.

Das Grading wurde trotz des signifikanten Uberlebensunterschiedes im Kaplan-Meier-
Schéatzer nicht in der Analyse berlicksichtig, da sich im Kollektiv eine Interaktion mit dem
Biomarker HSP90 gezeigt hatte. Bereits im Fisher-Test war eine hochsignifikante Korrelation
zwischen HSP90 und dem Grading aufgefallen, sodass, durch die wechselseitige
Beeinflussung, nur einer der beiden Faktoren in die Cox-Regression aufgenommen werden
konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde HSP90 bevorzugt, da es als therapeutisch relevantes
Zielmolekdl fiir die Fragestellung der Arbeit eine hohere Relevanz in Bezug auf neue
Therapieoptionen besall. Das Grading war hingegen nicht im Sinne therapeutischer
Malnahmen beeinflussbar und fiir die eigentliche Fragestellung weniger interessant.

Im ersten Schritt zur Analyse der Daten wurden wiederum die Einzelfaktoren zusammen mit
den klinisch-pathologischen Faktoren berechnet. Hierbei ergaben sich folgende signifikante
Variablen: Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen p=0,003 mit einer Odds Ratio von
3,018 (95%-K1 1,471-6,193), MUC1 mit p=0,001 und einer Odds Ratio von 4,367 (95%-KI 1,845-
10,333) und HSP90 mit p=0,021 und einer Odds Ratio von 2,372 (95%-KI 1,137-4,948) Die

Ergebnisse sind in Tabelle 43 dargestellt.

95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,003 3,018 1,471 6,193
MUC1 0,001 4,367 1,845 10,333
HSP90 0,021 2,372 1,137 4,948

Tabelle 43: Cox-Regression bei den Lebermetastasen, nur Einzelmarker: CD44v6, HSP90, MUC1 und die Kontrollvariablen Alter,
Geschlecht, extrahepatische Fernmetastasen und R-Status.

Durch die Signifikanz von MUC1 und HSP90 als Einzelmarker, ergab sich auch fiir die
Doppelmarker, die in den meisten Fallen einen der beiden Einzelmarker enthielten, weitere
signifikante Ergebnisse. Als Biomarker mit der groRten Relevanz traten wieder MUC1, HSP90
und CD44v6 besonders hervor (siehe Tabelle 44). Bei der Testung des Doppelmarkers
CD44v6/MUC1 waren, neben eben dieser Variable mit p=0,002 (Odds Ratio 3,502; 95%-KI
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1,596-7,683), der Biomarker MUC1 mit p=0,001 (Odds Ratio 4,053; 95%-KI 1,744-9,422) und
das Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen mit p=0,003 (Odds Ratio 3,021; 95%-KI
1,464-6,23) signifikant. Die Analyse des Doppelmarkers CD44v6/MUC1, zusammen mit den
klinisch-pathologischen Faktoren, ergab folgende Variablen: extrahepatische Fernmetastasen
p=0,006 (Odds Ratio 2,68; 95%-KI 1,332-5,391), CD44v6/MUC1 p=0,002 (Odds Ratio 4,014;
95%-KI 1,652-9,751) und HSP90 p=0,032 (Odds Ratio 2,192; 95%-KI 1,072-4,485). Durch das
Zusammenfigen von MUC1 und HSP90 wurden diese nicht mehr als einzelne Faktoren, im
Sinne der Kontrollvariablen, mitgetestet. Somit ergab sich bei der Cox-Regression fiir den
Doppelmarker: MUC1/HSP90 p=0,002 (Odds Ratio 13,986; 95%-KI 2,676-73,085) und das
Vorhandensein von extrahepatischen Fernmetastasen p=0,009 (Odds Ratio 2,514; 95%-KI
1,263 -5,005). Einschrdankend sollte hier bemerken werden, dass der Doppelmarker

MUC1/HSP90 nur n=3 positive Patienten enthielt.

CD44v6/HSP90
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,003 3,021 1,464 6,23
MUC1 0,001 4,053 1,744 9,422
CD44v6/HSP90 0,002 3,502 1,596 7,683
CD44v6/MUC1
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,006 2,68 1,332 5,391
HSP90 0,032 2,192 1,072 4,485
CD44v6/MUC1 0,002 4,014 1,652 9,751
MUC1/HSP90 (n=3)
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,009 2,514 1,263 5,005
MUC1/HSP90 0,002 13,986 2,676 73,085

Tabelle 44: Cox-Regression bei den Lebermetastasen, Doppelmarker CD44v6/HSP90, CD44v6/MUC1 und MUC1/HSP90 und
die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht, extrahepatische Fernmetastasen R-Status und ggf. CD44v6, MUC1, HSP90.

Weitere signifikante Ergebnisse ergab die Kombination von MUC1 mit rpS6 und IGF1R sowie
der Marker IGF1R/HSP90. Diese sind in der Tabelle 45 aufgefiihrt. Neben dem Biomarker
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MUC1/rpS6 mit p=0,017 (Odds Ratio 3,763; 95%-KI 1,261-11,223) war in dieser Konstellation
nur das Vorhandensein extrahepatischer Metastasen mit p=0,001 (Odds Ratio 3,075; 95%-KI
1,562-6,056) signifikant. Bei MUC1/IGFIR war das Vorhandensein extrahepatischer
Metastasen mit p=0,003 (Odds Ratio 3,059; 95%-KI 1,478-6,329), der Einzelmarker HSP90 mit
p=0,04 (Odds Ratio 2,122; 95%-KI 1,036-4,344) und der untersuchte Marker selbst mit p=0,004
(Odds Ratio 3,752; 95%-KI 1,522-9,245) signifikant. Die Regressionsanalyse des
Doppelmarkers IGF1IR/HSP90 ergab schlieRlich fiir das Vorhandensein extrahepatischer
Metastasen p=0,009 (Odds Ratio 2,734; 95%-KI 1,287-5,807), fir MUC1 als Einzelmarker
p=0,001 (Odds Ratio 4,007; 95%-KI 1,725-9,307) und fur IGF1R/HSP90 p=0,03 (Odds Ratio
2,371; 95%-Kl 1,086-5,177).

MUC1/rpS6
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,001 3,075 1,562 6,056
MUC1/rpS6 0,017 3,763 1,261 11,223
MUC1/IGF1R
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,003 3,059 1,478 6,329
HSP90 0,04 2,122 1,036 4,344
MUC1/IGF1R 0,004 3,752 1,522 9,245
IGF1R/HSP90
95%-Konfidenzintervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastasen 0,009 2,734 1,287 5,807
MUC1 0,001 4,007 1,725 9,307
IGF1R/HSP90 0,03 2,371 1,086 5,177

Tabelle 45: Cox-Regression bei den Lebermetastasen, Doppelmarker MUC1/rpS6, MUC1/IGF1R und IGF1R/HSP90 und die
Kontrollvariablen Alter, Geschlecht, extrahepatische Fernmetastasen R-Status und ggf. CD44v6, MUC1, HSP90.

Die Ergebnisse der tbrigen Doppelmarker CD44v6/HGFR, CD44v6/IGF1R und HGFR/HSP90

entsprachen den in Tabelle 43 gezeigten Einzelmarkern, ohne das Auftreten weiterer oder

neuer signifikanter Zusammenhange.
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3.6 Subgruppenanalyse

Fir die gesonderte Betrachtung von therapierelevanten Patientengruppen wurden
Subgruppen mit speziellen, prognoserelevanten Merkmalen gebildet. Ziel der Analyse war es,
Gruppen zu identifizieren, die beispielsweise eine schlechtere Prognose als das
Gesamtkollektiv aufwiesen oder mit etablierten Therapien bisher nicht ausreichend effektiv
behandelt werden konnten. Folgende Gruppen wurden gebildet:

e KRAS mutiert (Primartumor, n=31)

e Lokalisation: Rechts- und linksseitiges Kolonkarzinom (Primartumor, n=42 /n =47)

e Alter: Junge (bis 60 Jahre) und alte (ab 75 Jahre) Patienten (Primartumor, n=22 / n=17)

e Schlecht differenzierte Tumoren mit Grading G3 und G4 (Primartumor, n=32)

e Patienten mit multiplen Lebermetastasen (Lebermetastasen, n=30)

Die Analyse dieser Subgruppen ergab nur eine geringe Einflussnahme der Biomarker in den
jeweiligen Konstellationen. Dies war unter anderem dem Umstand geschuldet, dass die
GruppengroRen, im verkleinerten Kollektiv der Subgruppe, teilweise auf einstellige Zahlen
abnahmen und somit an Aussagekraft verloren. Die gesamten Ergebnisse befinden sich in
tabellarischer Form im Anhang.

Besonderes Augenmerk verdiente der, trotz kleiner Fallzahl (n=4), bestehende

Zusammenhang zwischen BRAF-positiven Tumoren und dem Grading bei den jungen

Subgruppe n Faktoren P
Junge Patienten (Alter bis 60 Jahre) 22 | BRAF vs. Grading 0,005
Rechtsseige Tumoren 42 | MUC1 vs. Geschlecht 0,027
42 | HGFR vs. Tumordurchmesser 0,032
KRAS positive Tumoren 31 | MUC1 (Kaplan-Meier) 0,036

Tabelle 46: Tabellarische Darstellung des Exakten Test nach Fisher innerhalb der beschriebenen Subgruppen.

Patienten (p=0,005), da alle BRAF-positiven Gewebeproben ein hoheres Grading aufwiesen.
Zudem korrelierte bei den rechtsseitigen Tumoren der Faktor MUC1 mit dem weiblichen
Geschlecht (p=0,027) und HGFR mit einem groBeren Tumordurchmesser (p=0,032). In der
Gruppe der KRAS positiven Tumore war MUC1, im Gegensatz zum Gesamtkollektiv, mit einem
schlechteren Uberleben assoziiert (p=0,036).

Die Details der Subgruppenanalyse inklusive Log-Rank-Test sind im Anhang (Abschnitt 5.3.10)

in tabellarischer Form dargestellt.
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4 Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Ziele formuliert, mit denen nun in die Diskussion eingeleitet
werden soll. Zusammengefasst war das Ziel therapierelevante Biomarker zu identifizieren und
deren Zusammenwirken zu untersuchen sowie Patientengruppen mit hohem Bedarf an neuen
Therapiestrategien zu definieren. Um diese Ziele zu erreichen, wurden Verfahren zur
immunhistologischen Farbung, zur molekularbiologischen Analyse und die Erhebung der
Nachsorgedaten genutzt. Daraus ergaben sich drei Hauptergebnisse, die im Folgenden kurz

vorgestellt werden.

1. Die Veranderungen der Tumorbiologie zwischen Primarius und der daraus
entstehenden Lebermetastase lassen sich durch die jeweils unterschiedlichen
Auspragungsmuster der Biomarker zeigen. Zum einen geschieht dies durch den
Verstarkungseffekt der Doppelmarker im Vergleich zu den beteiligten Einzelmarkern,
welcher praktisch nur beim Primartumor auftritt (Unterschied p=0,08; siehe Kapitel
3.5.2.5), zum anderen unterscheiden sich die Expressionsmuster der beiden Entitaten
deutlich voneinander.

Obwohl der Unterschied beim Verstarkungseffekt der Doppelmarker nicht signifikant
ist, was am Ehesten auf die kleine Fallzahl zurlickzufiihren ist, zeigt sich mit p=0,08
dennoch ein Trend. Diese Lesart wird bei der ndheren Betrachtung der reinen Zahlen
(Doppelmarker mit hoherem Signifikanzniveau als bei den beteiligten Einzelmarkern:
18/4 (Primaria) und 8/7 (Metastasen)) unterstutzt.

Die Unterschiede im Expressionsmuster werden an dieser Stelle exemplarisch am
Biomarker MUC1 dargestellt: Dieser korreliert im Kollektiv der Primartumore nur mit
IGF1R als einzigem Biomarker. Zudem ist die Korrelation invers. Im Kollektiv der
Lebermetastasen liegen vier signifikante Korrelationen von MUC1 mit anderen
Biomarkern (CD44v6, HGFR, rpS6 und HLADR) vor. Daraus ergibt sich aus
tumorbiologischer Sicht eine vollig andere Tumorentitat.

Die beschriebenen Veranderungen zwischen Primartumor und Lebermetastase lassen
sich mit einer Weiterentwicklung der Tumorbiologie erklaren. Wahrend es also im
Genotyp kaum zu Veranderungen bei der Entwicklung der Lebermetastasen aus dem

Primarius kommt, Petaccia de Macedo et al. zeigen die Homogenitit des

102



Mutationsstatus beider Gewebe [128], scheint der Phanotyp haufig grole
Unterschiede aufzuweisen. Mao et al. haben neben dem Mutationsstatus auf
molekularer Ebene die PTEN-Expression verglichen und dabei eindeutige Unterschiede
zwischen Primarius und korrespondierender Metastase in Bezug auf den Phanotyp
nachgewiesen, wahrend der Genotyp sich kaum verdanderte [129]. In weiteren
Publikationen wird dieser Prozess ebenfalls bestatigt: So gehen beispielsweise Slesser
et al. in ihrem Review trotz der in vielen Fallen geringen Qualitat der Studien davon
aus, dass sich nur einige spontanmutierte Zellen an die neue Umgebung (micro-
environment) in der Leber adaptieren kénnen, was mit einer veranderten Zellbiologie
einhergehen muss [130].

Aus den dargestellten Zusammenhangen lasst sich in einem weiteren Schritt ableiten,
dass die Mutationsanalyse mittels Next-generation-sequencing bei der Untersuchung
von Lebermetastasen, vielleicht von Metastasen im Allgemeinen, moglicherweise

keine neuen tumorrelevanten Erkenntnisse gewahren kann.

Der weit Uberdurchschnittliche Nachsorgezeitraum von ca. zehn Jahren wurde in
dieser Arbeit bewusst gewahlt, um die Einflisse der Biomarker in einem langen
Zeitraum zu beobachten. Letztlich zeigt sich, dass der Nachsorgezeitraum von flinf
Jahren, der bereits in vielen Studien [131-136] untersucht wurde, vollkommen
ausreichend ist. Dennoch besteht ein bemerkenswerter Unterschied zwischen dem
Uberleben von Patienten mit Primdrtumoren im Vergleich zu Patienten mit
kolorektalen Lebermetastasen. Patienten mit Uberexpression einiger Biomarker in den
Lebermetastasen zeigen ein signifikant schlechteres Uberleben: CD44v6 (Logrank:
p=0,054/ Wilcoxon: p=0,006), MUC1 (Logrank: p=0,019/ Wilcoxon: p=0,007) und
HSP90 (Logrank: p=0,018/ Wilcoxon p=0,019). Dartiber hinaus sind die Verldufe der
Kaplan-Meier-Kurven bei diesen Patienten innerhalb der ersten Monate besonders
steil und nahern sich im spateren Verlauf der Vergleichskurve an. Aus diesem
Zusammenhang kann geschlossen werden, dass eine moglichst friihe und duBerst
wirkungsvolle Therapie erforderlich ist, um Verbesserungen in dieser Subgruppe zu

ermoglichen.
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3.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Bedeutung der dualen Inhibition. Auch bei
anderen Tumorentitdaten des Gastrointestinaltrakts wird bereits tGber die gleichzeitige
Inhibition mehrerer Zielmolekiile diskutiert [137-141]. Die Therapieansatze in den
verfligbaren Studien verfolgen verschiedene Primarziele: Neben besserem
Therapieansprechen versuchen die Autoren die Toxizitdat durch Dosisreduktion zu
vermindern oder Resistenzen zu umgehen.

Auch in der vorliegenden Arbeit haben sich durch den Vergleich von Einzel- und
Doppelmarkern viele Hinweise auf das komplexe Zusammenwirken der
Uberexprimierten Biomarker ergeben. So sind erst durch die Betrachtung der
Doppelmarker aus MUC1 und den Wachstumsfaktoren wichtige Korrelationen in
Bezug auf das Auftreten von Lymphknoten- und Fernmetastasen entstanden
(MUC1/HGFR vs. UICC-Stadium: p= 0,007; MUC1/IGF1R vs. UICC-Stadium p=0,016). In
dhnlicher Weise trat die Uberexpression von HSP90 als wichtigster Einflussfaktor auf
das Uberleben in den Vordergrund.

Auch wenn mit bisher verfligbaren Mitteln nicht in allen Konstellationen eine
verbesserte Therapie, ein besseres Therapieansprechen und ein rezidivfreies
Uberleben erreicht werden kann, reicht das Spektrum méglicher Therapieansitze
durch einen zweiten Inhibitor von adjuvanten Effekten auf das gleiche Zielmolekdil
Uber die komplette Blockade eines weiteren Signalwegs bis zur Modulation der
Resistenzentwicklung. In Zukunft ist durch die voranschreitende Entwicklung
moglicherweise auch eine Dreifach-Inhibition denkbar, die eines Tages in der ganzlich
individualisierten und auf das Biomarkerprofil des jeweiligen Tumors zugeschnittenen

Therapie miinden kénnte.
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4.1 Die Entwicklung der Doppelmarker

In der Einleitung wurde bereits auf die komplexen Zusammenhange in der Signaltransduktion
und die Interaktion der einzelnen Biomarker eingegangen. Diesen Interkationen wird auch mit
dem zunehmenden Aufkommen von Doppelhemmungsstrategien in internationalen Studien
Rechnung getragen, wie Beispiele in den folgenden Kapiteln der Diskussion zeigen. Durch den
in der Regel eingeschrankten Wirkungsgrad einzelner Biomarkerinhibitoren kann man leicht
zu der Strategie Gbergehen, einen zweiten und gegebenenfalls auch einen dritten Biomarker
im Tumor zu hemmen um, je nach Expressionsprofil, eine moglichst effektive und angepasste
Tumortherapie zu entwickeln. Die moglichen positiven Effekte einer
Doppelhemmungsstrategie waren:

e Resistenzmechanismen zu vermeiden oder gegebenenfalls zu Gberwinden

e Synergistische und/oder additive Therapieeffekte zu nutzen

e Verringerung der toxischen Effekte durch eine Dosisreduktion der einzelnen

Therapeutika bei kombinierter Anwendung

Die im Folgenden diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen Anhalt fir die
Sinnhaftigkeit einer solchen Mehrfachhemmungsstrategie. Dennoch bleiben viele Fragen zu
den Auswirkungen einer mehrfachen Biomarkerinhibition auf Tumorbiologie, Prognose und

Pradiktivitat offen und bediirfen weiterer Studien mit gréReren Patientenkollektiven.

105



4.2 Das Patientenkollektiv

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv ist aufgrund der Aufgabenstellung und der
Auswahl der Methoden mit n=148 untersuchten Tumoren bei 144 Patienten als eher klein
einzuschatzen. Dennoch ist es im Vergleich mit anderen Studien [76-83], welche groRere
Patientenpopulationen untersucht haben, in Bezug auf klinisch-pathologische Faktoren und
auf die untersuchten Biomarker, in Haufigkeiten und Verteilung zum groRten Teil
Ubereinstimmend. In der Gegeniiberstellung der erhobenen Daten mit den genannten Studien
sind die Daten stets vergleichbar und somit reprasentativ. Dies bedeutet, dass das Kollektiv

und die darin untersuchten Biomarker die klinische Situation zuverlassig abbilden.

4.2.1 Primartumore

Das durchschnittliche Alter der Patienten lag im Kollektiv der Primartumoren bei 68,1 Jahren
und unterschied sich damit kaum von Studienpopulationen von Zarcos-Pedrinaci et al. und
anderen [76-79, 81, 82]. Mit einer leichten Uberzahl an miannlichen Patienten (56,2%) glichen
die untersuchten Patienten den oben genannten Gruppen. Der R-Status, als wichtiger
prognostischer Faktor und Indikator fiir eine wirkungsvolle chirurgische Therapie, lag mit
95,5% an RO-Resektionen in einem verhadltnismaRig guten Bereich. Als weiterer
therapierelevanter Faktor fand sich im bearbeiteten Kollektiv, wie auch in vergleichbaren
Studien [76-78, 81], meist ein weiter fortgeschrittenes Tumorleiden mit einem konsekutiv
hohergradigen TNM-Stadium. Die Verteilungshaufigkeit der Mutationen im KRAS- und BRAF-
Gen lag ebenfalls im Bereich der groRen Studien wie beispielsweise der NORDIC-VII-Studie
[80]. Sie fanden sich bei 34,8% (KRAS), respektive bei 11,2% (BRAF), der untersuchten
Primartumoren.

Fir die Prifung der Unabhangigkeit der klinisch-pathologischen Variablen, inklusive BRAF und
KRAS, wurde eine Cox-Regressions-Analyse, zundchst ohne die in der Folge untersuchten
Biomarker, durchgefiihrt. Hier kristallisierten sich die starken Einflussfaktoren M-Status
(n=14), BRAF (n=10) und R-Status (n=4), letzterer mit p=0,056 gerade nicht mehr im
signifikanten Bereich, fiir die Primartumoren heraus (Tabelle 35). Diese Faktoren zeigten eine
eingeschrankte Prognose an und waren somit die starksten Einflussfaktoren auf das

tumorbedingte Uberleben. Dieser Umstand spiegelte sich an vielen Stellen in der Literatur [9,
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41, 84] wider und unterstrich ihre Wichtigkeit sowie die Ubertragbarkeit des in dieser Arbeit
untersuchten Kollektivs.

Durch die Zusammenfassung zweier Biomarker zu einer gemeinsamen Variablen, dem
Doppelmarker, kam es jedoch zu einem interessanten Verstarkungseffekt bei vielen
Korrelationen, der teilweise vollkommen neue Zusammenhange erbrachte. Dies geschah auch
in Fallen, in denen die beiden Biomarker unabhdngig voneinander keine signifikante
Korrelation ergaben. Zeigte einer der Faktoren eine positive Korrelation, kam es in den
meisten Fallen zu Verstarkungseffekten durch den Zusammenschluss, obwohl der zweite

Biomarker allein keinen signifikanten Wert ergeben hatte (siehe Tabelle 47).

CD44ve/ Muc1/
Faktor MUC1 | CD44v6 | MUC1 Faktor HSP90 MUC1 HSP90
pN 1-2 0,012 1,0 0,02 Tu >4,7cm 0,022 0,378 0,806
L1 0,045 0.377 0,382 L1 0,035 0,382 0,177
UICC IlI-IV 0,048 0,825 0,027 R 0,05 0,789 0,368
IGF1R 280% 0,011 0,653 0,023 CD44v6 250% 0,047 0,649 0,073
Tumor rechts 0,089 0,004 0,508 BRAF pos. 0,043 0,485 0,112
HGFR 0,192 0,615 0,01
CD44ve/ Mmuci/
Faktor HSP90 MUC1 HSP90 Faktor HGFR MUC1 HGFR
G34 0,026 0,021 0,131 Tu >4,7cm 0,014 0,378 0,145
Vv 0,049 1,0 0,066 N 1-2 0,006 0,02 1,0
HGFR 0,036 0,801 0,01 UICC III-IV 0,007 0,027 0,803
BRAF 0,036 0,484 0,654 CEA 0,014 0,118 1,0
Muc1/ IGF1R/
Faktor IGF1R MUC1 IGF1R Faktor HSP90 IGF1R HSP90
pN 1-2 0,031 0,02 1,0 V1 0,013 0,204 0,066
M1 0,041 0,243 0,553 L1 0,416 0,042 0,177
UICC IlI-IV 0,016 0,027 1,0 KRAS 0,363 0,04 0,449
CD45 im BG 0,019 0,826 0,124

Tabelle 47: Primdrtumore: Verstdrkungseffekte durch die Verwendung der Doppelmarker, Berechnung der Korrelation mittels
Exaktem Test nach Fisher (P-Werte). Vielfach sind beide Einzelmarker nicht oder nur schwach Signifikant, wéhrend die
Doppelmarker ein deutlich héheres Signifikanzniveau aufweisen.

Signifikante Unterschiede im tumorbedingten Uberleben zeigten sich auRer bei den oben

genannten klinisch-pathologischen Faktoren bei den Doppelmarkern. Diese traten

hauptsachlich bei einer Beteiligung der Faktoren CD44v6 oder HSP90 in Erscheinung. Die
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beiden Biomarker waren letztlich an allen im Log-Rank- beziehungsweise Wilcoxon-Test

signifikanten Doppelmarkern beteiligt:

e MUC1/HSP90 p=0,034 / p= 0,015 (Wilcoxon)
e CD44v6/HSP90 p= 0,031

e CD44v6/HGFR p= 0,048

e (CD44v6/IGF1R p= 0,039 (Wilcoxon)

Eine weitere Besonderheit bei der Analyse des tumorbedingten Uberlebens ergab sich durch
den, relativ zu anderen Studien, langeren Nachsorgezeitraum. Dabei fiel auf, dass sich je nach
Testverfahren unterschiedliche Aussagen ergaben: Beispielsweise unterschieden sich im Log-
Rank-Test Tumoren mit Expression von CD44v6/IGF1R nicht signifikant von Doppelmarker-
negativen Tumoren Uber den gesamten Nachsorgezeitraum von bis zu 110 Monaten.
Betrachtete man allerdings den Wilcoxon-Test, dessen Fokus sich auf dem vorderen Teil der
Kaplan-Meier-Kurve, also auf das erste Drittel des Nachsorgezeitraums, richtet, ergab sich ein
signifikanter Unterschied.

Das Korrelat der sich im zeitlichen Verlauf abschwachenden Werte des Langzeit-follow-ups
(Log-Rank-Test), zu Gunsten des Wilcoxon-Tests, war in einer erneuten beziehungsweise
spaten Annahrung oder Kreuzung der Uberlebenskurven zu sehen. Dies wies fir den
langfristigen Verlauf, also iber den normalen Nachsorgezeitraum von flinf Jahren hinaus, auf
eine Abschwiachung oder Aufhebung des Einflusses der jeweiligen Faktoren hin. Da dieses
Phanomen vorrangig bei den Lebermetastasen auftrat, werden die daraus resultierenden

Implikationen im nachsten Kapitel behandelt.

4.2.2 Lebermetastasen

Patienten mit Lebermetastasen waren mit einem durchschnittlichen Alter von 62,6 Jahren in
der Regel etwas jlinger als Patienten mit nicht metastasiertem Tumor. Auch hier zeigte sich
eine Uberzahl an minnlichen Patienten (62,7%). Im untersuchten Kollektiv lagen die RO-
Resektionen bei 79,7%.

Die Mutationsanalyse ergab KRAS-Punktmutationen bei 36,2% der untersuchten
Lebermetastasen. Eine Mutation im BRAF-Gen wurde nur bei einem einzigen Patienten

detektiert (1,7%) und deshalb von der weiteren Analyse und Statistik ausgeschlossen.
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Die Berechnung der Kreuztabellen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab bei den
Lebermetastasen deutlich mehr signifikante Korrelationen als bei den Primartumoren. Auch
hier waren an nahezu allen Korrelationen die Biomarker CD44v6, MUC1 oder HSP90 beteiligt.
HSP90 korrelierte dabei vornehmlich mit klinisch-pathologischen Daten (Grading
undifferenziert: p=0,006, extrahepatische Fernmetastasen: p=0,023, Chemotherapie
neoadjuvant: 0,046), wahrend bei MUC1 der Zusammenhang mit der Uberexpression
tumorbiologischer Marker (HGFR: p=0,013, CD44v6: p=0,03, HLADR P=0,022, rpS6: p=0,033)
im Vordergrund stand. Die CD44v6-Uberexpression war auRerdem mit der TumorgroRRe
korreliert (p=0,026). Daraus ergibt sich fir HSP90 eher eine Rolle als Einflussfaktor bei
fortgeschrittenem Tumorleiden mit stattgehabter Metastasierung und entdifferenzierten
Tumorzellen. MUC1 ist andererseits gemeinsam mit Zelladhadsionsmolekilen und
Wachstumsfaktoren (iberexprimiert und ist dadurch direkt an Prozessen des
Tumorwachstums und der Metastasierung beteiligt. Aus diesen Zusammenhangen ergibt sich
eine weitere Moglichkeit der Betrachtung einzelner Subgruppen.

Ein wichtiger Unterschied war durch die Gegeniberstellung der einzelnen und der
Doppelmarker festzustellen: Anders als bei den Primartumoren kam es bei den
Lebermetastasen nicht zu einer Erhohung des Signifikanzniveaus oder zu neuen signifikanten
Korrelationen. Diese Beobachtung unterstiitzte die Vermutung nach der die Metastasen
bereits eine zum Primarius deutlich veranderte Tumorbiologie entwickelt hatten. Von dieser
Tatsache ausgehend sollte zukiinftig eine bessere Anpassung der Therapiekonzepte speziell
an die Tumorbiologie der Lebermetastasen diskutiert werden.

Die Einzelfaktoren hatten bei den Lebermetastasen einen wesentlich gréReren Einfluss auf das
Uberleben: Neben wenigen klinisch-pathologischen Faktoren war vor allem die
Uberexpression der Biomarker CD44v6 (Wilcoxon: p=0,006), MUC1 (Log-Rank: p=0,019) und
HSP90 (Log-Rank: p=0,018) mit einem signifikant ungiinstigeren Uberleben verbunden. Wie
schon im Kapitel 3.5.3 erldutert, zeigten die Biomarker bei den Lebermetastasen deutliche
Unterschiede im kurz- und langfristigen Verlauf des Nachsorgezeitraums. Einige Variablen
verloren im Verlauf des Langzeit-follow-ups von langstens 125,8 Monaten ihren initial
vorhandenen signifikanten Uberlebensunterschied im Log-Rank-Test, wihrend der Wilcoxon-
Test diesen zeigen konnte. Dieser Effekt war bei CD44v6, MUC1 und KI67 zu sehen, wahrend

die klinisch-pathologischen Faktoren in beiden Tests groBtenteils vergleichbar blieben. Fir die

109



Therapie scheint dieser letztgenannte Umstand wiederum niitzlich zu sein, da die klinisch-
pathologischen Faktoren, im Gegensatz zu den Biomarkern, keine Therapieziele darstellen.
Unter den Doppelmarkern ergaben die Wachstumsfaktorrezeptoren in Kombination mit
CD44v6 oder MUC1, abhangig von der Betrachtung des regularen des langfristigen oder des
reguldren flinf-Jahres-Nachsorgezeitraums, ebenfalls relevante Unterschiede. Der Wilcoxon-
Test war nur bei CD44v6/HGFR (p=0,008), CD44v6/IGFIR (p=0,017) und MUC1/IGF1R
(p=0,018) signifikant. Die Ubrigen Doppelmarker zeigten mit beiden Testverfahren
vergleichbare Werte in der Uberlebensanalyse. Dabei spielten in der Regel HSP90 mit MUC1
eine wichtige Rolle.

Das Verfahren fiir die Entwicklung und Durchfiihrung der Cox-Regression entsprach dem
Vorgehen bei den Primartumoren. Die relevanten Faktoren wurden nach den gleichen
Kriterien ausgewadhlt und in einem mehrstufigen Verfahren einzeln und mit den
Doppelmarkern analysiert. In allen Berechnungen trat stets das Vorhandensein
extrahepatischer Fernmetastasen als unabhdngiger und prognostisch unglinstiger Faktor
hervor. Unter den Einzelfaktoren waren zudem MUC1 und HSP90 prognostisch relevant. Diese
beiden Biomarker stellten sich gemeinsam mit CD44v6 in allen Konstellationen als
unabhangige Faktoren heraus. An weiteren Variablen waren die Kombinationen von MUC1

und HSP90 mit IGF1R und der Marker MUC1/rpS6 signifikant.

4.2.3 Prognostische Wertigkeit der Biomarker

Als prognoserelevant gelten die in die TNM-Klassifikation einflieBenden klinisch-
pathologischen Parameter [9, 85, 142, 143]. Dies konnte auch anhand der vorliegenden Daten
gezeigt werden, da sich der Zusammenhang des héhergradigen TNM-Status beziehungsweise
einer R1/R2-Resektion mit einer schlechteren Uberlebensprognose (p<0,001) bestitigte. Auch
der bereits prdoperativ pathologische CEA-Wert war mit einem schlechteren Uberleben
assoziiert (p=0,004).

Unter den analysierten Biomarkern der Primartumoren trat nur der Wachstumsfaktorrezeptor
EGFR mit einem signifikanten Uberlebensunterschied (p=0,014) in Erscheinung. Unter den in
anderen Studien verfligbaren Ergebnissen zur prognostischen Relevanz der
Wachstumsfaktorrezeptoren ist EGFR der am ehesten mit prognostischer Aussagekraft

assoziierte Marker [97, 144]. Fir die anderen Wachstumsfaktorrezeptoren ist das Bild weniger
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Faktor Gruppe Log-Rank-Test (P) Wilcoxon-Test (P)
T-Status T3-4 0,031 0,046
N-Status N1-2 0,001 <0,001
M-Status M1 <0,001 <0,001
R-Status R1-2 <0,001 <0,001
L-Status L1 0,002 <0,001
V-Status V1 <0,001 <0,001
Grading G3-4 0,127 0,105
CEA >3,4ng/ml 0,004 <0,001
EGFR >50% 0,014 0,018
CD44v6 >50% 0,109 0,133
HSP90 >50% 0,151 0,148
MUC1 positiv 0,917 0,946
HGFR >80% 0,212 0,313
IGF1R >80% 0,752 0,603
rpS6 positiv 0,268 0,511
CD44v6/HGFR positiv 0,048 0,095
CD44v6/IGF1R positiv 0,053 0,039
CD44v6/HSP90 positiv 0,031 0,036
MUC1/HSP90 positiv 0,034 0,015

Tabelle 48: Primdrtumore: Kaplan-Meier-Analyse mittels Log-Rank- und Wilcoxon-Test.

eindeutig: Wahrend Peters et al. bei IGF1R Limitationen in der prognostischen Wertigkeit
beschreiben [145], sehen Takahari et al. IGF1R im kolorektalen Karzinom als Prognosemarker
an [62]. Weitere prognoseorientierte Studien beim kolorektalen Karzinom sind fiir IGF1R nicht
verfiigbar. Ahnlich eingeschriankt ist die Studienlage fir HGFR: Hier sind lediglich
Untersuchungen an Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen verfligbar [146, 147], die
eine prognostische Relevanz unter einem patientenkollektivbezogenen Vorbehalt fiir HGFR
beschreiben.

Stellt man den nicht signifikanten einzelnen Biomarkern die Doppelmarker gegeniiber, zeigt
sich, dass die Beteiligung von CD44v6 und HSP90 meist zu einem signifikanten
Uberlebensunterschied fiihrt. An dieser Stelle sollte zunichst erldutert werden, dass hiufig
nicht die Uberexpression, sondern die Abnahme der CD44v6-Expression im Tumor mit einer
Prognoseverschlechterung einhergeht [148-150]. Nur Ozawa et al. schreiben Uber die

Variante zwei des CD44-Molekiils (CD44v2), dass die Uberexpression mit einer schlechteren
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Prognose assoziiert ist als die anderer Varianten [151]. In der vorliegenden Untersuchung
scheint die CD44v6-Expression in anderer Weise mit der Prognose zusammenzuhangen als
dies in den oben genannten Arbeiten publiziert wurde. Zwar ist die CD44v6-Uberexpression
im Log-Rank-Test nicht signifikant, es kommt aber im Wilcoxon-Test bei den Lebermetastasen
zu einem signifikanten Unterschied im Uberleben. Ebenso ist CD44v6 primir kein
unabhangiger Faktor in der Cox-Analyse, tritt aber im Rahmen der Doppelmarkeranalyse als
beteiligter Biomarker auf. Die Einzelheiten, die diesen unterschiedlichen Ergebnissen zu
Grunde liegen, missen in weitere Untersuchungen geklart werden.

Fir die prognostische Wertigkeit des Biomarkers HSP90 im kolorektalen Karzinom liegen keine
verwertbaren Aussagen aus internationalen Publikationen vor, wahrend fir andere
Tumorentitaiten (Mamma, Magen, NSCLC) eine eindeutige prognostische Relevanz gezeigt
[152-155] wird. Mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten lasst sich zeigen, dass die HSP90-
Uberexpression ein unabhangiger Prognosefaktor beim kolorektalen Karzinom ist, der zudem
auch als Doppelmarker gemeinsam mit anderen Biomarkern eine prognostische Relevanz hat.
Wurde HSP90 in der Cox-Regression nicht berlicksichtigt, kam es zu einer Verschiebung der
Gewichtung einzelner Faktoren. So trat beispielsweise im Primartumor bei CD44v6/HGFR zu
den stets unabhdngigen relevanten Faktoren M-Status und R-Status auch der Nodalstatus mit
p=0,05 als weiterer Prognosefaktor hinzu.

Weitere an den signifikanten Korrelationen beteiligte Biomarker sind MUC1 und HGFR. MUC1
wird in vielen Publikationen zum kolorektalen Karzinom [54, 156-158] und anderen
Tumorentitaten [159, 160] als prognostischer Marker betrachtet, wobei Lugli et al. betonen,
dass MUC1 nur im sporadischen kolorektalen Karzinom prognostische Aussagekraft hat, nicht
aber bei hereditaren Tumoren [156]. Sinn et al. zeigen in ihrer Arbeit [161], dass MUC1 bei
Mammakarzinomen eine Rolle als pradiktiver, aber nicht als prognostischer Marker zukommt.
Zusammenfassend ergibt sich eine Bestatigung der Biomarker HSP90 und MUC1 als
unabhangige Prognosefaktoren fir Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen sowie HSP90
als Prognosefaktor bei den Primartumoren. Sie nehmen in diesem Sinne auch Einfluss auf die
Doppelmarker, allerdings gewinnen beispielsweise die Wachstumsfaktorrezeptoren und
CD44v6 in den neuen Konstellationen ein eigenes Gewicht und spielen als Teil der

Doppelmarker ebenfalls eine Rolle fiir die Prognose.
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4.2.4 Spezielle Aspekte der prognostischen Wertigkeit bei den Lebermetastasen

Der in dieser Arbeit erreichte Nachsorgezeitraum von bis zu 125,8 Monaten war im Vergleich
zu dem Ublicherweise angewendeten Flinf-Jahre-Nachsorgeintervall ungefahr doppelt so lang,
wodurch eine wesentliche Veranderung im Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven entstand. Erst
im spateren Nachsorge- und Krankheitsverlauf, nach mehr als 60 Monaten, zeigte sich eine
Anndherung der Uberlebenskurven, die bis zu diesem Zeitpunkt kontinuierlich
auseinanderwichen. Wiirde man in dieser Phase der ersten 60 Monate einen Trend fiir den
Verlauf unterstellen, blieben Verdanderungen der Kurvenverldufe zueinander im folgenden
Zeitraum unerkannt. Auch rein rechnerisch liel sich diese Veranderung im Kurvenverlauf
durch die Anwendung zweier unterschiedlicher Testverfahren (Log-Rank und Wilcoxon)
nachweisen.

Der Uberlebenszeitanalyse zufolge verstarb ein groRerer Anteil der Patienten, 50% (n=36) der
tumorbedingt verstorbenen, innerhalb der ersten 26 Monate nach Diagnosestellung, wahrend
die Anzahl der tumorbedingten Todesfalle im Kollektiv im weiteren Verlauf abnahm. Damit
scheint eine zligig eingeleitete und moglichst radikale Therapie der Lebermetastasen im kurz-
bis mittelfristigen Verlauf an Wichtigkeit zu gewinnen. Eine moégliche Empfehlung aus diesen
Gegebenheiten konnte demnach lauten, durch moglichst friihe und radikale Therapie, gemaR
dem dritten Leitsatz aus der Sepsistherapie ,hit hard and early” (The Tarragona Strategy [162])
den frihen Krankheits- und Therapieverlauf moglichst optimal zu gestalten, um so das
Uberleben in der kritischen Phase zu verbessern. Im spiteren Krankheitsverlauf scheint eine

solch radikale Therapie nicht mehr gleich sinnvoll zu sein.

Von den klinisch-pathologischen Faktoren waren lediglich der Durchmesser der groRten
Metastase mit einer starken Expression von CD44v6 und MUC1 sowie das Grading und das
Auftreten extrahepatischer Fernmetastasen mit HSP90 assoziiert. Es zeigte sich somit auch
hier die Relevanz dieser Biomarker, deren Aktivitdt und Uberexpression mit dem AusmaR der
Metastasierung und der Differenzierung der Tumorzellen zusammenhangt.

Die Uberlebenszeitanalyse mit Log-Rank- und Wilcoxon-Test sowie die Cox-Regression sahen
als wichtigste Faktoren stets MUC1 (Log-Rank: p=0,019), HSP90 (Log-Rank: P=0,018) und, als
Prognosefaktor weniger ausgepragt, CD44v6 (Wilcoxon: p=0,006) an. Die weiteren
untersuchten Biomarker, insbesondere die Wachstumsfaktorrezeptoren, ergaben als

Doppelmarker in Verbindung mit den zuvor genannten starkeren Markern signifikante

113



Faktor Gruppe Log-Rank-Test (P) Wilcoxon-Test (P)

Durchmesser >3.93cm 0,158 0,057
Grading G3 0,008 0,005
Extrahepat. Fernmetastasierung Ja 0,001 0,024
EGFR >50% 0,56 0,46
CD44v6 >50% 0,054 0,006
HSP90 >50% 0,018 0,019
MUC1 positiv 0,019 0,007
HGFR >80% 0,584 0,396
IGF1R >80% 0,462 0,55
rpS6 positiv 0,838 0,653
CD44v6/MUC1 positiv 0,011 0,002
CD44v6/HSP90 positiv <0,001 <0,001
CD44v6/HGFR positiv 0,087 0,008
CD44v6/IGF1R positiv 0,098 0,017
CD44v6/rpS6 positiv 0,319 0,186
MUC1/HSP90 positiv <0,001 <0,001
MUC1/HGFR positiv Siehe Einzelmarker MUC1
MUC1/IGF1R positiv 0,069 0,018
MUC1/rpS6 positiv 0,038 0,024
HGFR/HSP90 positiv 0,016 0,007
IGF1R/HSP90 positiv 0,003 0,011

Tabelle 49: Lebermetastasen: Kaplan-Meier-Analyse mittels Log-Rank- und Wilcoxon-Test.

Uberlebensunterschiede. Der Verstirkungseffekt, welcher bei den Primdrtumoren
beschrieben wurde, zeigte sich hier nicht. Diese Tatsache unterstiitzte den Eindruck, dass sich
die Tumorbiologie in den Metastasen verandert haben kénnte und bedeutete in der
Konsequenz veranderte Bedingungen fiir die Prognose und flir mogliche Therapieansatze.
Unter den Gesichtspunkten der Tumorbiologie und der Biomarkerexpression ergab sich damit
die Frage, in wie weit es sich bei den Lebermetastasen noch um den gleichen (kolorektalen)
Tumor handelte.

Als unabhédngige Prognosefaktoren waren unter den einzeln analysierten Variablen, ebenso
wie unter den Doppelmarkern, neben dem Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen
(p=0,003), stets MUC1 (p=0,001) und HSP90 (p=0,021) statistisch signifikant. Dass
Fernmetastasen in anderen Organen die Prognose massiv einschrdanken, ist nicht nur

naheliegend, sondern zeigt auch die Validitdat des untersuchten Patientenkollektivs und der
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angewendeten Methoden. Fiir die Biomarker MUC1 und HSP90 gilt neben ihrer Funktion als
Zielmolekiile fiir die Chemotherapie, dass ihre standardmaRige Erhebung als Prognosemarker
fir metastasierte kolorektale Karzinome, auf der Grundlage weiterer Forschung, die
Entwicklung neuer Prognosescores ermoglichen kénnte.

Einschrankend auf die Interpretation der Ergebnisse wirkt sich natlrlich die geringere Fallzahl
im Kollektiv der Lebermetastasen aus. Durch die Zusammenfassung zweier Marker zu einer
neuen Variablen besteht die Gefahr, sehr kleine Fallzahlen pro Gruppe zu generieren. Ein
Beispiel daflir ist MUC1/HSP90. Von insgesamt n=59 Patienten sind nur drei Metastasen fur
beide Marker positiv. Dies fuhrt zur Entstehung einer sehr kleinen Gruppe Doppelmarker-
positiver Tumoren, deren Ergebnisse kaum noch auf das Gesamtkollektivanwendbar sind. Von
Interesse bleiben sie allerdings dennoch als mégliche Subgruppe, welche fir die Entwicklung
einer individualisierten Tumortherapie sehr wohl herangezogen werden kann. Zum anderen
zeigt dieses Beispiel mit lediglich drei positiven Patienten, dass bei den Lebermetastasen
haufiger eine Uberexpression von nur einem dieser beiden Biomarker, also entweder MUC1
(23,7% positive Metastasen) oder HSP90 (32,2% positive Metastasen), vorliegt. Somit ist bei
ca. 50% der untersuchten Lebermetastasen mindestens ein prognostisch relevanter

Biomarker vorhanden.
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4.3 Klinischer Bezug der Biomarker im Kontext der aktuellen Literatur

Die aktuell -im Jahr 2018- vorliegende Zahl an klinischen Studien, in welchen Inhibitoren und
Antikorper gegen die einzelnen Zielmolekille untersucht wurden, ist noch relativ klein und
sehr heterogen. Viele Inhibitoren befinden sich noch in der Entwicklung und in der klinischen
Erprobung, weshalb sich vorwiegend Publikationen zu Studien in Phasen | und Il, mit meist
eher kleinem Patientenkollektiv, finden. Die darin untersuchten Tumorentitaten reichen von
»soliden Tumoren diverser Organe” Uber fortgeschrittene kolorektale Karzinome bis hin zu
metastasierten kolorektalen Karzinomen und tragen damit zur Heterogenitat der Studienlage
bei. Problematisch fir eine umfassende Analyse erscheint zudem, dass die meisten Studien
nur Patienten mit fehlendem Ansprechen auf die First- (oder Second-) Line-Therapie
einschliel3en.

Um dieser fragmentierten und unvollstéandigen Studienlage gerecht zu werden, ohne die
Ubersichtlichkeit zu verlieren, wurde die Unterteilung zwischen Primartumor und

Lebermetastasen fiir die Besprechung der aktuellen Literatur im Folgenden aufgehoben.

Neben Studien, welche die duale Inhibition verschiedener tumorrelevanter Biomarker mit
teils etablierten Therapeutika untersuchen, befinden sich viele neuentwickelte Inhibitoren in
Zulassungsstudien der Phasen | und Il (-lll). Um den Stand dieser hoch aktuellen und teilweise
noch in Arbeit befindlichen Studien zu erfassen, wurden die Datenbanken der
Zulassungsbehorden der EU (clinicaltrialsregister.eu) und der USA (clinicaltrials.gov) nach
aktuellen Therapie- und Zulassungsstudien entsprechend des Biomarkerprofils dieser Arbeit
durchsucht. Die Suche ergab ein sehr gemischtes Bild an Studienkonzepten, dessen
Schwerpunkt vor allem auf den metastasierten Tumorerkrankungen lag. Viele der
registrierten Studien waren in der Planungs- oder Rekrutierungsphase aufgrund fehlender
Effektivitat oder durch Sponsorentscheidung, aber auch ohne Angabe von Griinden gestoppt
oder abgebrochen worden. Fiir andere Studien lagen trotz mehrjahriger Laufzeit noch keine
Ergebnisse vor. Der Gberwiegende Teil der im Folgenden zitierten Studien stammt daher aus
bereits abgeschlossenen und publizierten Studien. Fir die Recherche wurde die Pubmed-
Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information) verwendet.

Mit der gleichzeitigen zielgerichteten Inhibition zweier prognostisch relevanter Tumormarker

beim kolorektalen Karzinom wurde vor ca. 10 Jahren an Zelllinien mit einem IGF1R-Inhibitor
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begonnen [163]. Im Rahmen der Weiterentwicklung wurden die Therapeutika mit Fokus auf
die Signalwege RAS/RAF/MEK/MAPK und PTEN/PI3K/AKT/mTOR [164, 165] entwickelt. Im
Einzelnen konnten nicht alle Autoren synergistische Effekte durch eine duale Inhibition
nachweisen [166].

In einer Studie aus dem Jahr 2016 wurden schlielRlich, in einem weiteren Entwicklungsschritt,
Pyrimidin-basierte Wirkstoffe (Compounds) synthetisiert, welche neben ihrer primaren
Funktion als CDK2 (cyclin-dependent kinases 2) - Inhibitoren auch PI3K hemmen [167]. Diese
duale CDK2/PI3K-Hemmung zeigte in den untersuchten HCT116- und HT29 — Zellen eine
suffiziente Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion, war aber weniger effektiv als der
vergleichend verwendete Inhibitor Dactolisib, ein dualer PI3K- und mTOR-Inhibitor.

In den aktuellen Therapiestudien wurde die Wirksamkeit vieler neuer Inhibitoren und ,,small
molekules” ebenfalls im Rahmen einer Kombinationstherapie beziehungsweise der dualen
Hemmung untersucht. Sie werden im Folgenden, bezogen auf den jeweiligen Biomarker,
diskutiert.

Die Bewertung der Intensitat der Biomarkern entfallt fir die abschlieRende Bewertung und

Diskussion, weil die Daten nicht tiber eine ausreichende Aussagekraft verfiigen.

4.3.1 Einzelmarker

Bei der isolierten Betrachtung des Biomarkers CD44v6 ergaben sich zunachst keine relevanten
Befunde in der Uberlebensanalyse. Der deutlich stirkere Einfluss von CD44v6 in Kombination
mit anderen Biomarkern lie} sich bereits bei der Betrachtung der Kaplan-Meier-Kurve mittels
des Wilcoxon-Tests im Kollektiv der Lebermetastasen vermuten. Hier zeigte sich ein signifikant
schlechteres Uberleben (p=0,006) bei CD44v6-positiven Tumoren. Die Prognose fiir diese
Patienten war dementsprechend vor allem in den ersten Monaten schlechter und fiihrte bei
gleichzeitigem Auftreten anderer positiver Biomarker, zum Beispiel MUC1 und HSP90, zu einer
weiteren Einschrankung der Prognose. Anhalt hierfir gab wiederum die positive Korrelation
von CD44v6 mit MUC1 (p=0,03) bei den Lebermetastasen. Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu den Arbeiten verschiedener Autoren [148-150], die eine Abnahme der CD44v6-
Aktivitat (downregulation) als Prognosefaktor beschreiben.

Die Korrelation des Biomarkers mit der rechtsseitigen Tumorlokalisation des Primarius

(p=0,004) und dem hoheren Tumorgrading (p=0,021) spielten in diesem Kollektiv eine eher
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untergeordnete Rolle. In der Zusammenschau mit der einzigen positiven Korrelation in den
untersuchten Lebermetastasen, dem Metastasendurchmesser (p=0,026), ergab sich jedoch
der Anhalt fur den Einfluss von CD44v6 auf schlechter differenzierte und gréRRere Tumore.
Der einzige bisher entwickelte Wirkstoff gegen den Biomarker CD44v6 ist der monoklonale
Antikorper Bivatuzumab. Seine Wirksamkeit wurde bisher nicht beim kolorektalen Karzinom,
sondern nur beim Mammakarzinom und bei squamoésen Kopf- und -Halsneoplasien
untersucht [168, 169]. Die Erprobung der klinischen Wirksamkeit wurde nach wenigen Phase
| Studien durch den Sponsor beendet. Im Jahr 2017 wurde eine erste Phase I/Ib Studie an
soliden Tumoren mit dem neuentwickelten CD44v6-Inhibitor AMC303 begonnen [53]. Die
Ergebnisse dieser Studie stehen zum Abgabetermin der vorliegenden Arbeit noch aus.

Ganz aktuell (2019) publizierten Hara et al. die immunhistologische Analyse von CD44v6 und
HGFR beim Osophaguskarzinom [170]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein
doppelt-positives Expressionsmuster (CD44v6/HGFR positiv) mit einem negativen Einfluss auf

die Prognose assoziiert ist.

In den Ergebnissen von CD44v6 spielt der Biomarker MUC1 durch eine Korrelation
untereinander bereits eine Rolle. Neben der oben genannten Korrelation der beiden
Biomarker zeigte sich bei MUC1 ein signifikanter Zusammenhang mit dem positiven
Nodalstatus (p=0,02) beim Primartumor. Interessanterweise kam es zu inversen Korrelationen
mit der Expression des IGF1-Rezeptors (p=0,023) im Primartumor und mit der Expression von
HGFR (p=0,013) in den Metastasen. Aus diesem inversen Zusammenhang liel? sich postulieren,
dass MUC1-positive und IGF1R-positive Patienten zu zwei grofStenteils unterschiedlichen
Patientensubgruppen gehoren, bei denen vollkommen unterschiedliche und unabhangige
Signalwege betroffen sein kénnten. In diesem Patientenkollektiv ist MUC1/IGF1R tatsachlich
weder mit anderen Faktoren korreliert noch mit einem signifikant besseren oder schlechteren
Uberleben assoziiert. Um weitere Erkenntnisse zur gemeinsamen oder entgegengesetzten
Wirkung dieser beiden Biomarker zu gewinnen, sind weitere Arbeiten erforderlich. Eine duale
Inhibition scheint in dieser Konstellation zumindest nicht sinnvoll zu sein.

Fiir die inverse Korrelation von MUC1 und HGFR fiihren solche Uberlegungen nicht weiter, da
alle MUC1-positiven Patienten (n=14) auch HGFR-positiv sind (n=44).

MUC1 als Einzelmarker war in der Uberlebensanalyse (Logrank: p=0,019) und im Cox-Modell

nur im Kollektiv der Lebermetastasen signifikant. Besonders fiel hier das Ergebnis der Cox-
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Regression auf. Bei der Analyse des Einflusses der Einzelfaktoren war MUC1 (p=0,001), neben
dem Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen (p=0,003) und dem Einzelmarker
HSP90 (p=0,021), signifikant. MUC1 scheint somit als unabhdngiger Faktor einen groRen
Einfluss auf das tumorbedingte Uberleben zu haben. Betrachtet man unter diesem
Gesichtspunkt die aktuelle Studienlage, so entsteht der Eindruck, dass dieser Umstand nicht
ausreichend gewdirdigt wird. Neben den Arbeiten zur MUC1-Vaccinierung befindet sich
lediglich der monoklonale Antikérper Pankomab in einem fortgeschrittenen
Entwicklungsstadium.

Fir Pankomab wiederum liegen, aulRer einer einzigen Phase | Studie an soliden Tumoren [171],
keine Therapie- oder Dosisfindungsstudien bei kolorektalen Karzinomen vor. Der Schwerpunkt
der Forschung findet sich hier aktuell beim Ovarialkarzinom, dem Mammakarzinom und dem
NSCLC (non small cell lung cancer). Dabei ist Pankomab bisher meist nur als diagnostisches
Werkzeug in der Erprobung [172]. Eine mogliche Therapieoption durch Verbindung mit
zytotoxischen Komponenten wird bisher lediglich diskutiert [173]. Gleichzeitig wird an der
MUC1-Vaccinierung gearbeitet [174-176]. Besonders Lohmueller et al. zeigen auf diesem
Gebiet vielversprechende Ansatze [174], die Einfihrung in klinische Therapiekonzepte scheint

aber noch nicht absehbar.

Das Hitzeschockprotein HSP90 korrelierte bei den Patienten mit Primartumor mit HGFR
(p=0,01) und bei den untersuchten Lebermetastasen mit héherem Grading (p=0,006) und dem
Auftreten extrahepatischer Fernmetastasen (p=0,023). In weitaus groerem Male flhrte die
Expression von HSP90 zu einer signifikanten Einschriankung des tumorbedingten Uberlebens
bei Patienten mit Lebermetastasen (Logrank: p=0,018).

Diese aulRerordentliche Relevanz wurde auch durch die Unabhangigkeit von HSP90 in der Cox-
Regression gezeigt. Sowohl fiir die Expression im Primartumor als auch fiir die Expression in
den Lebermetastasen konnte fir das Hitzeschockprotein ein unabhangiger Einfluss
nachgewiesen werden (p=0,012, respektive p=0,021). Im Kollektiv der Primaria waren
daneben der M-Status (p<0,001) und der R-Status (p=0,04) unabhangige Einflussfaktoren. Die
Tatsache, dass der M-Status ein hoheres Signifikanzniveau im Vergleich zum R-Status zeigte,
lag am ehesten an der geringen Zahl der R-positiven Patienten im Kollektiv.

In allen Fallen und unter den verschiedenen Betrachtungsmaoglichkeiten, die sich aus dieser

Arbeit ergaben, war HSP90 stets der Biomarker, der im Kollektiv der Lebermetastasen am
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eindeutigsten und in allen Analysen stets mit statistischer Signifikanz auf eine schlechtere
Prognose hinwies. Der sich daraus ergebenden zentralen Rolle fir eine zielgerichtete und
individualisierte Tumortherapie wird auch bereits durch die relativ grof3e Zahl an vorhandenen
Studien Rechnung getragen. In vielen dieser Therapiestudien spielen Co-Faktoren und die
Doppelhemmung eine wichtige Rolle. Deshalb wird der HSP90-Inhibitor Ganetespib auch in
der sich anschliefenden Besprechung des Wachstumsfaktorrezeptors HGFR aufgegriffen.

Die Therapiestudien mit dem HSP90-Inhibitor Ganetespib ergaben ein sehr heterogenes und
wohl eher unvollstindiges Bild. Da die verschiedenen Therapiekonzepte mit Ganetespib
allenfalls geringe, teilweise auch keine Vorteile fiir die Therapie beim Lungenkarzinom und
beim Pankreaskrazinom zeigten, kam es in einigen Fallen zum Abbruch der Studien aufgrund
von fehlender Effektivitdt [177, 178].

Studien, die Ganetespib und weitere HSP90-Inhibitoren am kolorektalen Karzinom
untersuchten, wurden hingegen vorwiegend an Zelllinien vorgenommen: Die Arbeitsgruppe
um Nagaraju et al. untersuchte verschiedenste Effekte von Ganetespib auf den Zellzyklus, die
DNA-Methylierung sowie die Angiogenese und den Einfluss auf Signalkaskaden an Zelllinien
und im Xenograft-Modell [179-182] und konnte stets einen antiproliferativen Effekt
nachweisen. Einschrankend ist anzumerken, dass diese Ergebnisse nur auf zellbiologischer
Ebene beziehungsweise am Xenograft-Modell getestet wurden und dass es sich bei der
Auswahl der Zelllinien um solche mit jeweils hohem Expressionslevel der Zielmolekile, wie
beispielsweise DNMT (DNA-Methyltransferase-Enzyme), handelte. Bei Cercek et al. ergab sich
hingegen kein Effekt durch die Monotherapie mit Ganetespib bei insgesamt 17 behandelten
Patienten mit therapierefraktaren metastasierten Kolonkarzinom [183]. Allerdings lieSen sich
aus diesem sehr kleinen Kollektiv, ohne eindeutige Ergebnisse, nur schwierig relevante
Schlussfolgerungen ziehen. Wahrend He et al. [184] eine verbesserte Sensitivitat von HCT116
— Zellen auf Bestrahlung und Therapie mit Fluorouracil durch die Behandlung mit Ganetespib
nachwiesen, fokussierten sich die Arbeitsgruppen von Landmann [185] und Rouhi [186] in
ihren Untersuchungen auf Resistenzmechanismen der Tumorzellen gegen HSP90-Inhibitoren.
Landmann et al. korrelierten in ihrer Studie die Expressionslevel von UGT1A, einer UDP-
Glucuronosyltransferase, zu deren Aufgaben die Glucuronidierung und Inaktivierung von
Medikamenten gehort, mit dem Ansprechen auf Ganetespib [185]. Es konnte gezeigt werden,
dass bei Zelllinien mit hoher UGT1A-Expression eine Resistenz gegen Ganetespib vorlag und

dass diese primar Ganetespib-resistenten Zelllinien, nach Ausschalten von UGT1A, auf die
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Behandlung mit Ganetespib ansprachen. Andererseits wurden Ganetespib-sensitive Zellen
durch Hochregulation von UGT1A nicht gegenliber dem Inhibitor resistent. Rouhi et al.
erzeugten durch Inkubation mit steigendenden Dosen des Purin-basierten HSP90-Inhibitors
PU-H71 zunachst resistente Zelllinien und suchten in diesen nach neu aufgetretenen
Resistenzmechanismen [186]. Es zeigte sich, dass je nach Zelllinie (A549 - Lungenkarzinom,
MDA-MB-231 - Mammakarzinom und SW480 - kolorektales Karzinom) verschiedene
Mechanismen eine Rolle spielen kdnnen. Dazu gehorten die Hochregulation von HSP90 in der
Zelle, eine Punktmutation im HSP90a-Gen (Y142N) sowie Verdanderungen im Transportprotein
MDR1, Uber welches Purine aus der Zelle beférdert werden. Die Entwicklung dieser
Resistenzmechanismen konnte bei Patienten auch bereits durch regelrechte Erst- und
Zweitlinientherapie beglinstigt worden sein, sodass in der Folge eine spatere Behandlung mit
einem HSP90-Inhibitor, im Rahmen einer Drittlinientherapie oder Studie, des somit
vorselektierten Patientenkollektivs eine geringere beziehungsweise keine messbare Wirkung
mehr erzielen kdnnte. SchlieBlich untersuchten Rouhi et al. inwiefern die erworbene Resistenz
gegen PU-H71 eine Auswirkung auf die Therapie mit anderen HSP90-Inhibitoren haben
konnte. Dabei zeigte sich eine Kreuzresistenz der Mamma- und der Kolonzelllinie gegen das
Geldanamycin-Derivat Tanespimycin. Ganetespib hingegen konnte die Apoptose unabhangig
von der PU-H71-Resistenz induzieren, was unter anderem die Vermutung zuliel3, dass
Ganetespib kein Substrat des MDR1-Transporters sei. Dieser ist der Studie zufolge fir die
erworbene Resistenz mitverantwortlich. Mit diesen Ergebnissen wird erneut deutlich, dass
sorgfaltige Diagnostik und Selektion der Patienten fir die individualisierte Chemotherapie
erforderlich sind, um Resistenzmechanismen, wie beispielsweise durch den Transport liber

MDR1, mit einem, in diesem Fall speziellen HSP90-Inhibitor, zu umgehen.

HGFR korrelierte bei Patienten mit Primartumor lediglich mit HSP90 (p=0,01). Dieser
Zusammenhang ist flr die individualisierte Tumortherapie von besonderer Bedeutung wie
bereits die Arbeiten von Courtin er al. und Miyajima et al. [187, 188] im Rahmen von
Doppelhemmungsstudien gegen HGFR und HSP90 gezeigt haben.

Inhibitoren gegen HGFR beziehungsweise das Signalmolekil cMET sind, neben dem bereits
erwahnten Rilotumumab, die Therapeutika Crizotinib, Tivantinib und Onartuzumab. AulRer
der Studie von van Cutsem et al. [189], die fiir Rilotumumab zwar eine um 10% und damit

signifikant bessere ORR (objective response rate) zeigte ohne gleichzeitig das Outcome zu
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verbessern, finden sich fiir diesen Inhibitor nur Studien bei Magen-, Pankreas- und
Lungenkarzinomen [190-194]. Darin sind vor allem fir Magen- und Pankreaskarzinome
dosisabhangige Effekte auf das Gesamtiiberleben und eine gute Vertraglichkeit bei HGFR-
positiven Tumoren beschrieben.

Ein GroRteil der Studien zu Tivantinib befasste sich mit hepatozelluldren Karzinomen und
Lungenkarzinomen. Pant et al. behandelten Tumore des oberen Verdauungstraktes mit einer
Kombinationstherapie aus FOLFOX und Tivantinib [195]. Es konnte keine signifikante
Verbesserung in Bezug auf das Therapieansprechen oder Uberleben erzielt werden.
Kolorektale Karzinome unter Therapie mit Tivantinib wurden lediglich in zwei Phase I/Il -
Studien untersucht [196, 197]. In diesen zeigte sich keine Verbesserung im Outcome bei
kolorektalen Karzinomen, wobei Eng et al. einen positiven Effekt in der Subgruppe der HGFR-
exprimierenden Tumoren sahen.

In der bisher einzigen Studie zum Einsatz von Onartuzumab beim kolorektalen Karzinom zeigte
sich in der Kombinationstherapie mit mFOLFOX-6 keine Verbesserung des Uberlebens oder
des Therapieansprechens [198]. Weitere Studien [199-201] mit Schwerpunkt auf
Lungenkarzinome ergaben keine klaren Hinweise auf die Wirksamkeit des Inhibitors.
Therapiestudien mit Crizotinib, ebenfalls ein HGFR-Inhibitor, fanden sich nahezu
ausschlieBlich fiir Lungenkarzinome [202, 203]. Die Studien lieBen bei ALK-positiven Tumoren
gutes Therapieansprechen erkennen. Miyajima et al. untersuchten die duale Hemmung mit
Crizotinib und Ganetespib (HSP90-Inhibitor) bei einer Zelllinie des Magenkarzinoms sowie
vergleichend einer Lungentumorzelllinie in vitro und am Xenograft-Modell [188]. Es zeigten
sich synergistische Effekte durch die Kombinationstherapie mit verstarkter Inhibition der
abhangigen Signalwege, signifikant gehemmtem Zellwachstum und vermehrtem Zelltod in der
Zellkultur und eine signifikant verbesserte Wachstumshemmung im Xenograft-Modell. Zudem
wurde eine Uberraschend starke Abhangigkeit des MET-Aktivitatsgrades von der Interaktion
mit HSP90 nachgewiesen. Auch wenn ein gewichtiger Teil des nachgewiesenen
Antitumoreffekts dem Ganetespib zuzuschreiben war, wurde hier eine weitere
Kombinationstherapie entwickelt, mit der Resistenzmechanismen einzelner Zielmolekiile, bei
gleichzeitiger Nutzung synergistischer Effekte, umgangen werden konnten. Ahnliches wurde
auch  bereits fiir Lungenkarzinome berichtet [187]. Die angesprochenen
Resistenzmechanismen basieren sowohl auf primarer als auch erworbener Resistenz und

erhohen die Komplexitat der Tumortherapie um ein Vielfaches [204, 205].
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Als weiterer Wachstumsfaktorrezeptor wurde IGF1R mit einigen anderen in dieser Arbeit
untersuchten Wachstumsfaktoren korreliert. Bei Patienten mit Lebermetastasen war dies fiir
EGFR (p=0,01) der Fall. Bezogen auf die Primadrtumoren bestanden zudem positive
Korrelationen mit MUC1 (s.o0.) und dem L-Status (p=0,042).

Der IGF1R-Inhibitor Dalotuzumab wurde in diversen Phase | Studien bei fortgeschrittenen
soliden Tumoren verschiedener Entititen, aufgefiihrt in der Ubersichtsarbeit von lams et al.
[206] sowie im Rahmen von Kombinationstherapien mit  verschiedenen
Chemotherapieregiemen, Inhibitoren und Antikdrpern untersucht. Dazu gehdéren sowohl
weitere Phase | Studien, unter anderen von Brana et al. (Dalotuzumab mit dem NOTCH-
Inhibitor MK-0752) [207] und Di Cosimo et al. (Dalotuzumab mit dem mTOR-Inhibitor
Ridaforolimus) [208], als auch die Arbeiten von Lamhamedi-Cherradi et al. (IGF1R und mTOR
Blockade beim Ewing Sarkom) [209], Moran et al. (Dalotuzumab plus Erlotinib bei NSCLC) [210]
und Huang et al. (mit Premetrexed und Cisplatin beim NSQLC) [211]. Die Publikationen von
Sclafani et al [212, 213] beziehen sich hingegen nur auf das metastasierte kolorektale
Karzinom. Allen Studien gemeinsam ist die Erkenntnis, dass Dalotzuzumab eine gute
Vertraglichkeit mit einer relativ geringen Nebenwirkungsrate zeigt.

Wahrend Lamhamedi-Cherradi et al. beim Ewing Sarkom von synergistischen Effekten durch
die Kombinationstherapie flir das Outcome berichteten, zeigten Moran und Huang beim
Lungenkarzinom keine Verbesserung durch die Hinzunahme von Dalotuzumab. Limitierend
kam hinzu, dass Lamhamedi-Cherradi et al. hauptsachlich Zelllinien und Xenografts
untersuchten, wahrend die beiden anderen Studien zwar Patienten behandelten, diese aber
mit 75, respektive 26 Patienten relativ kleine Kollektive aufwiesen. Durch die
unterschiedlichen Tumorentitdten und die verschiedenen Therapiestrategien bleibt die
Vergleichbarkeit zwischen diesen Studien sehr eingeschrankt. Sclafani et al. untersuchte in
zwei Arbeiten, unterteilt nach dem KRAS-Mutationsstatus [212, 213], die Gabe von
Dalotuzumab in Kombination mit Cetuximab und Irinotecan im Vergleich zur Standardtherapie
mit Cetuximab und Irinotecan beim therapierefraktaren metastasierten Kolonkarzinom. In
dem nicht weiter selektierten Patientenkollektiv, welches Progress unter Last-line-therapy
zeigte, kam es durch die Hinzunahme von Dalotuzumab zu keiner Verbesserung des
Outcomes. Obwohl die IGF1R-Expression nicht mit einem verbesserten Ansprechen auf die
Inhibition korrelierte, empfahlen die Autoren aufgrund des kleinen Patientenkollektivs, des

Studiendesigns sowie der unvollstindigen RAS-Analyse die Anti-IGF1R-Therapie an
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selektierten Patientenkollektiven mit ausgewdhltem Biomarkerprofil fortzufihren. Dies
dhnelt dem Vorschlag von Huang et al.,, Responder mittels pradiktiver Biomarker zu
identifizieren und diese einer selektiven Therapie zuzufiihren [211]. In ihrer Betrachtung der
Anti-IGF1R-Therapie betonen Qu et al., unter anderem bezugnehmend auf die Arbeit von
Sclafani et al., jedoch deutlich, dass Dalotuzumab einen nachteiligen Effekt auf das
Gesamtiiberleben zu haben scheint [65]. Auch diese Einschdtzung ist aufgrund der kleinen
Anzahl an Studien, beziehungsweise Patienten, in weiteren Untersuchungen zu priifen. Die
Wirksamkeit des IGF1R-Inhibitors Dalotuzumab bleibt somit ungeklart.

Zu den weiteren relevanten IGF1R-Inhibitoren fiir das kolorektale Karzinom zahlen Linsitinib
und Ganitumab. Wahrend fiir Linsitinib nur zwei Phase | Studien beim kolorektalen Karzinom
vorlagen [214, 215], wurde Ganitumab, dhnlich wie Dalotuzumab, kritisch beziiglich der
Wirksamkeit und des Nutzens diskutiert. Die Kombinationstherapie von Ganitumab mit
Conatumumab bei Cohn et al. [216] und bei Taberno et al. [217] sowie mit Panitumumab bei
van Cutsem et al. [189] zeigte in keiner der Studien eine Verbesserung des Uberlebens im
Vergleich zur Placebo-Gruppe. Berechtigte Kritikpunkte waren auch hier die fehlende
Selektion nach Biomarkerprofil und die kleinen Patientenzahlen. Besonders erwdahnenswert
scheint aber die Studie von van Cutsem et al., bei der in einem dritten Arm der MET (HGFR) —
Inhibitor Rilotumumab getestet wurde. In diesem Studienarm zeigte sich ein signifikant
besseres Ansprechen auf die Therapie, jedoch ohne zu einer Verbesserung des Uberlebens zu
fahren.

Fir Linsitinib liegt der Fokus der aktuellen Forschung auf Bronchialkarzinomen [218-221]. Hier
sind unter anderem Therapiestudien in Arbeit, die Erlotinib mit Linsitinib kombinieren. In ihrer
Dosisfindungsstudie beim kolorektalen Karzinom sahen Bendell et al. bei insgesamt n=18
eingeschlossenen Patienten kein Ansprechen auf die Therapie [215]. Putzanov et al. haben in
ihrer Phase | Studie hingegen solide Tumoren mit einem Anteil kolorektaler Karzinome von
45% (47 von 95 Patienten) untersucht [214]. In dieser Arbeit wurde, im Gegensatz zu einem
GroRteil der verfligbaren Therapiestudien, von einer messbaren Antitumoraktivitat berichtet.
Weitere Studien, welche die Anti-IGF1R-Therapie bei kolorektalen Karzinomen und soliden
Tumoren allgemein untersuchen, sind unter ClinicalTrials.gov registriert, aber bisher nicht
abgeschlossen und daher ohne publiziertes Ergebnis [222-225].

Der in den bisher verfligharen Studien gezeigten, deutlich eingeschrankten bis ganzlich

fehlenden Wirksamkeit der IGF1R-Inhibitoren liegt moglicherweise eine Resistenzentwicklung
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zugrunde. Zu diesem Ergebnis kommen Zhang et al. in einer Studie an Zelllinien und Xenograft-
Modellen [226]. Demnach sensibilisieren hohe Expressionslevel des Tumorsuppressors Pcdc4
(Programmed cell death 4) die Tumorzellen gegeniber dem IGF1R-Inihibitor OSI-906
(Linsitinib) unter anderem durch Inhibition der Proteinkinase p70S6K1. Wird p70S6K1
dagegen vermehrt phosphoryliert, beispielsweise durch geringe Pcdc4-Aktivitat, entwickeln
die Tumorzellen eine Resistenz gegeniiber den IGF1R-Inhibitoren. Zhang et al. konnten zeigen,
dass die gleichzeitige Inhibition von IGF1R und p70S6K1 mit Linsitinib beziehungsweise PF-
4708671, einem p70S6K1-Inhibitor, sowohl das Wachstum von Linsitinib-sensiblen als auch
von Linsitinib-resistenten Zellen hemmte.

In der Zusammenschau zeigen die aktuellen Daten ein eher pessimistisches Ergebnis der Anti-
IGF1R-Therapie bei malignen Tumoren. Allerdings ist es zu friih, um auszuschlieRen, dass ein
guter Antitumoreffekt in einem ausreichend selektierten Patientenkollektiv und in einer
wirkungsvollen Kombination mit anderen Therapeutika, wie zum Beispiel durch Inhibition der
resistenzinduzierenden Proteinkinase p70S6K1, erreicht werden kann. Weitere noch

laufenden Studien [222-225] werden dazu mdoglicherweise beitragen.

4.3.2 Doppelmarker

Der Nutzen einer Therapiestrategie die multiple Biomarker berlcksichtigt, wie sie in dieser
Arbeit erprobt wurde, ist bisher (Stand Mai 2019) nur von Hara et al. fir das
Osophaguskarzinom [170] publiziert worden. Viele der im vorangegangenen Abschnitt
diskutierten wissenschaftlichen Arbeiten gehen genau diesen Weg der gleichzeitigen
Modulation oder Hemmung mehrerer Zielmolekiile um synergistische Effekte zu erzielen. Die
zugrundeliegenden Zusammenhange und Abhangigkeiten werden dabei aber nur selten in ein
grofReres Gesamtkonzept eingebettet. Eine solche Analyse unter Berlicksichtigung mehrerer
therapierbarer Zielmolekiile beim kolorektalen Karzinom und deren Abhangigkeiten
untereinander wurde in dieser Form noch nicht publiziert.

Eine spannende Erkenntnis, welche die Doppelmarker ermoglichen, ist die durch
Zusammenfassung zweier Biomarker entstehende Verstarkung des Signifikanzniveaus, trotz
fehlender Signifikanz von mindestens einem der beteiligten Faktoren. Dieser Effekt war
hauptsachlich bei den Primartumoren zu sehen. Dabei ergab sich in den meisten Fallen nicht

einfach der rechnerische Mittelwert eines signifikanten und eines nicht signifikanten P-Wertes
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((p=0,001 + p=0,09) :2 = 0,045), sondern haufig ein hoheres oder zumindest gleichbleibendes
Signifikanzniveau (siehe Tabelle 47). In der Pharmakologie werden synergistische Effekte
beispielsweise mit dem Interaktionsindex berechnet [227]. Ein mathematisches Modell fiir
den Effekt einer Doppelhemmungsstrategie in der Tumortherapie ist nach aktuellem

Kenntnisstand noch nicht erprobt.

4.4 Therapeutische Konsequenz und Ausblick

Legt man die oben zusammengefassten Studien zugrunde, zeigen sich vielfaltige und
vielversprechende Therapieansatze und -konzepte fiir das kolorektale Karzinom. Gleichzeitig
treten mit neuen Erkenntnissen mindestens ebenso viele neue Probleme und Riickschlage zu
Tage, die das Ziel einer effektiven individualisierten Tumortherapie in weite Ferne riicken
lassen. Es ist also weiterhin breitgefacherte Forschungsarbeit erforderlich, um Losungen fir
entstehende Probleme zu finden und neue Erkenntnisse in die aktuellen Therapiekonzepte zu
integrieren.

Die vorliegende Arbeit soll mit der Biomarkeranalyse an einem kleinen Patientenkollektiv dazu
beitragen. Hervorzuheben ist der, im Vergleich zu anderen Studien, deutlich langere
Nachsorgezeitraum und die damit verbundene Erkenntnis, dass vor allem Patienten mit
Lebermetastasen von einer schnellen und radikalen Tumortherapie profitieren kénnten. Der
durchgehend starke Einfluss der Biomarker MUC1 und HSP90 sowohl beim Primartumor als
auch bei den Lebermetastasen macht sie in ihrer gleichzeitigen Funktion als prognostische
Marker und Zielmolekiile fir die Tumortherapie zu wichtigen Faktoren fiir weitere
Forschungsprojekte. Dabei liegt der aktuelle Fokus fiir MUC1 unter anderem auf der
Vakzinierung [228, 229]. Der Mangel an wirkungsvollen Inhibitoren gegen CD44v6 lasst
ebenfalls noch viel Raum fiir neue Therapieoptionen sofern die Entwicklung weiterer
Therapeutika gelingt. Andererseits gibt es Erkenntnisse, nach denen die Herunterregulation
(=downregulation) von CD44v6 eine schlechtere Prognose bedeutet [148-150], womit eine
Inhibition nicht zielfiUhrend ware. Die Inhibitoren gegen die Wachstumsfaktorrezeptoren
scheinen hingegen eher geringere, hauptsachlich synergistische Effekte in Kombination mit

anderen, entsprechend wirkungsvollen Therapeutika zu haben.
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Neben der Entwicklung neuer Therapeutika bleibt die Arbeit an den Resistenzmechanismen
ein wichtiges Thema. Nur wenn die Entstehung und die Mechanismen der Resistenzen
verstanden werden, kann ein wirkungsvoller Einsatz der Chemotherapeutika und Inhibitoren
erfolgen. Dabei sollte nicht vergessen werden, dass die Toxizitat einzelner Chemotherapeutika
ebenfalls eine Rolle spielt. In manchen Fallen sind die Toxizitdt und die damit verbundenen
Nebenwirkungen bei einem einzelnen Medikament schon so schwerwiegend, dass es zu einer
Abweichung vom Therapiekonzept kommt. Ein zusatzliches Therapeutikum im Rahmen einer
dualen Inhibition konnte die Toxizitdt erhdhen und die Therapieadhdrenz noch weiter
reduzieren. Eine andere Mdglichkeit ware, dass sich durch bessere Wirksamkeit im Rahmen
synergistischer Effekte eine Reduktion der Dosis einzelner Medikamente des
Therapieschemas erreichen lasst. Bisher gibt es zu diesem Themenkomplex keine
verwertbaren Studien.

Moglicherweise kann die Bildung von Subgruppen als Vorstufe einer individualisierten
Tumortherapie die Entwicklung weiter vorantreiben. Eine solche Unterteilung findet bereits
in vielen Studien statt, wenn beispielsweise KRAS—positive oder —negative Patientenkollektive
untersucht werden. Die Relevanz von Subgruppen zeigt sich beispielsweise im
unterschiedlichen Therapieansprechen verschiedener KRAS-Mutationen auf Cetuximab [36].
Eine interessante Subgruppe aus dem vorliegenden Kollektiv der Lebermetastasen kénnten
die MUC1/HSP90—positiven Patienten sein. Sie ist mit einem Anteil von ca. 5% (n=3) am
Kollektiv relativ klein, sodass die Erkenntnisse dieser Gruppe nicht ohne weiteres auf das
Gesamtkollektiv Gibertragen werden kénnen. Allerdings zeigt sich hier ein besonders schwerer
Verlauf mit einer mittleren postoperativen Uberlebensdauer von 12 bis 13 Monaten. Damit
sind die drei Patienten dieser Subgruppe unter den zehn Prozent der Patienten mit dem
kiirzesten Uberleben im Kollektiv. Eine effektivere Therapie hatte hier also eine besondere
Dringlichkeit, zumal bereits entsprechende Therapeutika vorhanden sind. Generell kann die
Identifizierung von Subgruppen mit einem hohen medizinischen Bedarf, also mit besonders
schweren Erkrankungsverldaufen, eine Moglichkeit sein, die weitere Entwicklung sinnvoll zu
steuern.

Es bleibt abzuwarten, ob sich, trotz der zunehmenden Komplexitdt, die Entwicklung einer
effektiven individualisierten und damit biomarkerabhangigen Tumortherapie letztlich als

erfolgreich erweisen wird.
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5 Anhang

5.1 Tabellen zur Tumorklassifikation

6. Edition 7. Edition o
Definition
(2002) (2010)
Tis Tis Carcinoma in situ
T1 T1 Invasion in die Submukosa
T2 T2 Invasion in die Muscularis propria
T3 T3 Invasion in die Subserosa, nicht peritonealisiertes Gewebe
T Taa Invasion in das viszerale Peritoneum
4
Tap Invasion in andere Organe/Strukturen
No No Keine regionaren Lymphknoten
N1a 1Lk
N1
N1b 2-3 Lk
N/A N Satelliten im Fettgewebe der Subserosa oder im perikolischen
te Fettgewebe
N2a 4-6 Lk
N2
N2b >6 Lk
Mo Mo Keine Fernmetastasen
M Mia Fernmetastasen in einem Organ
1
Mip Fernmetastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Tabelle 50: Vergleich der TNM-Klassifikation nach UICC in der 6ten und 7ten Edition
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UICC-Stadien nach UICC-Stadien nach i i i
der 6. Edition (2002) | der 7. Edition (2010) T-Stadium | N-Stadium | M-Stadium
0 0 Tis No Mo
| | T1, T2 No Mo
E! Ila T3 No Mo
b b Taa No Mo
llc Tab No Mo
lla Ila Ty, T2 N1 Mo
Ic T1 N2a Mo
b b T3, Taa N1 Mo
T2, T3 N2a Mo
T1, T2 Nab Mo
Ic lc Tsa N2a Mo
T3, Taa N2b Mo
Tab N1, N2 Mo
v IVa Jedes T Jedes N Mia
IVb Jedes T Jedes N Mip

Tabelle 51: Vergleich der Stadiengruppierung nach UICC in der 6ten und 7ten Edition
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5.2 Beispiel eines Auswertungsbogens fur die immunhistochemische Farbung
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5.3 Vollstandige tabellarische Auflistung der Korrelationen (Test nach Fisher)

5.3.1 Tabellen: Primartumore, Einzelmarker mit klin.-path. Faktoren

CD44v6: Percent Intensity
Factor Groups n <50% > 50% p n 0-1 2-3 p
Sex 89 89
male 19 31 0.509 22 28 0.272
female 12 27 12 27
Age 89 89
(mean) <68.1 11 28 0.271 16 23 0.665
>68.1 20 30 18 32
Localization* 89 89
Right 8 34 0.004 14 28 0.392
Left 23 24 20 27
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 17 31 1.0 17 31 0.663
>4.7 cm 14 27 17 24
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 28 48 0.53 30 46 0.759
Adenomucinous carcinoma 3 10 4 9
Grading 89 89
G1-2 25 32 0.021 24 33 0.368
G3-4 6 26 10 22
Tumor status 89 89
pT1-2 6 10 0.781 6 10 1.0
pT3-4 25 48 28 45
Nodal status 89 89
pNO 20 37 1.0 24 33 0.368
pN1-2 11 21 10 22
Metastatic status 89 89
cMO0 28 47 0.363 29 46 1.0
cm1 3 11 5 9
Cancer stage 89 89
(uice) -1 19 34 0.825 22 31 0.508
H-1v 12 24 12 24
Lymphangiosis carcinmoatosa 55 55
Absent 16 21 0.377 13 24 1.0
Present 5 13 7 11
Vein invasion 55 55
Absent 19 30 1.0 19 30 1.0
Present 2 4 2 4
Perineural invasion 20 20
Absent 7 8 0.603 5 10 1.0
Present 1 4 1 4
Residual 89 89
RO 30 55 1.0 33 52 1.0
R1-2 1 3 1 3
Recurrence/Progress 89 89
No 25 46 1.0 26 45 0.593
Yes 6 12 8 10
CEA before surgery 86 86
<3.4ng/ml 11 32 0.25 15 28 0.824
>3.4 ng/ml 17 26 17 26

Tabelle 52: Primdrtumor, CD44v6: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)

131




MUC1.: Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2 p
Sex 89 89
male 35 15 0.266 43 7 0.238
female 22 17 30 9
Age 89 89
(mean) <68.1 24 15 0.824 33 6 0.782
>68.1 33 17 40 10
Localization* 89 89
Right 25 17 0.508 33 9 0.581
Left 32 15 40 7
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 33 15 0.378 39 9 1.0
>4.7 cm 24 17 34 7
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 51 25 0.211 65 11 0.053
Adenomucinous carcinoma 6 7 8 5
Grading 89 89
G1-2 38 19 0.5 50 7 0.085
G3-4 19 13 23 9
Tumor status 89 89
pT1-2 12 4 0.396 14 2 0.726
pT3-4 45 28 59 14
Nodal status 89 89
pNO 42 15 0.02 51 6 0.021
pN1-2 15 17 22 10
Metastatic status 89 89
cMO0 50 25 0.243 65 10 0.017
cMm1 7 7 8 6
Cancer stage 89 89
(uice) -1 39 14 0.027 47 6 0.055
H-1v 18 18 26 10
LymphanglOSls 55 55
carcinmoatosa
Absent 24 13 0.382 34 3 0.01
Present 9 9 11 7
Vein invasion 55 55
Absent 30 19 1.0 42 7 0.251
Present 4 2 4 2
Perineural invasion 20 20
Absent 10 5 1.0 15 0 0.053
Present 3 2 3 2
Residual 89 89
RO 54 31 1.0 70 15 0.554
R1-2 3 1 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 46 25 0.789 60 11 0.301
Yes 11 7 13 5
CEA before surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 31 12 0.118 39 4 0.05
>3.4 ng/ml 23 20 31 12

Tabelle 53: Primértumor, MUC1: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)

132



HSP90: Percent Intensity
Factor Groups n <50% > 50% p n 0-1 2-3 p
Sex 89 89
male 36 14 0.466 43 7 0.771
female 31 8 32 7
Age 89 89
(mean) <68.1 28 11 0.622 36 3 0.83
>68.1 39 11 39 11
Localization* 89 89
Right 32 10 1.0 36 6 0.778
Left 35 12 39 8
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 37 11 0.806 41 7 0.778
>4.7cm 30 11 34 7
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 58 18 0.728 62 14 0.208
Adenomucinous carcinoma 9 4 13 0
Grading 89 89
G1-2 46 11 0.131 50 7 0.243
G3-4 21 11 25 7
Tumor status 89 89
pT1-2 11 5 0.53 15 1 0.45
pT3-4 56 17 60 13
Nodal status 89 89
pNO 42 15 0.799 50 7 0.243
pN1-2 25 7 25 7
Metastatic status 89 89
cMO 57 18 0.741 64 11 0.689
cv1 10 4 11 3
Cancer stage 89 89
(uice) Il 39 14 0.803 47 6 0.236
"-1v 28 8 28 8
Lymphangiosis
c;/rcipnmoitosa >> >3
Absent 31 6 0.177 35 2 0.082
Present 12 6 14
Vein invasion 55 55
Absent 42 7 0.066 45 4 0.452
Present 3 3 5 1
Perineural invasion 20 20
Absent 15 0 0.25 15 0 0.25
Present 4 1 4 1
Residual 89 89
RO 64 21 1.0 72 13 0.502
R1-2 3 1 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 55 16 0.368 60 11 1.0
Yes 12 6 15 3
CEA before surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 31 12 0.805 36 7 1.0
> 3.4 ng/ml 33 10 37 6

Tabelle 54: Primértumor, HSP90: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR: Percent Intensity
Factor Groups n <80% > 80% p n 0-2 3 p
Sex 89 89
male 13 37 0.808 41 9 0.569
female 9 30 34 5
Age 89 89
(mean) <68.1 7 32 0.223 32 7 0.771
>68.1 15 35 43 7
Localization* 89 89
Right 11 31 0.809 34 8 0.562
Left 11 36 41 6
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 15 33 0.145 38 10 0.243
>4.7 cm 7 34 37 4
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 19 57 1.0 63 13 0.683
Adenomucinous carcinoma 3 10 12 1
Grading 89 89
G1-2 14 43 1.0 50 7 0.243
G3-4 8 24 25 7
Tumor status 89 89
pT1-2 4 12 1.0 13 3 0.711
pT3-4 18 55 62 11
Nodal status 89 89
pNO 14 43 1.0 50 7 0.243
pN1-2 8 24 25 7
Metastatic status 89 89
cMO0 19 56 1.0 65 10 0.223
cMm1 3 11 10 4
Cancer stage 89 89
(uice) -1 14 39 0.803 46 7 0.555
n-1v 8 28 29 7
LymphanglOSls 55 55
carcinmoatosa
Absent 12 25 1.0 34 3 0.046
Present 5 13 12 6
Vein invasion 55 55
Absent 15 34 1.0 43 6 0.206
Present 2 4 4 2
Perineural invasion 20 20
Absent 5 10 1.0 13 2 1.0
Present 2 3 5 0
Residual 89 89
RO 20 65 0.254 72 13 0.502
R1-2 2 2 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 19 52 0.543 62 9 0.147
Yes 3 15 13 5
CEA before surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 11 32 1.0 36 7 1.0
>3.4 ng/ml 10 33 37 6

Tabelle 55: Primértumor, HGFR: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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IGF1R: Percent Intensity
Factor Groups n <80% > 80% p n 0-1 2-3 p
Sex 89 89
male 17 33 0.279 11 39 0.622
female 18 21 11 28
Age 89 89
(mean) <68.1 18 21 0.279 9 30 0.808
>68.1 17 33 13 37
Localization* 89 89
Right 21 21 0.081 17 25 0.001
Left 14 33 2 42
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 18 30 0.828 9 39 0.218
>4.7cm 17 24 13 28
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 27 49 0.122 15 61 0.015
Adenomucinous carcinoma 8 5 7 6
Grading 89 89
G1-2 22 35 1.0 11 46 0.131
G3-4 13 19 11 21
Tumor status 89 89
pT1-2 6 10 1.0 4 12 1.0
pT3-4 29 44 18 55
Nodal status 89 89
pNO 22 35 1.0 16 41 0.444
pN1-2 13 19 6 26
Metastatic status 89 89
cMO 31 44 0.553 20 55 0.503
cv1 4 10 2 12
Cancer stage 89 89
(uice) Il 21 32 1.0 16 37 0.211
"-1v 14 22 6 30
Lymphangiosis
chcipnmogtosa > >3
Absent 20 17 0.042 11 26 0.749
Present 4 14 4 14
Vein invasion 55 55
Absent 24 25 0.204 16 33 0.165
Present 1 5 0 6
Perineural invasion 20 20
Absent 8 7 1.0 3 12 1.0
Present 2 3 1 4
Residual 89 89
RO 34 51 1.0 22 63 0.568
R1-2 1 3 0 4
Recourrence/Progress 89 89
No 29 42 0.602 18 53 1.0
Yes 6 12 4 14
CEA praoperativ 86 86
< 3.4 ng/ml 16 27 1.0 14 29 0.072
> 3.4 ng/ml 17 26 6 37

Tabelle 56: Primdrtumor, IGF1R: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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rpS6-Kinase: Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2-3 p
Sex 89 89
male 27 23 1.0 41 9 0.31
female 21 18 28 11
Age 89 89
(mean) <68.1 21 18 1.0 32 7 0.447
>68.1 27 23 37 13
Localization* 89 89
Right 25 17 0.395 32 10 0.804
Left 23 24 37 10
Tumor size 89 89
(mean) <4.7cm 25 23 0.831 39 9 0.448
>4.7cm 23 18 30 11
Histological typ 89 89
Adenocarcinoma 41 35 1.0 60 16 0.478
Adenomucinous carcinoma 7 6 9 4
Grading 89 89
G1-2 29 28 0.510 44 13 1.0
G3-4 19 13 25 7
Tumor status 89 89
pT1-2 11 5 0.269 12 4 0.75
pT3-4 37 36 57 16
Nodal status 89 89
pNO 32 25 0.66 43 14 0.605
pN1-2 16 16 26 6
Metastatic status 89 89
cMO0 41 34 0.778 58 17 1.0
cMm1 7 7 11 3
Cancer stage 89 89
(uice) -1 30 23 0.665 41 12 1.0
H-1v 18 18 28 8
Lymphangiosis
c;/rcipnmoitosa >> >3
Absent 19 18 0.775 28 9 0.307
Present 8 10 16 2
Vein invasion 55 55
Absent 25 24 0.669 39 10 0.579
Present 2 4 6 0
Perineural invasion 20 20
Absent 7 8 0.603 11 4 1.0
Present 1 4 4 1
Residual 89 89
RO 48 37 0.041 66 19 1.0
R1-2 0 4 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 41 30 0.19 56 15 0.54
Yes 7 11 13 5
CEA prdoperativ 86 86
< 3.4 ng/ml 22 21 1.0 30 13 0.201
>3.4 ng/ml 23 20 36 7

Tabelle 57: Primértumor, rpS6K: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.2 Tabellen: Primartumore, Einzelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44vé6:
Percent Intensity
Factor n | Groups <50% > 50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 89
<50% entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
MUC1 89
0% 21 36 0-1 29 44
.64 .
21% 10 22 0.649 2-3 5 11 0.583
HGFR 89
<80% 7 15 0-2 29 46
0.801 1.0
> 80% 24 43 3 5 9
IGF1R 89
<80% 11 24 0-1 9 13
0.653 0.804
> 80% 20 34 2-3 25 42
EGFR 89
<50% 18 23 0-1 27 28
12 .
>50% 13 35 0 2-3 7 27 0.008
K167 LI 89
(Labeling Index) <30% 16 18 <30% 15 19
0.069 0.38
>30% 15 40 >30% 19 36
HSP90 89
<50% 27 40 0-1 28 47
.07 7
>50% 4 18 0.073 2-3 6 8 0.768
rpS6-Kinase 89
0, -
0% 17 31 1.0 0-1 26 43 1.0
2 1% 14 27 2-3 8 12
CD45 89
on connective tissue 1-2 17 34 1-2 21 30
3 14 24 0.823 3 13 55 0.519
HLADR 89
0% 14 26 0-1 17 28
1. 1.
21% 17 32 0 2-3 17 27 0
BRAF 89
Wt 29 50 Wt 31 48
0.484 0.736
Mut 2 8 Mut 3 7
KRAS 89
Wt 21 37 Wt 22 36
0.817 1.0
Mut 10 21 Mut 12 19

Tabelle 58: Primértumor, CD44v6: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.



MUC1:

Percent Intensity
Factor n | Groups 0% >1% p Groups 0-1 2-3 p
CD44ve 89
<50% 21 10 0-1 29 5
0.649 0.583
>50% 36 22 2-3 44 11
MUC1 89
0% entfallt 0-1 entfallt
21% 2-3
HGFR 89
<80% 13 9 0-2 62 13
0.615 0.711
> 80% 44 23 3 11 3
IGF1R 89
< 80% 17 18 0-1 17 5
0.023 0.53
> 80% 40 14 2-3 56 11
EGFR 89
<50% 28 13 0-1 45 10
0.51 1.0
>50% 29 19 2-3 28 6
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 19 15 <30% 28 6
0.258 1.0
>30% 38 17 >30% 45 10
HSP90 89
<50% 43 24 0-1 61 14
1.0 1.0
>50% 14 8 2-3 12 2
rpS6-Kinase 89
0% 29 19 0-1 55 14
0.51 0.508
>1% 28 13 2-3 18 2
CD45 89
on connective tissue 1-2 32 19 1-2 42
0.826 1.0
3 25 13 3 31
HLADR 89
0% 28 12 0-1 39 6
0.375 0.281
2 1% 29 20 2-3 34 10
BRAF 89
Wt 52 27 Wt 65 14
0.485 1.0
Mut 5 5 Mut 8 2
KRAS 89
Wt 38 20 Wt 49
0.817 0.404
Mut 19 12 Mut 24 7

Tabelle 59: Primértumor, MUC1: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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HSP90:

Percent Intensity
Factor n | Groups <50% >50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44ve 89
<50% 27 4 0-1 28
0.073 0.768
>50% 40 18 2-3 47
MUC1 89
0% 43 14 0-1 61 12
1.0 1.0
>1% 24 8 2-3 14 2
HGFR 89
<80% 21 1 0-2 64 11
0.01 0.689
> 80% 46 21 3 11 3
IGF1R 89
<80% 27 8 0-1 18 4
0.806 0.741
> 80% 40 14 2-3 57 10
EGFR 89
<50% 33 8 0-1 45 10
0.333 0.554
>50% 34 14 2-3 30 4
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 27 7 <30% 32 2
0.615 0.07
>30% 40 15 >30% 43 12
HSP90 89
<50% entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
rpS6-Kinase 89
0% 35 13 0-1 59 10
0.629 0.508
>1% 32 9 2-3 16 4
CD45 89
on connective tissue 1-2 38 13 1-2 42 9
1.0 0.77
3 29 9 3 33
HLADR 89
0% 30 10 0-1 37
1.0 0.772
>1% 37 12 2-3 38 6
BRAF 89
Wt 62 17 Wt 67 12
0.112 0.654
Mut 5 5 Mut 8 2
KRAS 89
Wt 42 16 Wt 49
0.449 1.0
Mut 25 6 Mut 26

Tabelle 60: Primértumor, HSP90: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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Percent Intensity
Factor n Groups < 80% > 80% p Groups 0-2 3 p
CD44ve 89
<50% 7 24 0-1 29
0.801 1.0
>50% 15 43 2-3 46
MUC1 89
0% 13 44 0-1 62 11
0.615 0.711
>1% 9 23 2-3 13 3
HGFR 89
< 80% entfallt 0-2 entfallt
> 80% 3
IGF1R 89
<80% 9 26 0-1 18 4
1.0 0.741
> 80% 13 41 2-3 57 10
EGFR 89
<50% 12 29 0-1 47
0.461 0.768
>50% 10 38 2-3 28
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 8 26 <30% 28 6
1.0 0.768
>30% 14 41 >30% 47
HSP90 89
<50% 21 46 0-1 64 11
0.01 0.689
>50% 1 21 2-3 11 3
rpS6-Kinase 89
0% 15 33 0-1 56 13
0.145 0.177
>1% 7 34 2-3 19 1
CD45 89
on connective tissue 1-2 13 38 1-2 43
1.0 1.0
3 9 29 3 32
HLADR 89
0% 12 28 0-1 39 6
0.331 0.573
>1% 10 39 2-3 36
BRAF 89
Wt 20 59 Wt 69 10
1.0 0.047
Mut 2 8 Mut 6 4
KRAS 89
Wt 17 41 Wt 46 12
0.205 0.125
Mut 5 26 Mut 29 2

Tabelle 61: Primértumor, HGFR: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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Percent Intesity
Factor n Groups < 80% > 80% p Groups 0-1 2-3 p
CD44ve 89
<50% 11 20 0-1 9 25
0.653 0.804
>50% 24 34 2-3 13 42
MUC1 89
0% 17 40 0-1 17 56
0.023 0.53
>21% 18 14 2-3 5 11
HGFR 89
<80% 9 13 0-2 18 57
1.0 0.741
> 80% 26 41 3 4 10
IGF1R 89
<80% entfallt 0-1 entfallt
> 80% 2-3
EGFR 89
<50% 17 24 0-1 13 42
0.828 0.804
>50% 18 30 2-3 9 25
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 12 22 <30% 10 24
0.656 0.456
>30% 23 32 >30% 12 43
HSP90 89
<50% 27 40 0-1 18 57
0.806 0.741
>50% 8 14 2-3 4 10
rpS6-Kinase 89
0% 21 27 0-1 15 54
0.391 0.248
>1% 14 27 2-3 7 13
CD45 89
on connective tissue 1-2 24 27 1-2 17 34
0.124 0.046
3 11 27 3 5 33
HLADR 89
0% 15 25 0-1 11 34
0.829 1.0
>1% 20 29 2-3 11 33
BRAF 89
Wt 30 49 Wt 18 61
0.506 0.255
Mut 5 5 Mut 4 6
KRAS 89
Wt 18 40 Wt 16 42
0.04 0.449
Mut 17 14 Mut 6 25

Tabelle 62: Primértumor, IGF1R: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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rpS6-Kinase:

Percent Intensity
Factor n Groups 0% 2 1% p Groups 0-1 2-3 p
CD44ve 89
<50% 17 14 0-1 26 8
1.0 1.0
>50% 31 27 2-3 43 12
MuUC1 89
0% 29 28 0-1 55 18
51 .
21% 19 13 0-5 2-3 14 2 0.508
HGFR 89
<80% 15 7 0-2 56 19
0.145 0.177
> 80% 33 34 3 13 1
IGF1R 89
<80% 21 14 0-1 15 7
> 80% 27 27 0.391 2-3 54 13 0.248
EGFR 89
<50% 28 13 0-1 45 10
.01 2
>50% 20 28 0.019 2-3 24 10 0.296
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 19 15 <30% 26 8
0.829 1.0
>30% 29 26 >30% 43 12
HSP90 89
<50% 35 32 0-1 59 16
.62 .
>50% 13 9 0.629 2-3 10 4 0.508
rpS6-Kinase 89
0% entfallt 0-1 entfallt
> 1% 2-3
CD45 89
on connective tissue 1-2 27 24 10 1-2 39 12 10
3 21 17 ' 3 30 8 '
HLADR 89
0% 20 20 0-1 35 10
.52 1.
>1% 28 21 0.528 2-3 34 10 0
BRAF 89
Wt 42 37 Wt 60 19
0.748 0.446
Mut 6 4 Mut 9 1
KRAS 89
Wt 34 24 Wt 50 8
Mut 14 17 0.268 Mut 19 12 0.015

Tabelle 63: Primdrtumor, rpS6K: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.

142



5.3.3 Tabellen: Lebermetastasen, Einzelmarker mit klin.-path. Faktoren

CD44v6:
Percent Intensity
Factor Groups n <50% > 50% p n 0-1 2-3 p
Sex 59 59
male 16 21 0.288 16 21 0.785
female 13 9 8 14
Age 59 59
(mean) <62.6 13 12 0.795 11 14 0.79
>62.6 16 18 13 21
Number of LM 56 56
1 9 9 1.0 9 9 0.394
>1 19 19 14 21
Tumor size 56 56
(mean) <3.93cm 22 13 0.026 15 20 0.785
>3.93cm 6 15 8 13
Localization
Primarius* >3 >3
Right 8 8 1.0 7 9 1.0
Left 19 18 16 21
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 7 5 0.532 5 4 0.464
Yes 22 25 19 31
Extrahepatic 59 59
metastasis No 21 14 0.064 16 19 0.423
Yes 8 16 8 16
Recurrence/Progress 59 59
No 12 9 0.422 11 10 0.268
Yes 17 21 13 25
Grading LM 55 55
G2 20 16 0.259 12 24 0.247
G3 7 12 10 9
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 27 25 0.67 22 30 0.386
Mucinous adenocarcinoma 2 4 1 5
Residual 59 59
RO 25 22 0.333 19 28 1.0
R1-2 4 8 5 7
CEA before surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 5 8 0.532 5 8 1.0
> 3.4 ng/ml 22 21 18 25

Tabelle 64: Lebermetastasen, CD44v6: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1:

Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2-3 p
Sex 59 59
male 27 10 0.537 35 0.351
female 18 4 19 3
Age 59 59
(mean) <62.6 22 3 0.12 23 2 1.0
>62.6 23 11 31 3
Number of LM 56 56
1 16 2 0.186 17 1.0
>1 27 11 35 3
Tumor size 56 56
(mean) <£3.93cm 28 7 0.343 33 2 0.352
>3.93cm 14 7 18 3
Localization
Primarius* >3 >3
Right 14 2 0.471 15 1 1.0
Left 28 9 34 3
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 5 4 0.195 8 0.577
Yes 40 10 46 4
Extrahepatic 59 59
metastasis No 27 1.0 32 3 1.0
Yes 18 22 2
Recurrence/Progress 59 59
No 17 4 0.751 20 1 0.646
Yes 28 10 34 4
Grading LM 55 55
G2 29 7 0.336 33 3 1.0
G3 13 6 18
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 39 13 1.0 48 4 0.433
Mucinous adenocarcinoma 5 1 5 1
Residual 59 59
RO 37 10 0.453 44 3 0.266
R1-2 8 4 10
CEA before surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0 12 1 1.0
> 3.4 ng/ml 32 11 39 4

Tabelle 65: Lebermetastasen, MUC1: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HSP90:

Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2 P
Sex 59 59
male 26 11 0.774 32 5 0.026
female 14 8 13 9
Age 59 59
(mean) <62.6 17 8 1.0 19 6 1.0
>62.6 23 11 26 8
Number of LM 56 56
1 11 7 0.366 12 6 0.31
>1 28 10 31 7
Tumor size 56 56
(mean) £3.93cm 24 11 1.0 29 6 0.73
>3.93cm 15 6 16 5
Localization
Primarius* >3 >3
Right 10 6 0.759 10 6 0.15
Left 25 12 31 6
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 9 0 0.046 8 1 0.671
Yes 31 19 37 13
Extrahepatic 59 59
metastasis No 28 7 0.023 28 7 0.536
Yes 12 12 17
Recurrence/Progress 59 59
No 17 4 0.149 17 4 0.751
Yes 23 15 28 10
Grading LM 55 55
G2 29 7 0.006 29 7 0.336
G3 8 11 13 6
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 38 14 0.068 42 10 0.119
Mucinous adenocarcinoma 2 4 3 3
Residual 59 59
RO 34 13 0.174 37 10 0.453
R1-2 6 6 8 4
CEA before surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 9 4 1.0 9 4 0.717
>3.4 ng/ml 29 14 33 10

Tabelle 66: Lebermetastasen, HSP90: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren..
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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Percent Intensity
Factor Groups n <80% > 80% p n 0-1 2-3 p
Sex 59 59
male 10 27 0.767 28 9 0.506
female 5 17 19 3
Age 59 59
(mean) <62.6 6 19 1.0 19 6 0.745
>62.6 9 25 28 6
Number of LM 56 56
1 3 15 0.514 14 4 0.711
>1 10 28 32 6
Tumor size 56 56
(mean) £3.93cm 8 27 0.752 26 9 0.503
>3.93cm 6 15 18 3
Localization
Primarius* >3 >3
Right 3 13 0.508 12 4 1.0
Left 12 25 29 8
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 2 7 1.0 8 1 0.67
Yes 13 37 39 11
Extrahepatic 59 59
metastasis No 11 24 0.238 28 7 1.0
Yes 4 20 19 5
Recurrence/Progress 59 59
No 8 13 0.124 5 16 0.119
Yes 7 31 3 35
Grading LM 55 55
G2 9 27 1.0 26 10 0.183
G3 4 15 17 2
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 13 39 1.0 41 11 1.0
Mucinous adenocarcinoma 1 5 5 1
Residual 59 59
RO 11 36 0.479 37 10 1.0
R1-2 4 8 10 2
CEA before surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 2 11 0.711 11 2 1.0
>3.4 ng/ml 10 33 34 9

Tabelle 67: Lebermetastasen, HGFR: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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Percent Intensity
Factor Groups n <80% > 80% p n 0-1 2-3 P
Sex 59 59
male 8 29 0.754 5 32 1.0
female 6 16 3 19
Age 59 59
(mean) <62.6 7 18 0.549 5 20 0.265
>62.6 7 27 3 31
Number of LM 56 56
1 4 14 1.0 1 17 0.409
>1 9 29 6 32
Tumor size 56 56
(mean) <£3.93cm 5 30 0.298 3 32 0.406
>3.93cm 6 15 4 17
Localization
Primarius* >3 >3
Right 3 13 0.51 2 14 1.0
Left 11 26 6 31
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 2 7 1.0 1 8 1.0
Yes 12 38 7 43
Extrahepatic 59 59
metastasis No 9 26 0.762 6 29 0.453
Yes 5 19 2 22
Recurrence/Progress 59 59
No 4 17 0.751 2 19 0.699
Yes 10 28 6 32
Grading LM 55 55
G2 9 27 0.511 5 31 0.653
G3 3 16 1 18
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 13 39 0.32 7 45 1.0
Mucinous adenocarcinoma 0 6 0 6
Residual 59 59
RO 10 37 0.453 5 42 0.34
R1-2 4 8 3 9
CEA before surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 2 11 0.48 0 13 0.177
> 3.4 ng/ml 12 31 8 35

Tabelle 68: Lebermetastasen, IGF1R: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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rpS6-Kinase:

Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2 P
Sex 59 59
male 15 22 0.789 22 15 1.0
female 8 14 13 9
Age 59 59
(mean) <62.6 11 14 0.592 16 9 0.598
>62.6 12 22 19 15
Number of LM 56 56
1 7 11 1.0 9 9 0.566
>1 14 24 23 15
Tumor size 56 56
(mean) <£3.93cm 13 22 0.78 19 16 0.412
>3.93cm 9 12 14 7
Localization
Primarius* >3 >3
Right 7 9 1.0 9 7 0.556
Left 15 22 24 13
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 4 5 1.0 5 4 0.727
Yes 19 28 29 18
Extrahepatic 59 59
metastasis No 14 21 1.0 19 16 0.423
Yes 9 15 16 8
Recurrence/Progress 59 59
No 8 13 1.0 12 9 1.0
Yes 15 23 23 15
Grading LM 55 55
G2 12 24 0.566 20 16 1.0
G3 8 11 11 8
Histological type 58 58
Adenocarcinoma 22 30 0.386 31 21 0.684
Mucinous adenocarcinoma 1 5 3 3
Residual 59 59
RO 17 30 0.51 27 20 0.745
R1-2 6 6 8 4
CEA before surgery 56 56
<3.4ng/ml 4 9 0.747 6 7 0.524
> 3.4 ng/ml 17 26 26 17

Tabelle 69: Lebermetastasen, rpS6K: Korrelationen mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.4 Tabellen: Lebermetastasen, Einzelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6:
Percent Intensity
Factor n Groups <50% > 50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
<50% entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
MUC1 59
0% 26 19 0-1 24 30
. .07
> 1% 3 11 0.03 2-3 0 5 0.073
HGFR 59
<80% 10 5 0-2 20 27
0.143 0.745
> 80% 19 25 3 4 8
IGF1R 59
< 80% 7 7 0-1 4 4
1.0 0.704
> 80% 22 23 2-3 20 31
EGFR 59
<50% 12 11 0-1 16 18
.792 291
>50% 17 19 0.79 2-3 8 17 0.29
K167 LI 59
(Labeling index) <30% 13 7 <30% 10 10
0.103 0.402
>30% 16 23 >30% 14 25
HSP90 59
<50% 23 17 0-1 19 26
. .762
>50% 6 13 0.095 2-3 5 9 0.76
rpS6-Kinase 59
0% 9 14 0-1 12 23
2 2
2 1% 20 16 0.288 2-3 12 12 0.285
CD45 59
on connective tissue 1-2 21 24 1-2 22 23
3 3 6 0.552 3 5 12 0.029
HLADR 59
0% 20 21 0-1 17 27
1. .762
>1% 9 9 0 2-3 7 8 0.76
BRAF 58
Wt 28 29 Wt 23 34
1.0 1.0
Mut 0 1 Mut 0 1
KRAS 58
Wt 16 21 Wt 12 25
0.414 0.168
Mut 12 9 Mut 11 10

Tabelle 70: Lebermetastasen, CD44v6: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.



MUC1:

Percent Intensity
Factor n Groups 0% 21% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
<50% 26 3 0-1 24
0.03 0.073
>50% 19 11 2-3 30
MUC1 59
0% entfallt 0-1 entfallt
>1% 2-3
HGFR 59
<80% 15 0 0-2 43 4
0.013 1.0
> 80% 30 14 3 11
IGF1R 59
<80% 12 2 0-1 6 2
0.482 0.131
> 80% 33 12 2-3 48
EGFR 59
<50% 19 4 0-1 31
0.532 1.0
>50% 26 10 2-3 23 2
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 17 3 <30% 18 2
0.342 1.0
> 30% 28 11 > 30% 36 3
HSP90 59
<50% 29 11 0-1 42
0.514 0.583
>50% 16 3 2-3 12 2
rpS6-Kinase 59
0% 14 0-1 31 4
0.033 0.639
>21% 31 2-3 23
CD45 59
on connective tissue 1-2 33 12 1-2 41 4
0.482 1.0
3 12 2 3 13
HLADR 59
0% 35 0-1 41
0.021 0.593
> 1% 10 2-3 13 2
BRAF 58
Wt 44 13 Wt 53 4
0.241 0.086
Mut 0 1 Mut 0
KRAS 58
Wt 31 Wt 34
0.108 1.0
Mut 13 Mut 19 2

Tabelle 71: Lebermetastasen, MUC1: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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HSP90:

Percent Intensity
Factor n Groups <50% > 50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
<50% 23 6 0-1 19 5
>50% 17 13 0.095 2-3 26 9 0.762
MuUC1 59
0% 29 16 0-1 42 12
514 .
21% 11 3 0-5 2-3 3 2 0.583
HGFR 59
<80% 10 5 0-2 34 13
> 80% 30 14 10 3 11 1 0.26
IGF1R 59
<80% 10 4 0-1 6 2
1.0 1.0
> 80% 30 15 2-3 39 12
EGFR 59
<50% 18 5 0-1 25 9
.254 7
>50% 22 14 0.25 2-3 20 5 0.758
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 16 4 <30% 17 3
>30% 24 15 0.239 >30% 28 11 0.342
HSP90 59
<50% entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
rpS6-Kinase 59
0% 16 7 0-1 30 5
1. .061
> 1% 24 12 0 2-3 15 9 0.06
CD45 59
on connective tissue 1-2 27 18 1-2 31 14
3 13 1 0.024 3 14 0 0.026
HLADR 59
0% 26 15 0-1 33 11
37 1.
>1% 14 4 0.3 2-3 12 3 0
BRAF 58
Wt 39 18 Wt 43 14
0.328 1.0
Mut 0 1 Mut 1 0
KRAS 58
Wt 26 11 Wt 31 6
0.569 0.108
Mut 13 8 Mut 13 8

Tabelle 72: Lebermetastasen, HSP90: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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Percent Intensity
Factor n Groups < 80% > 80% p Groups 0-2 3 p
CD44v6 59
<50% 10 19 0-1 20
0.143 0.745
>50% 5 25 2-3 27
MUC1 59
0% 15 30 0-1 43 11
0.013 1.0
>21% 0 14 2-3 4 1
HGFR 59
< 80% entfallt 0-2 entfallt
> 80% 3
IGF1R 59
<80% 5 9 0-1 7 1
0.316 1.0
> 80% 10 35 2-3 40 11
EGFR 59
<50% 14 0-1 28
0.07 0.745
>50% 30 2-3 19
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 14 <30% 15
0.753 0.518
>30% 30 >30% 32 7
HSP90 59
<50% 10 30 0-1 34 11
1.0 0.26
>50% 5 14 2-3 13 1
rpS6-Kinase 59
0% 4 19 0-1 27 8
0.361 0.745
>1% 11 25 2-3 20
CD45 59
on connective tissue 1-2 11 34 1-2 35 10
0.738 0.712
3 4 10 3 12 2
HLADR 59
0% 11 30 0-1 36
1.0 0.479
> 1% 4 14 2-3 11 4
BRAF 58
Wt 14 43 Wt 46 11
1.0 0.207
Mut 0 1 Mut 0 1
KRAS 58
Wt 10 27 Wt 31
0.544 0.32
Mut 4 17 Mut 15

Tabelle 73: Lebermetastasen, HGFR: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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Percent Intensity
Factor n Groups < 80% > 80% p Groups 0-1 2-3 p
CD44ve 59
<50% 22 0-1 20
1.0 0.704
> 50% 7 23 2-3 31
MUC1 59
0% 12 33 0-1 48
0.482 0.131
>21% 2 12 2-3 3
HGFR 59
< 80% 10 0-2 7 40
0.316 1.0
> 80% 35 3 11
IGF1R 59
<80% entfallt 0-1 entfallt
> 80% 2-3
EGFR 59
<50% 10 13 0-1 30
0.01 0.711
> 50% 4 32 2-3 4 21
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 15 10 <30% 3 17 10
>30% 9 30 ' >30% 5 34 '
HSP90 59
<50% 10 30 0-1 39
1.0 1.0
> 50% 4 15 2-3 12
rpS6-Kinase 59
0% 17 0-1 30
0.762 1.0
2 1% 28 2-3 3 21
CD45 59
on connective tissue 1-2 12 33 1-2 7 38
0.482 0.666
3 2 12 3 13
HLADR 59
0% 11 30 0-1 5 39
0.516 0.407
> 1% 3 15 2-3 3 12
BRAF 58
Wt 14 43 Wt 49
1.0 1.0
Mut 0 1 Mut 1
KRAS 58
Wt 11 26 Wt 31
0.22 0.698
Mut 3 18 Mut 19

Tabelle 74: Lebermetastasen, IGF1R: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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rpS6-Kinase:

Percent Intensity
Factor n Groups 0% 2 1% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
<50% 9 20 0-1 12 12
>50% 14 16 0.288 2-3 23 12 0.285
MuUC1 59
0% 14 31 0-1 31 23
> 1% 9 5 0.033 5.3 4 1 0.639
HGFR 59
<80% 4 11 0-2 27 20
0.361 0.745
> 80% 19 25 3 8 4
IGF1R 59
<80% 6 8 0-1 5 3
> 80% 17 28 0.762 2-3 30 21 10
EGFR 59
<50% 10 13 0-1 22 12
. 42
>50% 13 23 0.59 2-3 13 12 0.423
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 9 11 <30% 14 6
>30% 14 25 0.578 >30% 21 18 0.273
HSP90 59
<50% 16 24 0-1 30 15
1. .061
>50% 7 12 0 2-3 5 9 0.06
rpS6-Kinase 59
0% entfallt 0-1 entfallt
> 1% 2-3
CD45 59
on connective tissue 1-2 18 27 1-2 26 19
3 5 9 1.0 3 9 5 0.762
HLADR 59
0% 14 27 0-1 26 18
2 1.
>1% 9 9 0.265 2-3 9 6 0
BRAF 58
Wt 21 36 Wt 33 24
0.379 1.0
Mut 1 0 Mut 1 0
KRAS 58
Wt 14 23 Wt 22 15
1.0 1.0
Mut 8 13 Mut 12 9

Tabelle 75: Lebermetastasen, rpS6K: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktoren.
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5.3.5 Tabellen: Primartumoren, Doppelmarker mit klin.-pat. Faktoren

CD44v6 >50% and MUC1 positive:

Factor Groups n No Yes o]
Sex 89
male 41 9 0.137
female 26 13
Age 89
(mean) <68.1 27 12 0.323
>68.1 40 10
Localization* 89
Right 28 14 0.089
Left 39 8
Tumor size 89
(mean) <4.7cm 36 12 1.0
>4.7cm 31 10
Histological typ 89
Adenocarcinoma 60 16 0.079
Adenomucinous carcinoma 7 6
Grading 89
G1-2 46 11 0.131
G3-4 21 11
Tumor status 89
pT1-2 13 3 0.751
pT3-4 54 19
Nodal status 89
pNO 48 9 0.012
pN1-2 19 13
Metastatic status 89
cMO 58 17 0.322
cM1 9 5
Cancer stage 89
(uice) Il 44 9 0.048
H-1v 23 13
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 31 6 0.045
Present 10 8
Vein invasion 55
Absent 38 11 0.619
Present 4 2
Perineural invasion 20
Absent 13 2 0.249
Present 3 2
Residual 89
RO 64 21 1.0
R1-2 3 1
Recurrence/Progress 89
No 54 17 0.764
Yes 13 5
CEA before surgery 86
<3.4ng/ml 33 10 0.805
>3.4 ng/ml 31 12

Tabelle 76: Primédrtumor, CD44v6/MUC1: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50% and HGFR >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 28 22 0.398
female 18 21
Age 89
(mean) <68.1 16 23 0.09
>68.1 30 20
Localization* 89
Right 17 25 0.057
Left 29 18
Tumor size 89
(mean) <4.7cm 27 21 0.399
>4.7cm 19 22
Histological typ 89
Adenocarcinoma 41 35 0.375
Adenomucinous carcinoma 5 8
Grading 89
G1-2 34 23 0.051
G3-4 12 20
Tumor status 89
pT1-2 8 8 1.0
pT3-4 38 35
Nodal status 89
pNO 30 27 0.829
pN1-2 16 16
Metastatic status 89
cMO 40 35 0.566
cM1 6 8
Cancer stage 89
(uice) -1 29 24 0.523
H-v 17 19
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 23 14 0.561
Present 9 9
Vein invasion 55
Absent 28 21 1.0
Present 4 2
Residual 89
RO 43 42 0.617
R1-2 3 1
Recurrence/Progress 89
No 38 33 0.6
Yes 8 10
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 19 24 0.388
> 3.4 ng/ml 24 19

Tabelle 77: Primédrtumor, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50 and IGF1R >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 30 20 0.826
female 25 14
Age 89
(mean) <68.1 24 15 1.0
>68.1 31 19
Localization* 89
Right 24 18 0.513
Left 31 16
Tumor size 89
(mean) <47 cm 29 19 0.829
>4.7cm 26 15
Histological typ 89
Adenocarcinoma 46 30 0.759
Adenomucinous carcinoma 9 4
Grading 89
G1-2 38 19 0.258
G3-4 17 15
Tumor status 89
pT1-2 12 4 0.269
pT3-4 43 30
Nodal status 89
pNO 35 22 1.0
pN1-2 20 12
Metastatic status 89
cMO0 49 26 0.139
cM1 8 6
Cancer stage 89
(uice) -1 33 20 1.0
"-v 22 14
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 28 9 0.072
Present 9 9
Vein invasion 55
Absent 35 14 0.082
Present 2 4
Residual 89
RO 54 31 0.154
R1-2 1 3
Recurrence/Progress 89
No 46 25 0.285
Yes 9 9
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 25 18 0.826
> 3.4 ng/ml 27 16

Tabelle 78: Primdrtumor, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50 and HSP90 >50%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89 39 11 0.792
male 32 7
female
Age 89
(mean) <68.1 30 9 0.602
>68.1 41 9
Localization* 89
Right 33 9 0.798
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) <4.7cm 40 8 0.432
>4.7 cm 31 10
Histological typ 89
Adenocarcinoma 62 14 0.289
Adenomucinous carcinoma 9 4
Grading 89
G1-2 50 7 0.026
G3-4 21 11
Tumor status 89
pT1-2 13 3 1.0
pT3-4 58 15
Nodal status 89
pNO 45 12 1.0
pN1-2 26 6
Metastatic status 89
cMO 61 14 0.47
cM1 10 4
Cancer stage 89
(uice) -1l 42 11 1.0
"-1v 29 7
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 33 4 0.063
Present 12 6
Vein invasion 55
Absent 43 6 0.049
Present 3 3
Perineural invasion 20
Absent 15 0 0.25
Present 4 1
Residual 89
RO 68 17 1.0
R1-2 3 1
Recurrence/Progress 89
No 59 12 0.185
Yes 12 6
CEA before surgery 86
<3.4ng/ml 35 8 0.792
>3.4 ng/ml 33 10

Tabelle 79: Primdrtumor, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1 positive and HGFR >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 39 11 0.465
female 27 12
Age 89
(mean) <68.1 27 12 0.465
>68.1 39 11
Localization* 89
Right 30 12 0.633
Left 36 11
Tumor size 89
(mean) <4.7 cm 41 7 0.014
>4.7 cm 25 16
Histological typ 89
Adenocarcinoma 58 18 0.308
Adenomucinous carcinoma 8 5
Grading 89
G1-2 44 13 0.452
G3-4 22 10
Tumor status 89
pT1-2 14 2 0.222
pT3-4 52 21
Nodal status 89
pNO 48 9 0.006
pN1-2 18 14
Metastatic status 89
cMO0 57 18 0.506
cM1 9 5
Cancer stage 89
(uice) -1 45 8 0.007
"-v 21 15
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 28 9 0.529
Present 12 6
Vein invasion 55
Absent 36 13 1.0
Present 5 1
Perineural invasion 20
Absent 11 4 0.53
Present 5 0
Residual 89
RO 62 23 0.569
R1-2 4 0
Recurrence/Progress 89
No 54 17 0.547
Yes 12 6
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 37 6 0.014
> 3.4 ng/ml 26 17

Tabelle 80: Primdrtumor, MUC1/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUCI1 positive and IGF1R >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 42 8 1.0
female 33 6
Age 89
(mean) <68.1 33 6 1.0
>68.1 42 8
Localization* 89
Right 37 5 0.396
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) <4.7 cm 41 7 0.778
>4.7 cm 34 7
Histological typ 89
Adenocarcinoma 64 12 1.0
Adenomucinous carcinoma 11 2
Grading 89
G1-2 48 9 1.0
G3-4 27 5
Tumor status 89
pT1-2 15 1 0.45
pT3-4 60 13
Nodal status 89
pNO 52 5 0.031
pN1-2 23 9
Metastatic status 89
cMO0 66 9 0.041
cM1 9 5
Cancer stage 89
(uice) -1 49 4 0.016
"-1v 26 10
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 32 5 0.268
Present 13 5
Vein invasion 55
Absent 42 7 0.251
Present 4 2
Perineural invasion 20
Absent 13 2 1.0
Present 4 1
Residual 89
RO 72 13 0.502
R1-2 3 1
Recurrence/Progress 89
No 62 9 0.147
Yes 13 5
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 39 4 0.142
> 3.4 ng/ml 33 10

Tabelle 81: Primdrtumor, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1 positive and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes o]
Sex 89
male 46 4 0.726
female 35 4
Age 89
(mean) <68.1 35 4 0.726
>68.1 46 4
Localization* 89
Right 36 6 0.142
Left 45 2
Tumor size 89
(mean) <47 cm 47 1 0.022
>4.7 cm 34 7
Histological typ 89
Adenocarcinoma 71 5 0.089
Adenomucinous carcinoma 10 3
Grading 89
G1-2 54 3 0.13
G3-4 27 5
Tumor status 89
pT1-2 15 1 1.0
pT3-4 66 7
Nodal status 89
pNO 54 3 0.13
pN1-2 27 5
Metastatic status 89
cMO0 69 6 0.607
cM1 12 2
Cancer stage 89
(uice) -l 50 3 0.261
H-1v 31 5
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 36 1 0.035
Present 14
Vein invasion 55
Absent 46 3 0.379
Present 5 1
Perineural invasion 20
Absent Werte nicht ausreichend
Present
Residual 89
RO 77 8 1.0
R1-2 4 0
Recurrence/Progress 89
No 67 4 0.05
Yes 14 4
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 41 2 0.265
> 3.4 ng/ml 37

Tabelle 82: Primdrtumor, MUC1/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR >80% and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 37 13 0.62
female 31 8
Age 89
(mean) <68.1 29 10 0.803
>68.1 39 11
Localization* 89
Right 33 9 0.803
Left 35 12
Tumor size 89
(mean) <4.7cm 38 10 0.618
>4.7 cm 30 11
Histological typ 89
Adenocarcinoma 59 17 0.496
Adenomucinous carcinoma 9 4
Grading 89
G1-2 46 11 0.298
G3-4 22 10
Tumor status 89
pT1-2 11 5 0.517
pT3-4 57 16
Nodal status 89
pNO 42 15 0.604
pN1-2 26 6
Metastatic status 89
cMO 57 18 1.0
cM1 11 3
Cancer stage 89
(uice) -1l 39 14 0.612
"-1v 29 7
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 31 6 0.473
Present 13 5
Vein invasion 55
Absent 42 7 0.251
Present 4 2
Residual 89
RO 64 21 0.569
R1-2 4 0
Recurrence/Progress 89
No 55 16 0.757
Yes 13 5
CEA before surgery 86
<3.4ng/ml 31 12 0.616
>3.4 ng/ml 34 9

Tabelle 83: Primdrtumor, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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IGF1R >80% and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes o]
Sex 89
male 39 11 0.083
female 36 3
Age 89
(mean) <68.1 32 7 0.771
>68.1 43 7
Localization* 89
Right 37 5 0.396
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) <47 cm 40 8 1.0
>4.7 cm 35 6
Histological typ 89
Adenocarcinoma 63 13 0.683
Adenomucinous carcinoma 12 1
Grading 89
G1-2 49 8 0.559
G3-4 26 6
Tumor status 89
pT1-2 14 2 1.0
pT3-4 61 12
Nodal status 89
pNO 47 10 0.763
pN1-2 28 4
Metastatic status 89
cMO0 64 11 0.689
cM1 11 3
Cancer stage 89
(uice) -l 43 10 0.386
H-v 32 4
Lymphangiosis carcinmoatosa 55
Absent 33 4 0.416
Present 14 4
Vein invasion 55
Absent 46 3 0.013
Present 3 3
Residual 89
RO 72 13 0.502
R1-2 3 1
Recurrence/Progress 89
No 60 11 1.0
Yes 15 3
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 35 8 0.771
> 3.4 ng/ml 37 6

Tabelle 84: Primédrtumor, IGFIR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.6 Tabellen: Primartumoren, Doppelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6 >50% and MUC1 positive:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% entfallt
>50%
MUC1 89
0% entfallt
>21%
HGFR 89
< 80% 14 8
0.162
> 80% 53 14
IGF1R 89
<80% 21 14
.011
> 80% 46 8 0.0
EGFR 89
<50% 33 8
>50% 34 14 0.333
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 26 8 1.0
>30% 41 14 ’
HSP90 89
<50% 53 14
.162
> 50% 14 8 0.16
rpS6-Kinase 89
0% 34 14
0.333
>21% 33 8
CD45 89
on connective tissue 1-2 39 12
3 )8 10 0.807
HLADR 89
0% 32 8
A4
21% 35 14 0.46
BRAF 89
Wt 62 17
0.112
Mut 5 5
KRAS 89
Wit 43 15
.801
Mut 24 7 0.80

Tabelle 85: Primdrtumor, CD44v6/MUC1: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and HGFR >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% entfallt
>50%
MUC1 89
0% 28 29
>21% 18 14 0.659
HGFR 89
<80% entfallt
> 80%
IGF1R 89
<80% 17 18
> 80% 29 25 0.669
EGFR 89
<50% 25 16
> 50% 21 27 0.137
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 20 14
>30% 26 29 0.383
HSP90 89
<50% 41 26
0.003
>50% 5 17
rpS6-Kinase 89
0% 26 22
>1% 20 21 0.673
CD45 89
on connective tissue 1-2 26 25 1.0
3 20 18 ’
HLADR 89
0% 23 17
>21% 23 26 0.395
BRAF 89
Wit 43 36
Nl
Mut 3 7 0.188
KRAS 89
Wit 33 25
191
Mut 13 18 0.19

Tabelle 86: Primdrtumor, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and IGF1R >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% entfallt
>50%
MUC1 89
0% 31 26
>21% 24 8 0.07
HGFR 89
<80% 13 9
.804
> 80% 42 25 0-80
IGF1R 89
<80% entfallt
> 80%
EGFR 89
<50% 28 13
> 50% 27 21 0.279
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 22 12
.82
>30% 33 22 0.823
HSP90 89
<50% 43 24
> 50% 12 10 0.456
rpS6-Kinase 89
0% 32 16
>1% 23 18 0.383
CD45 89
on connective tissue 1-2 33 18
3 22 16 0.66
HLADR 89
0% 24 16
>21% 31 18 0.828
BRAF 89
Wt 50 29
497
Mut 5 5 0.49
KRAS 89
Wit 34 24
494
Mut 21 10 0.49

Tabelle 87: Primdrtumor, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% entfallt
> 50%
MUC1 89
0% 47 10
421
>1% 24 8 0
HGFR 89
<80% 21 1
> 80% 50 17 0.036
IGF1R 89
<80% 27 8
> 80% 44 10 0.788
EGFR 89
<50% 35 6
2
>50% 36 12 0.293
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 30 4
>30% 41 14 0.175
HSP90 89
<50% entfallt
> 50%
rpS6-Kinase 89
0% 38 10
1.
>1% 33 8 0
CD45 89
on connective tissue 1-2 40 11
3 31 7 0.794
HLADR 89
0% 32 8
1.
>1% 39 10 0
BRAF 89
Wt 66 13
.02
Mut 5 5 0.026
KRAS 89
Wit 45 13
0.586
Mut 26 5

Tabelle 88: Primdrtumor, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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MUC1 positive and HGFR >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% 22 9
.621
>50% 44 14 0-6
MUC1 89
0% entfallt
>21%
HGFR 89
< 80% entfallt
> 80%
IGF1R 89
<80% 22 13
.081
>80% 44 10 0.08
EGFR 89
<50% 32 9
>50% 34 14 0.476
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 22 12
137
>30% 44 11 0.13
HSP90 89
<50% 52 15
.261
>50% 14 8 0.26
rpS6-Kinase 89
0% 34 14
>21% 32 9 0.476
Cb45 89
on connective tissue 1-2 36 15
3 30 3 0.466
HLADR 89
0% 32 8
>1% 34 15 0.332
BRAF 89
Wt 61 18
0.117
Mut 5 5
KRAS 89
Wit 45 13
.322
Mut 21 10 0.3

Tabelle 89: Primdrtumor, MUC1/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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MUC1 positive and IGF1R >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% 25 6
0.548
> 50% 50 8
MUC1 89
0% entfallt
>1%
HGFR 89
<80% 18 4
741
> 80% 57 10 0
IGF1R 89
<80% entfallt
> 80%
EGFR 89
<50% 36 5
.561
>50% 39 9 0.56
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 28 6
0.768
> 30% 47 8
HSP90 89
<50% 56 11 1.0
>50% 19 3 ’
rpS6-Kinase 89
0% 40 8
1.
>1% 35 6 0
CD45 89
on connective tissue 1-2 46 5
3 29 9 0.087
HLADR 89
0% 36 4
.24
>21% 39 10 0.245
BRAF 89
Wt 67 12
0.654
Mut 8 2
KRAS 89
Wit 48 10
Mut 27 4 0.763

Tabelle 90: Primdrtumor, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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MUC1 positive and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% 31 0
0.047
> 50% 50 8
MUC1 89
0% entfallt
>1%
HGFR 89
<80% 22 0
0.192
> 80% 59 8
IGF1R 89
< 80% 30 5
0.255
> 80% 51 3
EGFR 89
<50% 39 2
27
>50% 42 6 0.279
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 32 2
0.705
> 30% 49
HSP90 89
<50% entfallt
>50%
rpS6-Kinase 89
0% 43 5
721
>1% 38 3 0
CD45 89
on connective tissue 1-2 46 5 1.0
3 35 3 ’
HLADR 89
0% 38 2
.287
>21% 43 6 0.28
BRAF 89
Wt 74 5
0.043
Mut 7 3
KRAS 89
Wit 52 6
Mut 29 2 0.708

Tabelle 91: Primdrtumor, MUC1/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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HGFR >80% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% 27 4
>50% 41 17 0.116
MUC1 89
0% 44 13
.801
>1% 24 8 0-80
HGFR 89
<80% entfallt
> 80%
IGF1R 89
<80% 27 8 1.0
> 80% 41 13 ’
EGFR 89
<50% 33 8
4
> 50% 35 13 0.46
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 27 7
>30% 41 14 0.798
HSP90 89
<50% entfallt
> 50%
rpS6-Kinase 89
0% 35 13
4
>21% 33 8 0.46
CD45 89
on connective tissue 1-2 38 13
3 30 8 0.801
HLADR 89
0% 30 10
>21% 38 11 0.806
BRAF 89
Wt 62 17
0.238
Mut 6 4
KRAS 89
Wit 43 15
0.604
Mut 25 6

Tabelle 92: Primdrtumor, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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IGF1R >80% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 89
<50% 27 4
> 50% 48 10 0.763
MUC1 89
0% 46 11
>1% 29 3 0-363
HGFR 89
<80% 21 1
174
> 80% 54 13 0
IGF1R 89
<80% entfallt
> 80%
EGFR 89
< 0,
<50% 35 6 1.0
>50% 40 8
KI67 LI 89
(Labeling index) <30% 28 6
0.768
> 30% 47 8
HSP90 89
<50% entfallt
>50%
rpS6-Kinase 89
0% 41 7
77
>1% 34 7 0.778
CD45 89
on connective tissue 1-2 44 7
3 31 7 0.57
HLADR 89
0% 34 6
1.
>21% 41 8 0
BRAF 89
Wt 68 11
0.189
Mut 7 3
KRAS 89
Wt 47 11
0.363
Mut 28 3

Tabelle 93: Primdrtumor, IGF1R/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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5.3.7 Tabellen: Lebermetastasen, Doppelmarker mit klin.-path. Faktoren

CD44v6 >50% and MUC1 positive:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 29 8 0.512
female 19 3
Age 59
(mean) <62.6 23 2 0.097
>62.6 25 9
Number of LM 56
1 16 2 0.474
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 30 5 0.298
>3.93cm 15 6
Lokalization PT* 53
Right 14 2 1.0
Left 31 6
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 10 2 1.0
Yes 38 9
Extrahepatic 59
metastasis No 30 5 0.382
Yes 18 6
Recurrence/Progress 59
No 19 3 0.512
Yes 29 8
Grading LM 55
G2 30 6 0.723
G3 15 4
Histological type 58
Adenocarcinoma 42 10 1.0
Mucinous adenocarcinoma 5 1
Residual 59
RO 40 7 0.209
R1-2 8 4
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 0.705
>3.4 ng/ml 35 8

Tabelle 94: Lebermetastsen, CD44v6/MUCI1: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50% and HGFR >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 19 18 0.278
female 15 7
Age 59
(mean) <62.6 15 10 0.795
>62.6 19 15
Number of LM 56
1 9 9 0.566
>1 23 15
Tumor size 56
(mean) £3.93cm 22 13 0.282
>3.93cm 10 11
Lokalization PT* 53
Right 8 8 0.368
Left 24 13
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 6 3 0.72
Yes 28 22
Extrahepatic 59
metastasis No 23 12 0.181
Yes 11 13
Recurrence/Progress 59
No 15 7 0.278
Yes 19 18
Grading LM 55
G2 22 14 0.397
G3 9 10
Histological type 58
Adenocarcinoma 31 21 0.387
Mucinous adenocarcinoma 2 4
Residual 59
RO 27 20 1.0
R1-2 7 5
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 5 8 0.21
> 3.4 ng/ml 26 17

Tabelle 95: Lebermetastsen, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50% and IGF1R >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 19 18 0.058
female 17 5
Age 59
(mean) <62.6 16 9 0.79
>62.6 20 14
Number of LM 56
1 11 7 1.0
>1 23 15
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 22 13 0.576
>3.93cm 11 10
Lokalization PT* 53
Right 10 6 1.0
Left 24 13
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 7 2 0.46
Yes 29 21
Extrahepatic 59
metastasis No 25 10 0.061
Yes 11 13
Recurrence/Progress 59
No 15 7 0.422
Yes 21 16
Grading LM 55
G2 24 12 0.247
G3 9 10
Histological type 58
Adenocarcinoma 33 19 0.202
Mucinous adenocarcinoma 2 4
Residual 59
RO 29 18 1.0
R1-2 7 5
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 6 7 0.332
> 3.4 ng/ml 28 15

Tabelle 96: Lebermetastsen, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50% and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 28 9 0.749
female 18 4
Age 59
(mean) <62.6 19 6 0.762
>62.6 27 7
Number of LM 56
1 15 3 1.0
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 29 6 0.73
>3.93cm 16 5
Lokalization PT* 53
Right 12 4 1.0
Left 29 8
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 9 0 0.185
Yes 37 13
Extrahepatic 59
metastasis No 32 3 0.004
Yes 14 10
Recurrence/Progress 59
No 20 2 0.104
Yes 26 11
Grading LM 55
G2 32 4 0.015
G3 11 8
Histological type 58
Adenocarcinoma 42 10 0.594
Mucinous adenocarcinoma 4 2
Residual 59
RO 39 8 0.113
R1-2 7 5
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 11 2 0.711
> 3.4 ng/ml 33 10

Tabelle 97: Lebermetastsen, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1 positive and IGF1R >80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 27 10 0.179
female 20 2
Age 59
(mean) <62.6 22 3 0.207
>62.6 25 9
Number of LM 56
1 16 2 0.473
>1 29 9
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 28 7 0.748
>3.93cm 16 5
Lokalization PT* 53
Right 15 1 0.248
Left 29 8
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 6 3 0.369
Yes 41 9
Extrahepatic 59
metastasis No 28 7 1.0
Yes 19 5
Recurrence/Progress 59
No 18 4 1.0
Yes 29 8
Grading LM 55
G2 31 5 0.161
G3 13 6
Histological type 58
Adenocarcinoma 41 11 1.0
Mucinous adenocarcinoma 5 1
Residual 59
RO 39 8 0.24
R1-2 8 4
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0
> 3.4 ng/ml 34 9

Tabelle 98: Lebermetastsen, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR >80% and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 28 9 1.0
female 17 5
Age 59
(mean) <62.6 20 5 0.758
>62.6 25 9
Number of LM 56
1 13 5 0.736
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 26 9 0.747
>3.93cm 17 4
Lokalization PT* 53
Right 11 5 0.499
Left 29 8
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 9 0 0.098
Yes 36 14
Extrahepatic 59
metastasis No 31 4 0.012
Yes 14 10
Recurrence/Progress 59
No 20 2 0.058
Yes 25 12
Grading LM 55
G2 31 5 0.01
G3 10 9
Histological type 58
Adenocarcinoma 41 11 0.145
Mucinous adenocarcinoma 3 3
Residual 59
RO 37 10 0.453
R1-2 8 4
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 11 2 0.48
> 3.4 ng/ml 31 12

Tabelle 99: Lebermetastsen, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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IGF1R >80% and HSP90 >50%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 27 10 0.767
female 17 5
Age 59
(mean) <62.6 19 6 1.0
>62.6 25 9
Number of LM 56
1 13 5 0.751
>1 29 9
Tumor size 56
(mean) <3.93cm 25 10 0.764
>3.93cm 16 5
Lokalization PT* 53
Right 11 5 0.736
Left 28 9
Neoadjuvant 59
chemotherapy No 9 0 0.095
Yes 35 15
Extrahepatic 59
metastasis No 31 4 0.005
Yes 13 11
Recurrence/Progress 59
No 18 4 0.372
Yes 26 11
Grading LM 55
G2 30 6 0.025
G3 10 9
Histological type 58
Adenocarcinoma 41 11 0.034
Mucinous adenocarcinoma 2 4
Residual 59
RO 35 12 1.0
R1-2 9 3
CEA before surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0
> 3.4 ng/ml 32 11

Tabelle 100: Lebermetastsen, IGF1IR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit klinisch-pathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)

Hinweis:

Die Tabellen mit den Korrelationen der Doppelmarker MUC1/HGFR sowie MUC1/HSP90 werden nicht
gezeigt, da durch Uberschneidungen (MUC1 positive entsprechen den HGFR >80% exprimierenden
Gewebeproben) beziehungsweise kleine Fallzahlen keine neunen Ergebnisse demonstriert werden
kénnen.
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5.3.8 Tabellen: Lebermetastasen, Doppelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6 >50% and MUC1 positive:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% entfallt
> 50%
MUC1 59
0% entfallt
>21%
HGFR 59
<80% 15 0
0.05
> 80% 33 11
IGF1R 59
< 0,
<80% 12 2 1.0
> 80% 36 9
EGFR 59
<50% 20 3
0.502
> 50% 28 8
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 19 1
.07
> 30% 29 10 0.079
HSP90 59
< 0,
<50% 32 8 1.0
> 50% 16 3
rpS6-Kinase 59
0% 16 7
>1% 32 4 0.089
CD45 59
on connecting tissue 1-2 35 10
3 13 1 0.269
HLADR 59
0% 37 4
>1% 11 7 0.025
BRAF 58
Wit 47 10
0.19
Mut 0 1
KRAS 58
Wit 31 6
Mut 16 5 0.504

Tabelle 101: Lebermetastsen, CD44v6/MUC1: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and HGFR >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% entfallt
>50%
MUC1 59
0% 31 14
.004
>1% 3 11 0.00
HGFR 59
<80% entfallt
> 80%
IGF1R 59
< 80% 10 4
> 80% 24 21 0.354
EGFR 59
<50% 17 6
>50% 17 19 0.06
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 15 5
0.094
> 30% 19 20
HSP90 59
<50% 25 15
0.398
> 50% 9 10
rpS6-Kinase 59
0% 10 13
.107
>21% 24 12 0.10
CD45 59
on connective tissue 1-2 26 19 1.0
3 8 6 ’
HLADR 59
0% 25 16
> 1% 9 9 0.569
BRAF 58
Wt 33 24
431
Mut 0 1 0.43
KRAS 58
Wt 20 17
0.594
Mut 13 8

Tabelle 102: Lebermetastsen, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and IGF1R >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% entfallt
>50%
MUC1 59
0% 31 14
> 1% 5 9 0.033
HGFR 59
<80% 13 2
> 80% 23 21 0.03
IGF1R 59
<80% entfallt
> 80%
EGFR 59
<50% 18 5
0.054
> 50% 18 18
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 15 5
.161
>30% 21 18 0.16
HSP90 59
<50% 27 13
0.163
>50% 9 10
rpS6-Kinase 59
0% 14 9
>1% 22 14 1.0
CD45 59
on connective tissue 1-2 28 17
.762
3 8 6 0.76
HLADR 59
0% 25 16
>21% 11 7 1.0
BRAF 58
Wt 35 22
.397
Mut 0 1 0-39
KRAS 58
Wit 21 16
.57
Mut 14 7 0.579

Tabelle 103: Lebermetastsen, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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CD44v6 >50% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% entfallt
> 50%
MUC1 59
0% 35 10
1.
>1% 11 3 0
HGFR 59
<80% 12 3 1.0
> 80% 34 10 ’
IGF1R 59
<80% 11 3 1.0
> 80% 35 10 ’
EGFR 59
<50% 19 4
.54
> 50% 27 9 05
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 19 1
>30% 27 12 0.043
HSP90 59
<50% entfallt
> 50%
rpS6-Kinase 59
0% 17 6
.74
>21% 29 7 0.748
CD45 59
on connective tissue 1-2 33 12
3 13 1 0.159
HLADR 59
0% 31 10
7
>21% 15 3 0.735
BRAF 58
Wt 45 12
224
Mut 0 1 0
KRAS 58
Wit 29 8
1.0
Mut 16 5

Tabelle 104: Lebermetastsen, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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MUC1 positive and IGF1R >80%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% 26 3
.104
>50% 21 9 0.10
MUC1 59
0% entfallt
>21%
HGFR 59
<80% 15 0
.02
> 80% 32 12 0.026
IGF1R 59
<80% entfallt
> 80%
EGFR 59
<50% 21 2
0.103
> 50% 26 10
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 17 3
.734
>30% 30 9 0.73
HSP90 59
<50% 31 9
0.734
> 50% 16 3
rpS6-Kinase 59
0% 16 7
>1% 31 5 0.185
CD45 59
on connective tissue 1-2 35 10
3 12 ) 0.712
HLADR 59
0% 35 6
>21% 12 6 0.158
BRAF 58
Wt 46 11
.207
Mut 0 1 0.20
KRAS 58
Wit 32 5
.097
Mut 14 7 0.09

Tabelle 105: Lebermetastsen, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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MUC1 positive and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% 29 0
> 50% 27 3 0.237
MUC1 59
0% entfallt
>1%
HGFR 59
<80% 15 0
.564
> 80% 41 3 0.56
IGF1R 59
<80% 14 0 1.0
> 80% 42 3 ’
EGFR 59
<50% 23 0
274
>50% 33 3 0
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 20 0
0.544
> 30% 36 3
HSP90 59
<50% entfallt
>50%
rpS6-Kinase 59
0% 21 2
.554
>1% 35 1 0.55
CD45 59
on connective tissue 1-2 42 3 1.0
3 14 0 ’
HLADR 59
0% 40 1
.21
>1% 16 2 0.218
BRAF 58
Wt 55 2
.052
Mut 0 1 0.05
KRAS 58
Wt 35 2
Mut 20 1 10

Tabelle 106: Lebermetastsen, MUC1/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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HGFR> 80% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% 25 4
> 50% 20 10 0.125
MUC1 59
0% 34 11
1.
>1% 11 3 0
HGFR 59
<80% entfallt
> 80%
IGF1R 59
<80% 11 3 1.0
> 80% 34 11 ’
EGFR 59
<50% 22 1
>50% 23 13 0.005
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 18 2
>30% 27 12 0.109
HSP90 59
<50% entfallt
> 50%
rpS6-Kinase 59
0% 16 7
>1% 29 7 0.363
CD45 59
on connective tissue 1-2 32 13
3 13 1 0.152
HLADR 59
0% 31 10
1.
>1% 14 4 0
BRAF 58
Wt 4 13
241
Mut 0 1 0
KRAS 58
Wit 29 8
0.75
Mut 15 6

Tabelle 107: Lebermetastsen, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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IGF1R> 80% and HSP90 >50%:

Factor n Groups No Yes p
CD44v6 59
<50% 24 5
> 50% 20 10 0.233
MUC1 59
0% 33 12
1.
>1% 11 3 0
HGFR 59
<80% 11 4 10
> 80% 33 11 ’
IGF1R 59
<80% entfallt
> 80%
EGFR 59
<50% 20 3
12
>50% 24 12 0.126
KI67 LI 59
(Labeling index) <30% 18 2
0.064
> 30% 26 13
HSP90 59
<50% entfallt
> 50%
rpS6-Kinase 59
0% 18 5
.762
>1% 26 10 0.76
CD45 59
on connective tissue 1-2 31 14
3 13 1 0.09
HLADR 59
0% 30 11
1.
>1% 14 4 0
BRAF 58
Wt 43 14
2
Mut 0 1 0.259
KRAS 58
Wit 29 8
Mut 14 7 0.363

Tabelle 108: Lebermetastsen, IGF1R/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit tumorbiologischen Faktoren.
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5.3.9 Tabellen: Uberlebensanalysen

Primartumor Lebermetastasen
Prozent Prozent
Faktor Gruppen n p Gruppen n p
Geschlecht m/w 89 0.388 m/w 59 0.163
Alter (mean in Jahren) <68.1 89 0.148 <62.6 59 0.254
Lokalisation PT rechts / links 89 0.157 rechts / links 53 0.071
Tumordurchmesser <4.7cm 89 0.931 <3.93cm 56 0.158
(mean)
Histologie AdenoCa 89 0.235 AdenoCa 58 0.429
Grading G1-2/3-4 89 0.127 G2/G3 55 0.008
T - Status T1-2/3-4 89 0.031 -- -
N-Status NO/1-2 89 0.001 - -
M-Status MO/1 89 <0.001 -- -—-
UICC -1l / -1V 89 <0.001 - -
L-Status /1 55 0.002 -- -
V-Status vVo/1 55 <0.001 -- -—-
Pn-Status Pn0/1 20 0.03 -- -
R-Status RO/ 1-2 89 <0.001 59 0.63
CEA praoperativ < 3.4 ng/ml 86 0.004 56 0.819
Fernmetastasen im Ja/ Nein 89 <0.001 - -
Verlauf (ohne Lk)
Extrahepatische - - - Ja/Nein 59 0.001
Fernmetastasen
Anzahl Lebermetastasen - - - 1/>1 >6 0.493
Praoperative - - - Ja/Nein 56 0.367
Chemotherapie
KRAS wt / mut 89 0.86 wt / mut 58 0.534
BRAF wt / mut 89 <0.001 wt / mut 58 --

Tabelle 109: Primdrtumor und Lebermetastasen: Log-Rank-Test der klinisch-pathologischen Faktoren nach Gruppen.
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Primartumor Lebermetastasen
Log-Rank Wilcoxon Log-Rank Wilcoxon
Faktor Gruppen n p p n p p

CD44v6 <50% 89 0.109 0.133 59 0.054 0.006
MUC1 -/ + 89 0.917 0.946 59 0.019 0.007
HGFR <80% 89 0.212 0.313 59 0.584 0.396

IGF1-R < 80% 89 0.752 0.603 59 0.462 0.55

EGFR <50% 89 0.014 0.018 59 0.56 0.46
HSP90 <50% 89 0.151 0.148 59 0.018 0.019
rpS6K -/ + 89 0.268 0.511 59 0.838 0.653
CD44v6/MUC1 Positiv 89 0.335 0.298 59 0.011 0.002
CD44v6/HGFR Positiv 89 0.048 0.095 59 0.087 0.008
CD44v6/IGF1R Positiv 89 0.053 0.039 59 0.098 0.017
CD44v6/rpS6 Positiv 89 0.299 0.601 59 0.319 0.186
CD44v6/HSP90 Positiv 89 0.031 0.036 59 <0.001 <0.001
MUC1/HGFR Positiv 89 0.795 0.829 59 0.019 0.007
MUC1/IGF1R Positiv 89 0.791 0.482 59 0.069 0.018
MUC1/rpS6 Positiv 89 0.602 0.45 59 0.038 0.024
MUC1/HSP90 Positiv 89 0.034 0.015 59 <0.001 <0.001
HGFR/IGF1R Positiv 89 0.614 0.606 59 0.289 0.262
HGFR/rpS6 Positiv 89 0.477 0.943 59 0.735 0.926
HGFR/HSP90 Positiv 89 0.367 0.423 59 0.016 0.007
IGF1R/rpS6 Positiv 89 0.291 0.366 59 0.313 0.695
IGF1R/HSP90 Positiv 89 0.466 0.395 59 0.003 0.011

Tabelle 110: Primdrtumoren und Lebermetastasen: Gegeniiberstellung Log-Rank-Test und Wilcoxon-Test bei der
Uberlebensanalyse nach prozentualer Expression der tumorbiologischen Faktoren.
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Primartumoren Lebermetastasen
Intensitat Intensitat
Faktor Gruppen n p n p

CD44v6 0-1/2-3 89 0.249 59 0.856
MUC1 0-1/2 89 0.567 59 0.049
HGFR 0-2/3 89 0.211 59 0.598
IGF1-R 0-1/2-3 89 0.845 59 0.445
EGFR 0-1/2-3 89 0.049 59 0.774
HSP90 0-1/2-3 89 0.598 59 0.083
rpS6K 0-1/2 89 0.793 59 0.681

Tabelle 111: Primdrtumoren und Lebermetastasen: Log-Rank-Test der Intensitdt des Expressionsmusters
der tumorbiologischen Faktoren.
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5.3.10 Tabellen: Subgruppenanalysen

Subgruppe Primartumore: KRAS mutiert (n=31)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse
(Exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44ve mit Grading 3-4: p=0.032 0.832
MUC1 ns 0.036
HSP90 ns 0.868
HGFR mit rpS6 >50%: p=0.012 0.302
IGF1-R ns 0.935
EGFR ns 0.328
rpS6 mit HGFR >80%: p=0.012 0.682
CD44v6/MUC1 ns 0.149
CD44v6/HGFR ns 0.8
CD44v6/IGF1-R mit MUC1 pos: p=0.046 0.528
CD44v6/HSP90 ns 0.986
CD44v6/rpS6 ns 0.526
MUC1/HGFR ns 0.062
MUC1/IGF1-R ns 0.284
MUC1/HSP90 ns 0.402
MUC1/rpS6 ns 0.196
HGFR/IGF1-R ns 0.948
HGFR/HSP90 ns 0.868
HGFR/rpS6 ns 0.682
IGF1-R/HSP90 ns 0.392
IGF1-R/rpS6 ns 0.815
BRAF - -
KRAS - -

Tabelle 112: Primdrtumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe KRAS-
mutierter Tumoren. Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem Faktor/Biomarker in Spalte 1 und der jeweils in

der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppe Primartumore: Rechtsseitiges Kolonkarzinom (n=42)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse

(exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44ve ns 0.524
MUC1 mit Geschlecht: p=0.027 0.715
HSP90 ns 0.04
HGFR Tu-Duchmesser >4,7cm: p=0.032 0.228
IGF1-R ns 0.873
EGFR ns 0.029
rpS6 ns 0.179
CD44ve/MUC1 mit Geschlecht: p=0.019 0.94
CD44v6/HGFR ns 0.191
CD44v6/IGF1-R ns 0.577
CD44v6/HSP90 mit L1: p=0.023 0.023
CD44v6/rpS6 ns 0.311

mit Alter (mean): p=0.026 und

MUCI/HGFR HSP9(O >50361pp=0.02 0.682
MUC1/IGF1-R ns 0.83
MUC1/HSP90 ns 0.252
MUC1/rpS6 ns 0.672
HGFR/IGF1-R ns 0.605
HGFR/HSP90 ns 0.171
HGFR/rpS6 ns 0.346
IGF1-R/HSP90 ns 0.303
IGF1-R/rpS6 ns 0.141
BRAF ns 0.007
KRAS ns 0.876

Tabelle 113: Primértumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe mit
ausschliefSlich linksseitigen Primdrtumoren. Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem Faktor/Biomarker in Spalte
1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppe Primartumore: Linksseitiges Kolonkarzinom (n=47)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
mit Alter (mean): p=0.041 und

CDa4ve KI67(LI >3OZA>:pp=0.03 0.259

MUC1 mit N1-2: p=0.027 (und UICC p=0.024) 0.978

HSP90 mit HGFR >80%: p=0.044 0.968

HGFR mit HSP90 >50%: p=0.044 0.62

IGF1-R ns 0.4

EGFR ns 0.418
rpS6 ns 0.807
CD44ve/MUC1 mit N1-2: p=0.019 (und UICC p=0.047) 0.286
CD44v6/HGFR ns 0.296
CD44v6/IGF1-R ns 0.028
CD44v6/HSPI0 mit G 3-4: p=0.013 und BRAF mut: p=0.033 0.568
CD44v6/rpS6 ns 0.953
MUC1/HGFR ns 0.636
MUC1/IGF1-R ns 0.401
MUC1/HSP90 ns 0.142
MUC1/rpS6 ns 0.794
HGFR/IGF1-R ns 0.483
HGFR/HSP90 ns 0.986
HGFR/rpS6 ns 0.971
IGF1-R/HSP90 ns 0.628
IGF1-R/rpS6 ns 0.801
BRAF ns 0.142
KRAS ns 0.805

Tabelle 114: Primértumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe mit
ausschliefSlich rechtsseitigen Primdrtumoren. Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem Faktor/Biomarker in

Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppe Primartumore: junge Patienten bis 60 Jahre (n=22)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse

(exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44ve ns 0.516
MUC1 ns 0.839
HSP90 ns 0.09
HGFR ns 0.469
IGF1-R ns 0.14
EGFR ns 0.469
rpS6 ns 0.98

mit N1-2: p=0.035 und UICC: p=0.04
CD44v6/MUC1 mitTBRAF mut: p=0.024p 0.729
CD44v6/HGFR ns 0.489
CD44v6/IGF1-R mit M1: p=0.039 0.042
CD44v6/HSPI0 ns 0.033
CD44v6/rpS6 ns 0.717
MUC1/HGFR ns 0.773
MUC1/IGF1-R ns 0.982
MUC1/HSP90 ns 0.002
MUC1/rpS6 ns 0.226
HGFR/IGF1-R ns 0.134
HGFR/HSP90 ns 0.443
HGFR/rpS6 ns 0.777
IGF1-R/HSP90 ns 0.023
IGF1-R/rpS6 ns 0.375
mit G3-4: p=0.005

BRAF mit L1: p20.029 0.007
KRAS ns 0.799

Tabelle 115: Primértumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe mit
Patienten die zum Zeitpunkt der initialen Tumorresektion maximal 60 Jahre alt waren. Die P-Werte der Korrelationen
berechnen sich aus dem Faktor/Biomarker in Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht
signifikant
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Subgruppe Primartumore: altere Patienten ab 75 Jahre (n=17)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44v6 ns 0.895
MuUC1 ns 0.195
HSP90 ns 0.783
HGFR mit KRAS mut: p=0.044 0.225
mit KRAS mut: p=0.004

IGF1-R mit KI67 LI >30%r:) p=0.015 05
EGFR ns 0.293
rpS6 ns 0.4
CD44v6/MUC1 ns 0.25
CD44v6/HGFR ns 0.413
CD44v6/IGF1-R ns 0.875
CD44v6/HSP90 ns 0.783
CD44v6/rpS6 ns 0.542
MUC1/HGFR ns 0.312
MUC1/IGF1-R mit K167 LI >30%: p=0.029 0.646
MUC1/HSP90 ns 0.405
MUC1/rpS6 ns 0.333
HGFR/IGF1-R ns 0.875
HGFR/HSP90 ns 0.783
HGFR/rpS6 ns 0.202
IGF1-R/HSP90 ns 0.646
IGF1-R/rpS6 ns 0.468
BRAF ns 0.061
KRAS ns 0.168
Uberlebensanalyse junge vs. ltere Patienten 0.618

Tabelle 116: Primértumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe mit
Patienten die zum Zeitpunkt der initialen Tumorresektion iiber 75 Jahre alt waren. Die P-Werte der Korrelationen berechnen
sich aus dem Faktor/Biomarker in Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppe Primartumore: Schlecht differenzierte Tumoren G3-4 (n=32)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse

(exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44v6 ns 0.584
MUC1 ns 0.259
HSP90 ns 0.056
HGFR ns 0.29
IGF1-R ns 0.533
EGFR ns 0.025
rpS6 ns 0.415
CD44ve/MUC1 ns 0.118
CD44v6/HGFR ns 0.309
CD44v6/IGF1-R ns 0.498
CD44v6/HSP90 ns 0.056
CD44v6/rpS6 ns 0.602
MUC1/HGFR ns 0.066
MUC1/IGF1-R ns 0.309
MUC1/HSP90 ns 0.001
MUC1/rpS6 ns 0.953
HGFR/IGF1-R ns 0.599
HGFR/HSP90 ns 0.212
HGFR/rpS6 ns 0.679
IGF1-R/HSP90 ns 0.057
IGF1-R/rpS6 ns 0.496
BRAF ns 0.012
KRAS ns 0.234

Tabelle 117: Primértumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe mit
ausschlieflich schlecht differenzierten Primértumoren (G 3 und G4). Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem
Faktor/Biomarker in Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppe multiplen Lebermetastasen (n=30)

Korrelationen

Uberlebensanalyse

Faktor (exakter Test nach Fisher) (Log-Rank, P-Wert)
CD44v6 mit HSP90 >50%: p=0.031 0.262
mit rpS6 pos: p=0.028
MUC1 mit HLF;-\DRppos:pp=0.O34 0.065
mit extrahep. Metastasierung: p=0.004
HSP90 mit G3-4: p=0.008 0.018
mit CD44v6 >50%: p=0.031
HGFR ns 0.218
IGF1-R mit EGFR >50%: p=0.004 0.752
EGFR mit IGF1-R >80%: p=0.004 0.416
rpS6 mit MUC1 pos: p=0.028 0.639
mit HLADR pos: p=0.006
CD44v6/MUC1 mit rpS6 pf,s: pF=)0.O47 0.03
CD44v6/HGFR ns 0.173
mit HSP90 >50%: p=0.004
CD44v6/IGF1-R mit EGFR >50%: pp=0.023 0.315
mit extrahep. Metastasierung: p=0.016
CDA44v6/HSPIO D esa oo, T 0.002
CD44v6/rpS6 ns 0.624
MUC1/HGFR siehe MUC1 0.065
MUC1/IGF1-R ns 0.275
MUC1/HSP90 ns <0.001
MUC1/rpS6 ns 0.048
HGFR/IGF1-R ns 0.515
mit extrahep. Metastasierung: p=0.016
HGFR/HSP90 r:it o p=0‘003g P 0.035
HGFR/rpS6 ns 0.704
mit extrahep. Metastasierung: p=0.004
IGF1-R/HSP90 mit G3-4: p=0.008 0.018
mit CD44v6 >50%: p=0.031
IGF1-R/rpS6 ns 0.629
BRAF - -
KRAS ns 0.232

Tabelle 118: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher und Log-Rank-Test in der Subgruppe
mit ausschliefSlich RO-resezierten multiplen Lebermetastasen. Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem

Faktor/Biomarker in Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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