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1 Einleitung
1.1 Kolorektales Karzinom

Die Pravention Behandlung undNachsorge vorKrebserkrankungerstellen eine enorme
Herausforderungfir das @sundheitssystem in Deutschland umdkeltweit dar. In den
Industrienationen sind maligne Tumorleiden die zweit haufigste Todesursache nach
kardiovaskularen Erkrankungdd, 2] Die kolorektalen Karzinomewiederum stehen als
Todesursache untedlenTumorerkrankungen je nach Populatianzweiter beziehungseise
dritter Stelle.In Europa variiert ditnzidenz zwischen Z@riechenlandund 70(Deutschland)
Neuerkrankungefi00.000/Jahr. otz der sich stetig weiterentwickelndemherapiekonzepte
lag die Zahl der @desfalle in Deutschland bea. 25.000 im Jahr 2014.aut der aktuellen
Statistik des RKP(blikationvon 2016 mitDatenaus dem Jah2013) sind Darmtumoren in
Deutschland bei Frauen die dritthags$ite tumorbedingte Todesursachat 11.818 Falle pro
Jahr (Mammakarzinom 17.853 Lungenkarzinom: 15.130und bei Méannern die
zweithaufigste Todessache mit 13144 Fallen pro Jahr (Prostatakarzinom 13.408
Lungenkarzinom: 29.7083]. Die Mortalitatdieser Erkrankungank ebenso wie die Inzidenz
seit den 1990er Jahrein Deutstilandkontinuierlich ab, was vornehmlich auf diteichzeitig
gestiegene Anzahl routinemafig durchgefihridorsorgekoloskopien zurtickzufiihren ist.
Hierdurch kdnnen Adenome vor deYWeiterentwicklungin Karzinome entsprechend der
AdenomKarzinomSequenzduchVogelsteinSequenz)4, 5], erkannt und entfernt werden.
Ohne Risikofaktoren liegt dakrkrankungssiko fir ein kolorektales Karom in der
Normalbevolkerungm Alter ab 40 Jahrendd 6%. Patienten mit Risikofaktoren wie der FAP
(Familiare adenomattse Polyposis) oder HNPCC (Hereditares;Poigbbsisassoziiertes
Kolonkarzinom) haben ein bis zu hundertprozentiges Erkrankungsuistkevurdendeshalb

in der vorliegenderArbeit nicht bertcksichtigf6-9].

Bei Stellungder Diagnose liegin 25%der Falle bereits einéernmetastasierung voiDie
Metastasen sind in 13% der Félle auf ein Organ beschrankt und in 12% in mehr als einem Organ
oder im Peritoneum nachweisbar. Einepatische Metastasierurfgndet sich in 19% der Félle
im Rahmen des Stagingbisgesamt entwickeln mehr als 50% alletidtden mit einem
kolorektalem Karzinom im Verlader Erkrankund-ebermetastasenBei 3% derPatienten

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



Metastasierung im Peritoneum vor. Weitere Fernmetastasen kargieh mit einer Haufigkeit
von jeweils 12% in nichtregiondren Lymphknoten, der Haut und in allen Ubrigen
Lokalisationen zeige[®]. Die hamatogene Metastasierung folgt dem vendsen Abfluss Uber
die V. portae. Nur beim distalen Rektumkarzinkimnen direkte Lungenmetastase&urch
dievendseVersorgung Uber digv. rectales mediae et inferaerV. cava entstehen. Aufgrund
der Tumorbiologie und der unterschiedlichen Metastasierungswegeird zwischen
kolorektalen Tumoren und distalen Rektumkarzinomen unterschietteder voliegenden
Arbeit wurden nur kolorektale Karzinonuatersucht.
Die Trennlinie zwischen Kolonund Rektumkarzinom istdem internationalen
Dokumentationssystenund der aktuellen SB8eitlinie zufolge [9-11] bei 16cm ab ano
festgelegt Das heil3tzwischen aboralem Tumorrand und Anokutanliméssen mindestens
16cmliegen,wenn es siclper definitionemum ein kolorektales Karzinohandelt.In den USA
wurde diese Grenzewegen der Haufigkeit an Lokalrezidiven des Rektumkarzindrasl2cm
ab ano festgelegl 2].
Fur synchrone als auch metachrone Metastasen ldeber oder der Lunge ist eine kurative
Therapie durch vollstandige operative Entfernung moghiehgt sich im Rahmen des Stagings
und der weiteren Diagnostik, dassie ROResektiorerreicht werden kann, wird die priméare
Operation empfohlen. Resektablebermetastasen liegen der Leitlinie nach vor, wenn

1 eine nichtresektable extrahepatische Tumormanifestation ausgeschlossen ist
weniger als 70% des Parenchyms befallen sind
weniger als 3 Lebervenen und weniger als 7 Segmente betroffen sind

keine Leberinuffizienz oder Child-Bder GZirrhose vorhanden ist

= =/ =A =4

keine schwerwiegenden Begleiterkrankungen vorliegen

FUr Lungenmetastasen liegen solche Kriterien in Bezug auf die chirurgischen
Therapieoptionen aufgrund der deutlich geringeren Haufigkeit des Auftretens nicht vor. In
diesen Fallen sollte die Resektabilitat in einem Zentrum mit ausreichender Expertisét gepru
werden.
Die 5-JahresUberlebensratanach Resektiosynchroner_ebermetastasen eines kolorektalen
Karzinoms liegt zwischer82ind 39,246 [13-16]. TrotznachgewieseneRGResektion bleiben
nur ca. 30% der Patienten langfristig rezidivfies kann daher auch in diesen Faléne
adjuvante Chemotherapie ewgen werden.Im Gegensatz dazu liegt die-J&hres
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Uberlebensrate beider ROResektion des primaren kolorektalen Karzinomwisne das
Vorliegen einer Fernmetastasierubgi 7680%.

Als Basis fur die Therapie des kolorektalen Karzinoms gilt dieeitiie cér deutschen
Krebsgesellschaft in der aktuellen Version von 2@14Fur dieEinteilung und Klassifizierung
des Tumorsaus der sicdanndas Therapiekonzept ableitetierdenzum einen dierweiterte
TNMKIassifikation(siehe Tabelle50 im Anhang)sowie derDifferenzierunggrad unddas
Ergebnisder histologischa Untersuchungdes ResektatberangezogenAuf der Grundlage
der TNMKIlassifikation kann die UICC (Union internationale contre le cancer-
Stadieneinteilungrorgenommen werder(siehe Tabelle51 im Anhang. Erganzend kénnen
durch den Pathologemur Therapiesteuerungei geplanter adjuvanter Chemotherapie oder
bei \erdacht auf dad/orliegen eines HNPCGntersuchungn auf Mikrosatellieninstabilitat
und weitere Mutationen wie beispielsweisé/ K/NRAS BRAF und ALKurchgefiihrt werden.

1.2 Therapie

Fir die Entwicklungeiner effektiven Behandlungsstrategi@mpfiehlt die S3Leitlinie bei
fortgeschrittenem Kolonkarzinom (Ul&Stadien Il und 1M9]) eine Vorstellung in der
interdisziplinaren Tumorkonferenzereits vor der chirurgischen Primartherapie.der Regel
ist die Tumorresektion mit entsprechenddRadikalitatder wichtigste Faktor fur einen
kurativen Ansatz. Darunter versteht man diellstandigeResektion des Tumors nmeinem
ausreichenda Abstand im gesunden Gewebater Mithahmedes Lymphabflussgebietest
mindestens zwolf Lymphknotdinbloc-Resektion)Je nach Tumorlokalisatiaom Kolonkann
eine (@f. erweiterte) Hemikolektomieurchgefuhrt werdenSofern beErstdiagnose bereits
Lebermetastasenorliegen,kénnendiese in Abhéngigkeitom Primartumorder Anzahl der
Metastasen undmdglicher Komorbiditédt des Patienten simultan reseziert wen. Bei
multiplen Lebermetastasemuss je naclBefund und Stagingin zweizeitiges Vorgehen
respektiveeine reine Chemotherapider Metastasendiskutiert werden Nicht resektable
Lebermetastasen konnen zudem mittels eines lokalablativen Verfahrens wie der
Radiofrequenzablation, SIRT und LITT behandelt wgBjen

Eine neoadjuvante Radi€hemotherapie wird nur bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen

(UICEStadien I und l1ll), nicht aber bei Kolorsiaomen empfohlen. Beimodal positiven
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Kolonkarzinom{UICGStadium Illverbessert die adjuvante Therapie rmistoperativer Gabe
des FOLFG3chemas (s.u.) Uber sechs Mondie 5-Jahresiberlebenrate um 150% und die
5-JahresRezidivfreiheit um ca. 70¢47-19].

Im UICEStadium 1l ist der Literatur zufolge kein eindeutigen&fit durch eine adjuvante
Chemotherapidir den Patienten abzuleiteries erbesserte sich in diese Stadiunezwar das
krankheitsfreies-Jahresintervall, jedoch ohne Effekt auf dasl&hresGesamtiiberlebeifl?,

20, 21] Die adjwante Chemotherapie wird im Stadium Il daher nur bei einer vorhandenen
Risikokonstellatioffzum Beispiel béi4Tumor, Notfalloperation, Tumorperforation, weniger
alszwolf Lymphknoten entfernt) empfohlen.

Beim Primartumor werden mit dem FOLFSehema, imVergleich zur 5SFMonotherapie,
signifikant hohere Ansprechraten und ehensolangeres progressionsfreies Uberleben, bei
nicht signifikant verlangertem Gesamtuberleben erreici22, 23] Aufgrund der
Unvertraglichkeit und den teilweise schweren Nebenwirkungeon Oxaliplatin unter
anderem mitNeutropenie (Schweregrad 3ind 4 bei 41,7% versus 5,3%er Patienten)
Diarrhoe (Schweregrad 2ind 4 bei 11,9% versus 5,3% der Patientam)d Neurotoxizitat
(Schweregrad Bei 18,2% versus 0% der Patient¢®3], wird die Dosidaufigreduziert oder
auf eine 5FeMonotherapie umgestelltUnter SFUMonotherapie(Ansprechrate 2%) bei der
durch oraleEinnahmeder Patientenkomfort deutlib erhéhtwird, liegt das Gesamtiiberleben
bei 12,9 Monaten24]. Diese Patienterkdnnen in der Verlaufsbetrachtung und bei Fragen

nach demrherapieansprechen héchsten noch unter Vorbehalt ausgewertet werden

Kontraindikationen fir eine adjuvante Chemotherapie sind
1 Schlechter Allgemeinzustand

Unkontrollierte Infektion

Leberzirrhose Child B und C

Schwere KHK odéterzinsuffizienz (NYHA 11l und V)

Praterminale und terminale Niereninsuffizienz

Eingeschrankte Knochenmarkfunktion

Andere, die Lebenserwartungen bestimmende Komorbiditaten

=4 =/ =2 A4 -4 -5 -

Unvermdgen, an regelmafligen Kontrolluntersuchungen teilzunehmen



Nach der R@Resekibn von Lebermetastasen karauf der Grundlageler S3Leitlinie eine
adjuvante Chemotherapie erwogen werddédakeine placebokontrollierten und verblindeten
Studien zur systemischen adjuvanten Therapie nach Metastasenresektion vorliegen, ist die
Datenlagdimitiert. Anhand prospektiver Studien zeichnet sich allerdings ein Vorteil fur eine
5-FUbasierte Chemotherapie im Vergleich zur alleinigen Operation hinsichtlich des
Gesamtiuberlebens a25].

Die Auswahl des Chemotherapieregimes bei niesekablen Lebermetastasen ist abhangig

von der therapeutischen Zielsetzung, also davon, ob eine sekundéare Resektabilitdt angestrebt
oder eine rein palliative/symptomorientierte Behandlung intendiert ist. Auch bei primarerer
Irresektabilitédt der Lebermetastasesollte unter systemischer Therapie die regelmaliige
Evaluation einer moglichen sekundaren Resektabilitét erfolgen. Studiemeoadjuvante
Therapieregime mit Kombinationen aus FOLFOX, FOLFIRI und Cetuximab anwendeten, zeigten
zum Teil gute Anspreelind Resektionsratei26-28].

Das FOLF@G3chema basiert awfiner Kombination vofrolinsaure (FOL), Fluorouracil (F) und
Oxaliplatin (OX)Es werden verschiedene Protokolle dE®LFO$chemas (beispielsweise
FOLFOX) angewandt. Als Alternative wirthmer wieder die Verwendung irinotecanhaltiger
Protokolle (FOLFIRI) diskutiert. Diese kénnen wiederum auch mit einem FStRé&wa
kombiniert werden29-31].

Zu den oben genannten Schertafur die Erstlinientherapie kbnnen monoklonale Antikdrper

wie Bevacizumab (Hemung der Angiogenese Uber VEGF) und Cetuximab (Hemmung des
Wachstumsfaktors EGFR) gegeben werden. Einige St[R¥e28, 32]zeigten darunter ein
langeres progressionsfreies Uberleben beziehungsweise ein besseres Gesamtiiberleben,
sodass diese beiden Therapeutika in die Leitlinie von Jlaufgenommen wurden.

Seither wurden weitere vielversprechendatikorper und Inhibitorenn Studien getstet und

finden mdglicherweise Eingang in die nachste Version der Leitlinie. Dem vorausgreifend
werden die Therapeutikawelche gegen die in dieser Arbeit untersuchten Zielmolekile

gerichtet sindim Rahmen dgDiskussiasteilsbesprochen.



1.3 Biomarker

Fir das Ansprechen auf die Chemotherapie rsben derkorrekten Durchfihrungdes
Therapieshemas der Mutationsstatus des Patienten entscheidend. Die Verandesnagr
Tumorbiologieauf molekularer Ebene konneaum Beispiel infrallder K-/N-/HRASMutation
dazu fuhren, dass die Signaltransduktion der Zellen dereguliert Dsdurch kdnnen
Chemotherapeutikaim folgendenBeispielCetuximabjhre Wirkung verlierenCetuximahst
ein monoKkonaler IgGIAntikorper, der unter anderenfiiir eine Kombinationstherapie mit
FOLFOX odexls Monotherapie zugelassen ist. BEindet an den Wachstumsfaktor EGFR
(epidermal growth factor receptgr und hemmt damit die von hier ausgehende
Signaltransduktioriiber dasuntergeordnete RasProtein welchesauf dem intrazellularen
Signalwediegt. Ist H/K-/NRASnun mutiert, wird es nicht mehr in Abhangigkeit von EGFR
reguliert, sondern ist permanent aktilbie Hemmung des hdherliegenden EREzeptos hat
auf diesen Signalwegpmit keinen Effekinehr [33-35].
Aul®er der RASMutation gibt es weitere Biomarkerdie einen groRen Einfluss auf die
Wirksamkeit der Chemotherapie habenler zentrale Funktionen flr das Tumorwachstum
innerhalb der Zelle wahrnehmedzy R RIF YA G dzyiSNJ RSY {IFYYStoS3
¢ dzY2 NI NJ] SNXB 1 deardex Yibtgr3deSdma GeSichtspunkist bei der
Entwicklung neuer Chemotherapeutika die Suchénaci 2 ASy I YY1 Sy a RNXzAl 6 f ¢
Fokus gerickt. Je weiter die Kenntnis Uber die einzelnen Faktoren und die damit verbundenen
Therapieoptionen voranschreitet, desto effektiver kann die Therapie auf jeden einzelnen
Patienten, im Sinne einendlividualsierten medikamentosen Aerapie, abgestimmt und
angepasst werden. Zu diesem Ziel soll auch die vorliegende Arbeit beit@giEmwurden
jeweils zwei Biomarker awerschiedenen Funktionsteichenin der Zelleausgewahlt:

1 Zelladhasionsmolekil€D44v6 od MUC1
WachstumsfaktorezeptorerHGFR unéiGF1R
SignaltransduktionsmolekléISP90 undoS6Kinase
Genotypische BiomarkeKRASINd BRAF

= =/ =4 =4

ERCC(Verwendung nur im Rahmen der Etablierungsphase)

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

therapieentscheidende Biomarker hinzugeftigt, um die therapeutische Wertigkeit der neuen
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Biomarker zu zeigerkur die Auswahl deanderen,neuenBiomarker wamitentscheidend,
dass sie bereits als Zielmolekile fiur die Tumortherapie bekavaren und dass sich
entsprechende Therapeutikauf dem Markt odeim Zulassungsprozess batien Teilweise
lagenfir dieseTherapeutika nutdntersuchungen aanderen Tumorentitaenvor, womit ihre
Anwendung im Rahmegines Off-lable-usebeim kolorektalen Karzinommdglichist.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeitag auf der Entwicklung einer moglichen
Doppelhemmungsstrategieauf Grundlage dergewonneren Erkenntnisse uber die
Auspragungsmerkmale der Biomarkadit Doppelhemmungst die gleichzeitigénhibition
zweierunterschiedlicheZielmolekile gemeinimit derdie Effektivitat der Therapigesteigert
oder mogliche synergistischend additive Effekte genutzt werden konnenDies ware
beispielsweise durcHie Vaaznierunggegen einen Markeund dieparalleleInhibition eines
weiteren hochexprimierten Biomarkersdglich.

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

Diskussion hergestellt.

1.3.1 KRAS

Das KirsterRagKRABONkogen gehdrt zur Familie der Rasne und kodiert fir eine GTPase.
NebenKRASehoren HRas und NRaszu den wichtigsten Onkogenen beim Menschin.
gesunden Gewebe ists fur die intrazellulare Signaltransduktion, ausgehend von
membranstandigen Rezeptoren wie EGFR, HGFRGHLR verantwortlich. Wie bereits im

oben genannten Beispiel beschrieben, &etPunktmutationen auf, die in verschiedenen
malignen Tumorerkrankungen zu einer Autoaktivierung des Proteins fihren. Mutationen im
KRASSen treten hauptséchlich im Exon 2 und hier in den Codons 12, 13 und 61 auf. Sie finden
sich bei 3%45% der Patienten inkolorektalem Karzinom. Im mutiertedRASrotein ist GTP
dauerhaft gebunden, wodurch das Protein permanent aktiv ist. Da nur Patienten mit dem
KRASVildtyp von einer Therapie mit dem EGRRibitor Cetuximab profitieren, ist vor der
Einleitung der Thede der Mutationsstatus zu prufen. 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 korj@ef3,

36-39].
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1.3.2 BRAF

DasBRAHRProtoonkogen kodiert fir eine Serin/Threorfinase deRAFMIL-Familie. Das Ras
Protein wid durchRARaktiviert und spielt in der Regulation des MKihase/ERISignalwegs,
welcher die Zellteilung und Zelldifferenzierung beeinflusst, eine Rolle. Mutationen kénnen in
zwei unterschiedlichen Formen in Erscheinung treten. Angeborene MutationerBRIAE

Gens fuhren zum seltenen Kardazio-kutanen Syndrom. Es zeichnet sich durch eine
Kombination von Fehlbildungen und geistiger Entwicklungsverzogerung aus. Erworbene
Mutationen desBRAFGens sind mit verschiedenen Karzinomen assoaiiedt kommen am
haufigsten bei malignen Melanomen vor. Die wichtigsten Varianten sind die V&ORE
V600K ¢ Mutation, die ca. 75%, respektive 25% ddBRAFMutationen beim malignen
Melanom ausmacherDie fur das kolorektale Karzinom relevante Mutation liegt im Exon 15
und wird entsprechend ihrer Lokalisation und der beteiligten Aminosauren als Mutation
V600E bezeichnet. Es handelt sich um eine -Gfonction-Mutation, die, &hnlich deKRAS
Mutation, eine Steigerung der Proteinaktivitat zur Folge hat. BRAFRMutation tritt bei 8

15% der kolorektalen Karzinome auf und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert. Ob sich
daruber hinaus eine therapeutische Konsequenz fis Kolorektale Karzinombleiten lasst

bleibt zurzeit unklar. Inhibitorenwie beispielsweise Vemurafendind bisher fir das maligne
Melanom, Lebetund Nierentumoren zugelassen, nicht jedoch fir das kolorektale Karzinom
[35, 38, 4643].

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

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

1.3.3 ERCC

Das Protein ERCC1 (excision repair e8sY L) SYSy GAy 3 3INRBdzLJ mu FA
(nukleotid excision repaift | K Diegekdmplex ist fiir die Reparatur von BiN#sionen,

wie Schaden durch UMcht und Chemikalien, Strangbriiche und Crosslinkschen den
DNAStrangen, zustandig. Fur die Tumortherapie ist im Besonderen die Fahigkeit des NER
Pathways relevant, auch durch Plat@hemotherapeutika verursachteDNAL&sionen

reparieren zu kénnen. Sowohl auf Proteinebene als auch auf mRb&ke flhrt die

Uberexpression von ERCC1 zur Resistenz bei platinbasierter Chemotherapie. Die Effektivitét,
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mit der das ProteinERCC1 die Schaden rickgéngig macht, hangt unter anderem von einem
Polymorphismus im Codon 118 mit der Aminosauresequenz "AAC” ab. An der &tizlle

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 Einb@&urilgosaure Asparagin.

Mit der Anzahl der ‘Rllele scheint aber der ERG@RNALevel zu steigen. Andere Studien
legen nahe, dass ethnische Unterschiede in der Auspragung des Polymorphismus sowie in der
Metabolisierung bestimmter Chemotherapeutika besteneBRCC1 gilt zudem als ein
prognostischer Markelbeim kolorektalen Karzinomef#4-48].

Das ERGEGGen steht, anderes als die tbrigen 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. Nebenesdrelevanz fur die
individualisierte Tumortherapie war entscheidend, dass ERCC1 mit allen in dieser Arbeit zum
Tragen kommenden Methoden untersucht werden kabamit istdas Standardverfahren
mittels PCR und Gelelektrophorese, die Pyrosequenzierungltalmativer Ansatz und als
drittes Verfahren die immunhistochemische Farbung auf Gefrierschrgegemeint. Details zur

Etablierungsphase sind im Material und Methodgneil erlautert.

1.3.4 CD44v6

Das Molekul CD44 ist ein membranstandiges Glykoproteivelches an vielen ZelZelt
Interaktionen, an der Zelladhasion und am Zellwachstum beteiligt ist. Es spielt bei diversen
physiologischen Vorgangen, wie beispielsweise der Regulation des Immunsystems und der
Lymphozytenfunktion, eine wichtige Rolle. Bekannteisie breite Heterogenitat, die durch
alternatives Splicingund posttranslationale Modifikation entstehtDie verschiedenen
Isoformen teilen sich die gleiche Transmembranregion und defenhinalen Teil des
Proteins Neben der sogenannten kleineren Standarth CD44s, dievon einer Vielzahl
verschiedener Zellen exprimiert wirdxistiert eine grof3e Anzahl an Isoformen mit variablen
extrazellularen Domanen: CD44v. Unter den CElddformen spieltvor allemCD44v6 eine
wichtige Rolle in der Tumorprogressjatie durch seinelnteraktion mit dem HGIRezeptor
(hepatocyte growth factorhoch verstarkt wirdWichtige Funktionenwie Zellmigration und

Invasion werden durctHGR potenziert da CD44veund HGFR sich wechselseitig als
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Cofaktoen dienen Auch der Tyrosinkinaserezeptor VEGFRird von CD44v6 reguliert,
sodass auch ein Einflussfadie Agioneogenesebesteht Ein CD44wnhibitor der Firma
Amcure befindet sich zur Zeit in der klinischen Testphase. CD44v6 kannataBevmarker

und gleicleeitigals Zielmolekil fur diedividualisierteTumortherapie dienerj49-53].

1.3.5 MUC1(Mucinl)

MUC1 ist ein membrangebundenes Protein aus der M&aimilie. Muzineverfiigen Uber
grol3e O-glycosylierteextrazellulare Doméanendie eine schitzende Schichh Sinne einer
physikalischen Barriereauf epthelialen Oberflachen bilden. udem sind sie an der
intrazellularen Signalkaskade beteiligt. Das MP@dtein findet sich auf verschiedenen
Epithelien, wie beispielsweise der Lunge, dem Gastrointestinaltrakt und dem Pankreas.
Karzinomen fallt MUC1 haufig mit Uberexpression, fehlerhafter intnalzedir Lokalisation
und durch Veranderungen in der Glykdigyung auf.Dabei kommt es auch zu einem Verlust
der Polaritat der Zelle und einer MU@Lsbreitung tUber die gesamte Zelloberflache
Tumor bestehbei MUQ-Uberexpressiomneben einer Assoziatiomit erhdhter Aktivitat von
Wachstumsfaktoreneine Interaktionder intrazellularen Doméanmit p53 und HSP9O0 (siehe
1.3.8, wodurch verschiedene Mbéanismen der Apoptose inhibiert werdedurch vermehrte
Bildung von Bet&atenin im Rahmen der Zunahme der MUEgpression wird die
Tumorzellinvasion und damit die Metastasierung geférd@ie Uberexpression von MUCL ist
mit einer schlechten Prognosessoziiert, bietet aber auch ein wichtiges Ziel fur neue
Therapeutika. Vielversprechende Therapiedmséuf Basis vorVakzine, monoklonal@é

Antikdrpem und Inhibitorensind Gegenstand aktueller Forschufi-57).

1.3.6 HGFRezeptor

Das Protein HGFR (hepatocyte growth factor receptor) ist ein transmembraner
Wachstumsfaktorrezeptaaus der~amilieder Rezeptortyrosinkinaseg&rschitzt die Zelle vor
Apoptose und fordert die Proliferation, wa#ir die embryonale Entwicklung, die
Organogenese und die Wundheilung essentisil HGFRkommt in der Regel nur in
Stammzellen und Progenitorzellen vor und ist bei diversen malignen Tumokeankungen

dereguliert Dies fuhrt zutberschieRendeAktivitat des Rezeptorswelche wiederum das
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Tumorwachstumgie Angiogenese undie Metastasierungoérdert. Dabei spielt nicht nur die
unkontrollierte Aktivitdat von HGFR eine Rolle, sondern auch idieder gesunden Zelle
gegenregulierende Phosphatase PTHRiteren Einfluss auf die Funktieweisevon HGFR
nimmt der, oben bereits beschriebeneerstarkende Effekt durch den Cofaktor CD44vig.
nachgeschalteten Siglwegebeinhalteneine Reiheweiterer tumorrelevante Proteine wie
denKRASBBRARVAPK und denPTEN/PI3K/AkKBignalwegDurch die zentrale Rolle von HGFR
in der Tumorbiologiavird intensiv nachtherapeutisch@ Ansatzpunken gesucht. Esvurden
bereits verschiedene HGRR-Antagonisten wie beispielsweise Crizotinib und Tivantinib
entwickelt, die sictzurzeit in unterschiedlichen Entwicklungsstadien befind&h, 52, 58, 59]
GMET, das Gen des HBEzeptorsist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung und in

vielen Publikationen zu finden.

1.3.7 IGFtRezeptor

Dieer Rezeptor bindet IGF1 (insulike growth factor 1) und verfiigtbensowie die anderen
Wachstumsfaktorrezeptoren Uber TyrosinkinaseaktivitiiF2 und Insulinverden mit
niedriger Affinitat ebenfallan den RezeptagebundenlGF1Rspidt eine entscheignde Rolle

in Transformationsprozesserist am Zellwachstum und an der Regulation des Uberlebens der
Zellen beteiligt In malignerZellenist derIGF1RRzeptor haufig Uberexprimiert, wodurch sich
das Uberleben der Zellen verlangekuch hier sind die nackgchalteten Signalwege mit der
Zellproliferation beziehungsweise der Hemmung der Apoptose assofliede Signalwege
werden zum Teil auch Uber EGFR aktiviert, sodes&influss volGF1Rauf diegemeinsame
Endstreckeim Rahmen deiintrazellularen Signdtransduktion ein weiterer Gund fur ein
Therapieversagen der EGFRibition durch Cetuximab sein kannGF1RUberexpression
geht mit einer schlechteren Prognose einher und schal@ TumorgrofRedirekt zu
beeinflussen Die Suche nach selektiven Inhibitoren fur die Therapie ist aufgrund der
Ahnlichkeit dedGF1Rzum Insulinrezeptor schwierig und Gegenstand aktueller Forschung
Dabei zeigte eine Ubersichtsarbeit von 2017, dass die bisher verfiigbaren Inhibitoren
Ganitumab, Dalotuzumab, Gxutumumab, Teprotumumab and Hgitumumab keine

Verbesserung der Prognose erziel{86, 6066].
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1.3.8 HSP90

Das ProteitHSP9@ca. 90kDagehort zur Gruppe der Hitzeschockproteine. Als Chaperort spiel
es fur die korrekte Faltungon neusynthetisierterProteinen eine entscheidende Roll&s
stabilisiert undtransportiert seine Substratproteineund ist je nach Anforderungauch an
deren Degradierung beteiligt.Wie die anderen Biomarker tbernimmt HSP90 zudem
Funktionen im Bereich der Signaltransdukti®tSP90 liegt sowohl im Cytosol als auch im
Endoplasmatischen Retikulum va@usammemit HSP7Qnd HOP (HSP organizing protein)
ist esdurch Dysregulation in Tumaellenan multiplen Uberlebensprozessen im Rahnolen
Stabilisierungpder Degradierung tumorrelevanter Rezeptoren und Signalmoledaehl im
Sinne eines Promotors fur die Zellproliferation und Metastasierung als @aacBuppresssor
ander Hemmung der Agptosebeteiligt. Fir die Tumortherapie ist HSP90 somit ein weiteres
interessantes ZielmolektURAktuell werden Inhibitoren entwickelt, von denen nicht nur ein
direkter Effekt auf den Tumor erwartewird, sondern es besteht zudem die Annahme,slas
Chemotheapeutika wie Oxaliplatin unter HSR8thibitionwie Ganetespilbesser wirkeni67-

71].

1.3.9 rpS6Kinase

DierpS6K wird in degangigerNomenklaturauchals RPS6KBRiposomal Ptein SeKinase
B1) bezeichnetSie gehdrt zur Failie der ribosomalen SGSerin/Threonin) Kinasenlhr
wichtigstes Zielmolekdl ist das ribosomale-88otein, eine Kompnente der 408Jntereinheit
des RibosomsDie Kinasdst zudemim mTORPI3KSignalweg zu finden und férdert die
Proteinsynthese, das Zellwachstum und die Zellproliferatt&swird vermutet, dass die S6
Kinase auch eine zentrale Rolle in der Energiehonadesund bei der Entwicklung des
metabolischen Syndroms spielt.

Bei Tumorerkrankungen ist eine Deregulation des mTORBg§alwegs maoglich. Dies fuhrt
nicht nur zu Veranderungen in der Signalkaskade Stimulation des Zellachstums und
Hemmung defTumorsippressoren, sonderes gibtzudemHinweiseauf Resistenzen gegen
Rapamycin(Sirolimusyurch einemTORUnNtereinheit Neben Rapamycin, dessen Zielmolekl

dasder S6Kinasevorgeschalte¢ mTORSst, befinden siclauchinhibitoren gegemlie SéKinase
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in der Entwicklung. Dieseeigten sich bisher allerdingsis auf wenige Ausnahmen wie den
spezifischers6Knhibitor PF4708671, nur in geringem Mal3e effekff2-75].

1.4 Zusammenhangewischen den Biomarkern

Wie aus deeinleitendenCharakterisierunger einzelnen Biomarker in KapiteBhervorgeht,

sind die tumorbiologisch verandertedroteine auf vielfaltige Weise an demtrazellularen
Signalwegen beteiligt und interagieremt ihnenauf allen Ebenen der Signaltransdukti@ei

der Betrachtung dieses komplexen Systargbtsich die Frage, widie Tumorbiologie durch

das gleichzeitige Auftretemon Uberexpression beziehungsweise unkontrollierfektivitat
parallelbei mehreren Biomarkerim selben Tumobeeinflusst wird Um diesesSystemder
Signalkaskademnit aktivierenden und hemmenden Komponentdyesser versteherzu
kénnen erschént es naheliegendden Einfluss zweier Faktoren zusammenzufassen und die
RI NJ dza NE&ddzZ G§ASNBYRSY ON] SYyyilyAaadso dey RI&
therapierelevanten Zielmolekile, zu integrieredudem ist diebereits angesprochene
Moglichkeit einer Doppelhemmungsstrategie ein vielversprechendes Werkaeugdie
Tumortherapie weiterzuentwickeln und bishererkannte synergistischend addiive Effekte

Zu nutzen.

Wenn nun einer deruntersuchten. A 2 Y+ NJ] SNJ YA G «0SNB-getad@aarz2y:
vorliegt, welchen Einfluss hatte in diesem Fall ein zweiter positiver Mawkgteichen Tumat
Besteht bei einem dementsprechemaveifach positiverTumor eine schlechtere Progndse
Welche Konsguenz hatdieser Umstandir die Therapie?

Dazum gegenwartigerZeitpunkt(StandNovember 208) keine Publikatioren zu klinischen
Studien vorliegen, die solche Zusammenhange fir die Tumodma, Prognose und
Pradiktivitat untersuchhaben stellt diese Betrachtung einen zentralen Teil der vorliegenden
Arbeit dar Nach der Analyse der einzelnen Faktoren wurden diese in Abhangigkeit von

einander und in Bezug auf die Klinisghathologischen Da&n untersucht.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Der Fokusder vorliegenden Arbeitliegt auf der Gewinnung neuer Erkenntnisse zur
VerbesserungNeu und Weiteentwicklung biomarkerbasierter Therapieoptionenbeim
kolorektalen Karzinom Dabei bestehtsowohl der Bedaf die Biomarker besser zu
charakterisieren und bereits vorhandene bei anderen Tumorentitaten wirksame
Therapeutika beim kolorektalen Karzinoemzusetzenmals auch mégliche Zusammenhéange
der Zielmolekile untereinander zu verstehemd entsprechende Konsequenzen fir die
Tumorbiologie und die Therapiestrategie abzuleité®chliellich soll auch auf die im
vorausgegangenen Kapitel gestellten Fragen in Bezugliaugleichzeitige Uberexpression
mehrerer Biomarker eingegangen werden.
Daraus ergeben sich folgende Ziele:
1. Etablierungvon immunhistochemischen und molekularbiologisch&erfahren zur
Biomarkeranajlse ausfrischemTumorresektat.
2. Auswahl therapierelevanter Biomarkerund Analyse deren genotypische und
phanotypische Expressionsprol
3. Gewinn neueErkenntnisse Uber die Zusammenhange der Biomarker untereinander.
4. Identifikation von Patienten mit hohem Bedarf an neuen Therapiestrategien.

5. Entwicklungentsprechendeneuer Therapiestrategien.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeitwurde das Gewebe vomsgesamin=144Patienten untersucht, digvdhrend
eines Zeitraumes von acht Jahren 2003 bis 2011) eingeschlossen wden. Davon entfielen
n=89 Proben auf kolorektale Karzinomeind n=59 aufLebermetastaserdes kolorektalen
KarzinomsBei vier Patientewurdenpraoperativsynchrone Lieermetastasa nachgewiesen,
sodassn diesen Fallenlas Gewebe beiderumorlokalisationen gewonnen und untersucht
werden konnte Zusammengenommeargaben sichdarausn=148 TumorprobenZu jeder
Gewebepobe der Primartumoren wurde vom gleichen Patientenautologe benigne
Kolonmukosa gewonnen und vergleichend untersu¢ht89). Bei den metachronen
Lebermetastasen wurden die relevanten Daten beziglich des Primartumors aus den Akten
Ubernommen.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Patientendaten wurgderach Unterzeichnung einer
Einverstandniserklarung durch die Patienteden Akten enthommen und in einer
Stammdatenbank unter einetem Gewebe zugeordnetefgrtlaufend vergebenen Nummer
abgelegt. Unter dieser Nummer wurden samtliche Laboruntersuchungen durchgefiihrt und in
der Datenbanlabgelegt

Die Charakteristika des Patientenkolliektsind in den Ubersichtstabelléhabellel1und 12

in Kapitel 3.1 dargestelltim Vergleichmit mehreren groRen Studienan primaren und
metastasierten kolorektalen Karzinonen mit insgesamt n= 38424 Patient¢r6-83] zeigte
sich dass das der vorliegenden Arbeiintersuchte KollektiMn Bezug af Epidemiologie und
klinischpathologische~&toren, vergleichbar ist

Die klinischpathologischen Daten wurdemach der Aktenlageunter Einbeziehung des
pathologischen Berickterhoben.Es wurden Karzinome mit Lokalisation im gesamten Kolon
sowie im Berieh des proximalen Rektumdrittels, entsprechend der Definition nach der S3
Leitlinie[9, 10]oberhalb von 16 cm ab ano, eingeschlosdea.finf pathologische Institute
mit unterschiedlichen internen Standards fiir die Begutachtdag Gewebeproberbeteiligt
waren, lagnicht fur alle Gewebeproben die glae Vielzahl an Daten vor. Dies betraf
hauptsachlich den-L\+ und PnStatus (Lymphangiosis carcinomatosa, Veneninvasion und

Perineuralscheideninvasion) des Tumdsi den Primartumoren reduzierte sishdie Anzahl
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der Patienten mit vollstandigeatensatz dasheif3tinklusivedes L und \+Status von n=89
auf n=55 Patienten. Midem zusatzlichen Kriteriun®Pn-Status blieben n=20 Patienten Ubrig.
Aufgrund dieser teilweise sehr geringen Fallzahlwurden die letztgerannten Parameter

nicht in allen statistischen Auswertungsverfahren bertcksichtigt.

Ausschlusskriterien warestefiniert als

1 Postoperatives Versterbennerhalb von 30 Tagamach dem Eingriff

1 Tumore im Zusammenhang mit hereditdren Darmerkrankungen (HNFAE,
1 Zweitmalignome in der Anamnese
)l

Rektumkarzinome im mittleren oder distalen Rektumdrittel

In der vorliegenden Arbeit wurdarimarmit der 7ten Edition des Cancer Staging Manuals von
2010 gearbeitet[84]. Die mit jeder Neuauflage zunehnaa Komplexitdt der einzelnen
Tumorstadien lieR 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 desoForanuald85] klassifiziert
worden war. Zum anderen war die Gesamtzahl der untersuchten Patienten nicht grol3 genug,
um ausreichend grof3e Patientengruppen in allen Stadien zu etablieren. Es wurden somit beide
Fassungen des Cancer Staging Manuals unter Beriicksichtigufgyweiligen Schwerpunkte

und der Vergleichbarkeit bertcksichtigt und auf einander abgestirbnet.Unterschiede der
beiden Versionen sind im Anhang in deabelle50 Tabelle51 dargestellt.

Im Rahmen der statistischen Auswertung und Tumornachsorge wurden Kklinische und
tumorassoziierte pathologischBarameter entsprechend der Aktenlage in anonymisierter
Form zur Verfigung gestellt, ausgewertet und mit den Daten aus den Untersuchungen

verknupft.
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2.2 Gewebegewinnung

Dieuntersuchten Gewebgrobenstamnten ausvier zertifizierten Darmzentremim Grof3raum
Minchen sowieausder Chiurgischen Uniknik Grol3hadernReprasentativaGewebestiicke
der kolorektalen krzinome beziehungsweiseder Lebermetastasen wurderdurch den
diensthabenden Pathologen des jeweiligen Zentrudmekt aus denchirurgischen Resektat
prapariert und auf Eisgelagert Handelte es sich um ein Kolonresektaturde ebenfalls
tumorferne gesunde Kolonmukogaapariert undmitgegeben. Naclider Aufarbeitung und
Validierung durch den Pathologeerfolgte der umgehende Transpotinter kontinuierlicher
Kihlung des Praparats mit einem Kurierdieinstlas LabarBei Ankunft im Labor wurde das
Gewebe direkt entsprechend derlaborinternen SOR prapatiert und anschlielRendin
flissigem Stickstoffschockgefroren (siehe auch Kapitel 2.5). Die Ischamiezeiterder
Gewebeproben wurden mittels eines Begleitscheines dokumentind lagen zwischen 15
und 45 Minuten[86]. Alle Gewebproben wurden in der Gewebebank beionstanten

Temperaturen vor80°C entsprechend ublicher VerfahrdB6, 87] konserviert.

_ " ATCC®
Zelllinie Bezug Tumorentitét Zelltyp NuUmmer
HT29 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinor]  Epithelial HTB38
DLD1 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinor]  Epithelial CCE221

GEO Mit freundlicher Unterstitzung

von Prof. Tortora, Kolonkarzinom Epithelial --
Universitatsklinik Neapel

HCT116 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinor]  Epithelial CCr247

RKO Interdisz. Labor, Frankfurt Kolonkarzinom Epithelial CRE2577
SW480 Interdisz. Labor, Frankfurt | Kolorektales Adenokarzinor] Epithelial CCE228
CaCe? LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinor]  Epithelial HTB37
ColoD5 LGC Standards, London, UK Kolorektales Adenokarzinor]  Epithelial CCk222
HS74eT LGGStandards, London, UK Magenkarzinom Epithelial, HTB135

mesenchymal
N87 LGC Standards, London, UK Lebermetastgse aus Epithelial CRES822
Magenkarzinom
HL60 LGC Standards, London, UK Promyelozytenleukamie | Promyelozyt 59171

Tabellel: Verwendete Zelllinien
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2.3 Zelllinien

Zur kontinuierlichen Qualitatskontrolldoei den Farbedurchlaufe und bei der DNA
Sequenzierungvurden Praparate bendétigt, die elrekanntesund reproduzierbare&rgebnis
aufwiesen. Dafur wurden Tumorzelllinien mit verschiedenen tumorpathologischen
Auspragungsmustermerwendet Die Zelllinien wurden primar von Mitarbeitern im Bereich
Zellkulturgepflegt und freundlicherweise fur die in dieser Arbeit erforderlichen Kontrollen zur
Verfligung gstellt. Tabelle 1zeigt eine Ubersicht der verwendeten Zelllinien.

Fur dieKontrollen deimmunhistochemischeFarbung wurden aus den Zellkulturen Zytospin
Praparate angefertigt, wahrend fur die molekularbiologischen Verfahren die ZeHbiighn
isoliertund aufbereitet wurde. Beide Verfahren sind im Einzelnen in den folgenden Kapiteln

unter 2.5beschrieben.

2.3.1 Zelllinien in detmmunhistochemie

Fiar die immunhistochemischeFarbung wurden Objekttrager mit ZytospinPraparaten
(Herstellung siehe Kapitl5) verwendet Die Zelllinien wurden fir den jeweilig&iomarker

als positiv gewertet, wenn mehr als 50% der Zellen gefarbt waren und eine Intensitat
(definierte Spanne-3) von mindestens2 vorlag.

Bei jederdurchgefuhrtenFarbungwurde ein ZytospifPraparatmit den gleichen Reagenzien
inkubiert und gefarbtwie diezu untersuchendeRatientenprobenEin Fehler im Farbeablauf

wirdedurch das gemeinsanteirben deZytospinrPositivkontrollemit dem Patientengewebe

. Prozgnt Expressionsprofil _ _
. Anti- - anteil Farbeintensitat
Antigen ) Zelllinie "
kérper positiver | | Zyo (%, +, +¥
Zellen standig plt?ss:;a Nuklear
Zytokeratin KL1 HT29 100 : ++
Ki67 MIB-1 HT29 40 . + /[ ++
HLADR DK22 HL60 50 . +
EpCAM BerEP4 HT29 100 . +/ ++
EGFR H11l HT29 100 . . +/+

Tabelle2: ZytospinPraparate von bekannten Tumorzelllinien als Positivkontrolle. Prozeiitpositiver Zellen im Zytospin
Praparat. Farbeintensitat in + (schwach), + (maRig) und ++ (stark) quantifiziert.
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auch dieKontrollen betreffen und somit erkartrwerden Welche Zélinie als Positivkontrolle
fur welchen Antikdrper benutzt wurde und welche Farbeeigenschaften dieser aufigeist,
Tabelle 2 dargestellt. Als Positivkontrolle fiur den Leukozytenmarker CD45 dienten

Leukozyteninfiltrate und Lymphfdtkl im Gewebe.

2.3.2 Zelllinien in deMolekularbiologie

Zur Analyse der Punktmutationedm Rahmen der molekularbiologischen Untersuchemg
wurden ebenfallsZelllinien(Tabelle3) als Validitats und Positikontrollen verwendet Die
jeweilige Mutation der Zelllinie mussteekannt unddas Ergebniseproduzierbarsein Nach
der Auswahl der Zelllinieentsprechend dejeweilsbekanntenMutation, wurden sie aus der
zur Verfugung gestellten Kultur entnommen undt men untenbeschriebenerverfahren
analog zu den Gewebeprobgaufbereitet.

Bei jeder molekularbiologischen Analyser Patientenprobennach den in KapiteR.5
beschriebenen &ritten, wurde eineg fur die zu untersuchende Mutation posiéyZelllinie
gemeinsam mit dem Tumorgewebentersucht. Somit konnte die ZelllinierDNA den
Prozessablauf undlie korrekte Darstellungder Ergebnisseals Positivkontrollefur die
Patientenprobenverifizieren.Eine fehlerhafte Darstellung der Sequenz der Positivkontrolle
wurde alsein Indiz fir einen Fehler im Verfahrensablgefvertetund fuhrteautomatischzu

einer Wiederholung der gesamten Testreihe.

Zelllinie BRARS5 KRA®gino KRA®6hlmann
DLD1 Wit G13D G13D
HT29 V600E Wit Wt
GEO Wt G12A G12A

HCT116 Wt G13D G13D
RKO V600E Wit Wt
Sw480 Wt Glzv Glzv

Tabelle3: Kolonumorzelllinien mit Herkunft und Mutationsprofivt = Wildtyp = keine Mutation
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2.4 Materialien fur diemmunhistachemische Farbungnd Pyrogquenzierung
2.4.1 Antikorper

Erganzend zu den bereits in der Einleitung beschriebenen, malRgeblich in dieser Arbeit

untersuchten Biomarkern wurden im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen

weitere Molekile mittels spezifischer AntikGrper nachgewies#a fur die Auswertung oder

als tumorbiologische Faktoren relevant wareBiese Antikérper und ihre Verwendung

werdenim Folgendererlautert.

Als Nachweis und zur Orientierubgi epithelialen Zellen auf dem Gewebeschnitt diente der

anti-humane ZytokeratirBreitspektrumAntikorper KL1 (Zytokeratine 1, 2, 5, 6, 7, 8, 11, 14,

16, 17, 18).Da er einspezifischer undsehr zuverlassiger Markerist, wurde er als

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

Oberflachenmolekil zur Zelltypisierung sowie als Referenzmarkekuiize Ischamiezeiten

und die Qualitat des Praparat§ds, 89]

Arbeits Bestelt Positive
Antigen Antikorper | Spezies| Isotyp konz. Kit | Hersteller .
nummer | Zelllinie
pg/ml
. m Beckmann HCT116
Zytokeratin KL1 IgG1 0,32 - IM1918
Coulter
Ki67 MIB-1 m IgG1 1,14 - Dako M7240 CaCe?
CD45 2B11/PD7 m lgG1 45 - Dako MO0701 HL-60
HLADR L243 m | gc2al 10 .| BD 347360 | HS746T
Bioscience
EpCAM BerEp4 m lgG1 2,5 - Dako MO0804 HCT116
EGFR H11 m lgG1 2,94 - Dako M3563 DLD1
IGF1R 24-31 m lgG1 4.0 + Thermo AHR0321 RKO
Fisher
HGFR SP44 r IgG1 2,12 - Biomol SPBM344 | HCT116
m NCEMUC1 RKO
MUC1 Ma55.2 IgG1 0,5 - Novacastra
core
CD44v6 VFF18 m IgG1 1,0 - eBiosciencg BMS125 | HCT116
HSP90 ACS88 m lgG1 10 + Abcam Ab13492 | HCT116
PhospheS6
. poly- Cell
ribosamales rpS poly r 0,24 - . : 2211 RKO
. klonal Signaling
Protein

Tabelle 4: Zelltypische Antikérper. Arbeitskonz. bezeichnet die Konzentration in der der Antikorper auf das (

aufgetragen wurde. m = Maus; r = Rabbit; Kiterwendung eines Verstarkerkits.
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Des Weiteren wurde der Antikoep Ki67 als Proliferationsmarkf0, 91]eingesetztMit ihm
konnten Regionen mit hohd?roliferationsaktivitat identifiziert undnalysiertwerden.

Als Nachweisir die leukazytennfiltration diente der Panleukozytenmarker CD[@2]. Mit
ihm wurdenLeukozytermembranstandig markiert. In diesem Zusammenhang wurde auch
dasExpressionsprofil von HHAR (human leulayte antigen- D related), einem MHC (major
histocompatibility complex) Klasse 1l Zelloberflachenrezeptor, auf Epithelzellen untersucht
[93, 94] Im Falle einer Immunantwort wird er hochreguliert und kann somit als
Aktivierungsmarker genutztevden. Der Antikorperklon DK22 bindet spezifisehdie alpha
Kette des HLAR.

Der EpidermaGrowth-FactorRezeptor (EGFR, auch als HER1 bekanrg)niddlitglied der
ErbBUnterfamiie von Rezeptoefyrosinkinasen. Er witid mdignen Zellen hochregulieund
fordert dadurch das unkontrollierte Wachstum. Eine Uberexpression ist mieinem
fortgeschrittenenTumorstadium und Metastasierungowie mit einer schlechten Prognose
verbunden[95-97]. Durch die spezifischend effektiveAntikdrpertherapie mit Cetuximab und
Panitumumab hat EGFR als zentrales Molekiil in den Siggaiwan Bedeutung gewonnen.
Allerdings korreliert die immunhistochemisch nachgewiesene EEXBRession nicht mit
einem Ansprechen auf die Antikorpertherap@s-100].

Tabelle 4stellt alle benutzen Antikérper mit Verwendungsid Herstellerangaben dar.

2.4.2 Negativkontrollen

Die Antikdrper undseren der Negativkontrollesind inTabelle Saufgefiuhrt Siedientenbei
der Auswertung zuErkennungund Einschatmngder unspezifische HintergrundfarbungZu

diesen Antikorprn zahlt MOP&1, ein monoklonales Immunglobulin der Maus mit

Stamm | Arbeits .
. Verdin Bestelt
Antikdrper und Seren Isotyp konz. | -konz. Hersteller
nung nummer
mg/ml | pg/ml
. Sigma
MOPG21 lgG1 1 4,5 1:222 Aldrich M9269
. Sigma
UPC10 IgG2a 1 0,667 | 1:1500 Aldrich M9144
Hasenserum 15* 15 1:10000 Dako X0936

Tabelle5: Antikérper fir die Negativkontrollen. Stammkonz. bezeichnet die Konzentration in dem der Antikodrpe
Hersteller geliefert wurde. *Proteinkonzentration des Serums. Arbeitskonz. bezeichnet die Konzentration in der der A
auf das Gewebaufgetragenwurde. Verdiinnung ist die daraus resultierende Verdiinnung.
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unbekannter Spezifitates diente als IgGalsotypkontrolle.Als IgG2asotypkontrollewurde
UPGCL10, ein nicht rektives Immunglobulin der Mayserwendet.Negativkontrollen des 4B5
Antikorpers wurden mit Hasenserum in hochster Antikorperkonzentration (1,5 pg/ml)

inkubiert.

2.4.3 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle6 zeigtalle bendtigten Reagenzien, Losungen und Chemikalien fiDutiehfihrung
der immunhistochemischen Farbungnd der Pyrosequenzierungsowie der jeweils
vorgeschalteta Arbeitsschritte

Die genaue Zusammensetzumgd Herstellung von Losungédiur den Farbeprozess sowie die

Auswahl der PGRInd Sequenzierungsprimer werdenAbschnitt2.4.4beschrieben.

Chemikalie / Reagenz

Hersteller

Fur dieFarbung und Immunhistochemie:

AB-Serum

Bio-Rad Medical DiagnostidSreieich

Aceton

Roth, Karlsruhe

AvidinBiotin-Blocking Kit

Vector Laboratories

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

Sigma Aldrich

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Essigsaure

Merck, Darmstadt

YIA&ASNRa

Df @8OSNAyYy ISt UAYS

Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid

Flukd Sigma Aldrich

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Natriumacetat

Flukd Sigma Aldrich

Natriumchlorid

Flukd Sigma Aldrich

N,N-Dimethylformamide

Flukd Sigma Aldrich

al @SNRa | NYI I dzy Merck, Darmstadt
35%iges Wasserstoffperoxid(b1) Roth, Karlsruhe
Xylol VWR International GmbH, Darmstadt

Eosin Y disodium salt

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Ethanol 96%, 80%, 70% vergallt mit MEK

Apotheke Klinikum GrofRhadern

Fiir die DNAsolation:

Ethanol absolut zur Analyse

Merck, Darmstadt

QiAmp DNA Ni Kit

Qiagen GmbH, Hilden

- QIAmp MinElute Columns

- Puffer ATL

- Puffer AL *

- Puffer AW1 (Konzentrat)*

- Puffer AW2 (Konzentrat)**

25




- Puffer AE

- Carrier RNA

- Proteinkinase K

¢CNACI aidu

VWR International GmbH, Darmstadt

Chloroform

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid(NaOH)

Roth, Karlsruhe

2-(4-(2-HydroxyethyB1-piperazinylethansulfonsaure

Sigma Aldrich

Fur Orange G Ladeuffer:

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

Roth, Karlsruhe

50% Saccharose, DNAse/RNAse frei

Roth, Karlsruhe

50x TAEPuffer

Eppendorf AG, Hamburg

Fir die PCR:

Wasser fir Molekularbiologie, DEBEhandelt

Roth, Karlsruhe

HotStarTagDNS Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden

Primer (siehe.4.4.9

Metabion AG, Martinsried

10x PCHeuffer incl. 15mM Mg2+

Qiagen GmbH, Hilden

RotiMix PCR1 (dNTPs 2mM)

Roth, Karlsruhe

Humane méannlicheDNO mnny 3k >f 0

Promega, Madison, USA

Fur dieGelelektrophorese

Ethidiumbromid Lésung. 10mg/ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PeqgGold Universal Agarose

PegLab Biotechnologie, Erlangen

50 x TAEPuffer

Eppendorf AG, Hamburg

H20 destilliert

Eppendorf AG, Hamburg

Wasser fiir dieMolekularbiologie

Roth, Karlsruhe

GeneRuler ultra low range DNA ladder3@Bp

Fisher Scientific Gmhichwerte

Fir diePyrosequenzierung

PyroMark Gold Q24 Reagents

Qiagen GmbH, Hilden

- Enzyme Mixture***

- Substart Mixture****

- dATP

- dGTP

- dCTP

- dTTP

Sequenzieungsprime (siehe2.4.4.29

Metabion AG, Martinsried

PyroMark Binding Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMark Annealing Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMark Wash Buffer

Qiagen GmbH, Hilden

PyroMarkDenaturation Solution

Qiagen GmbH, Hilden

StreptavidinRO2 I § SR { SLIKI NB & Snu

0S

GE Healthcare, Uppsala, Sweden

Molekularbiologisches Wasser

Roth, Karlsruhe

70% Ethanol

Apotheke Klinikum Grof3hadern

Tabelle6: Aufstellung der Verwendeten Chemikalien, gelistet nach Methode.

Zusammensetzung des DNA Mikro Kits; *) Enthélt ein Guani@alz. Nicht kompatibel mit Bleichmittel enthaltenden
Desinfektionsmitteln. **) Enthalt Natriumazid als Konservierungsmittel. Bijhalt Dithiothreito, DNAPolymerase, ATP
Sulfurylase, Ludfin, Apyrase, SSB, ****) Enthalt Dithiothreitol, Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Ademégin
Phosphosulfat
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2.4.4 Ldsungen

2.4.4.1 Fir dielmmunhistehemie

PBS
Als Grunthge fur die Waschschritteund die Herstelung des Suspensionsmediums fir
Antikorper wurde die physiologische und isotonische phosphatgepeff@alzlosung PBS
(phosphate buffered saline) verwendet. Diese setzt sich aus folgenden Chemikalien
zusammen:

1 8,0g Natriumchlorid (NaCl)

1 0,2g Kaliumchlorid (KCI)

1 1,429 Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

1 0,279 Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Die hier genannten Komponenten wurdeneinem Liter destillierte Wasses aufgeldstNach
jedem Herstellungsvorgang erfolgine pHKontrolle, bei der einZietlpHWert von 7,4
angestrebt wurde Seltene Abweichungen wurdga nach pHWert mit Natronlauge (NaOH)

oder Salzsaure (HCI) korrigiert.

Antikorper

Fur die Antikorpertitration wurddl0%ABSerumPBS als Verdinnungsmediuengtzt. AB
Serumist ein antikdrperfreies, humanes Serum der Blutgruppe ABaigadet sich damit als
physiologisches Suspensionsmedium. 4&B&erumPBSwurde aus inl ABSerum in nl
PBS hergestellt.

Die Antikdrper wurden in der jewsilzuvor etablierten optimalen Konzentration giehe

Tabelle 4flr jeden Farbevorgangeu mit 10%ABSerumPBSangesetzt.

AECPeroxidasd-arbeldsung

Zur Herstellung der ABReroxidasd-arbelosang (3Amino-9-Ethylcarbazolvurde zunéchst
100xNatriumacetaiStammldsung benétigDie Herstellung der Stammlésung erfolgte, indem
zunachst28,7g Natriumacetat in 50ml destilliertem Wasser langsam unter Rihren gelost
wurden. Unter dem Abzug wurde dann 9,4ml Essigdure hinzugefigund die Losung

anschlielBend nti destilliertem Wasseauf 100mlaufgefillt Darauffolgte eine pHKontrolle,
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bei derein optimaler pHWert von 4,9angestrebt undoei Bedarfmit Essgsaure eingestellt
wurde.

Mit den folgenden Schritten wurdearaufhindie AECPeroxidasd~arbddsunghergestellt

1. 2ml 100xNtriumacetatStammlosung in 200l destilliertes Wasser geben

2 50mg 3Amino-9-Ethylcarbazol in 5ml N;Rimethylformamidddsen

3. Produkt aus 2in Produkt aud. geben.

4 100ul 35%igesVasserstoffperoxigH202hinzufligen

Da AEC als kanzerogen gilt, war ein besonders sorgféltiges Arbeiten unter dem Abzug
erforderlich. Durch dabeschriebené&/orgeherentstanden etwa 200 Lésungdie komplett
fur eine Farbelvette gebraucht wurdeDie bsungwurde stets frisch angesetzt und fur jede

Farbung neu hergestellt

2.4.4.2 Fuir die Pyrosequererung

TAEc Puffer
1XTAEPuffer wurde in einemb5-Liter Kanister aus @0Oml 504 AEPuffer (Eppendorf,

Deutschland) und 4,91 destilliertem Wasser ausMélipore®Filter-Anlage angesetzt.

Primer

Umdie DNA im Bereich der prognesmsdtherapierelevanterGersequenzerBRARIND KRAS
auf Mutationen zu untersuchetkkamenPCRund Sequenzierungsprimeum Einsatavelche
sich bereits in renommierten und wegweisenden Publikationetts zuverlassig erwien
hatten [101-103]. Im Rahmen einer zusatzlichen Qualitatskontrollarde das KRAGen
doppelt untersucht Dafir wurdenbeide DNAStrange sowohl der Vorwartstrang (Ogino
[102]) als auch der Ruckwartsstrang (Poehlm@t®3]) analysiert

Fur daERCCGGenwar bereits ein breites Spektruan Primern auder Literaturbekannt[44,
104-106]. Eswurden aber auch Primer beschriebgedie, am ehesten aufgrund der relativen
Lange desesultierendenPCRProduktes, keineverwendbaren Ergebnisse erbrachtffb].
Um eine gut zu identifizierende Grof3e der PRRduktfur die Gelelektrophoresend den

Restriktionsverdauzu erhalten, wurden flr diese Arbeit eigene Primer entworfen und
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getestet. Als Gmdlage dienta die DNASequenz des ERCG&ns sowiedie belkannten
Primer aus der Literatund die Kenntnis Uber die Bindestelle des B&tBstriktionsenzyms
(siehe 2.5.4.7). In einem ersten Schritt wurden die entworfenen Primer zunachst digjtal
mittels der AnalysesoftwareBLAST[107] des NCBI(National Center for Biotechnology
Information, USA, auf ihreindividuelle Bindungsstelle unanoglicheFehler getestetDiese
Entwicklungsschritte wurden sowohl fir die PBRner als auch fur die

Sequenzierungsprimer durchgefihrt.

a. Furdie PCR:
Die bei Leferung lyophilisierten Primer wurden unter sterilen Bedingunggemalden
Herstellerangabenmit Wasseffir die Molekularbiologigyelostund | dz¥  m n vetdirt,> {
zehnMinuten bei Raumtemperatuinkubiert und anschlieBend 20 Seklem durchmischt.
DannwdzNR Sy H n > @ nlht X |jalefFdniamtding ReverséPrimel) hergestelltund
eine TestPCR durchgefihrt, uhie vollstandige Lasngund die Verwendbarkeit der Primer
sicherzustellen
Jeweils ein Primgentweder Vorwartsoder Ruckwartsstrangines jederuntersuchtenGers
war von der Herstellerfirmamit einem BiotinMolekil versehenworden, welches fir die

spater durchgefiihrte Pyrosequenzierubgndotigtwurde.

Produkt _
Gen Primersequenz
grol3e
BRAF Exon 15 91 Bp Forward: 5TGAAGACCTCACAGTAAAAABAGG
Reverse: 5Bio0 TCCAGACAACTGTTCAAAGCIGAT
KRAS Exon 2 (Ogino) 82 Bp Forward: NNNGGCCTGCTGAAAATGAGIGAA

Reverse: 5Bio0 TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
KRAS Exon 2 (Poehlmann)| 82 Bp Forward:5'-Bioc TGACTGAATATAAACTTGTGGTALGT
Reverse: STCGTCCACAAAATGATTGTGA

ERCC1 Codon 118 219 Bp Forward: 5TCCCTATTGATGGCTTGTGC

Reverse: STCATGTCCCAGTGTTCIITEGA

Tabelle7: Primer fur die PCR
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b. Furdie Pyrosequenzierung
Die Primer fUr die Pyrosequenzierung wurden ebenfdjisphilisiert geliefert unchachden
Herstellerangaben mit Wasskir die Molekularbiologi@ufeine Konzentration vom n n LJa K > f
gebracht AnschlieBend wurden unteter Verwendung von YgoMark Annealing Buffer 3 a
Aliquots hergestelit. Diese Losungwurde danach zehnfach verdinnt um eine
OYR]12YyT SYUiNI GA2y iRENAiqudtkueSehe@i2y n3o>a

Gen Primersequenz

BRAFMEXxon 15 5-GTAAAAATAGGTGATTTBGG
KRAExon 2 (Ogino) 5-TGTGGTAGTTGGAGCT
KRAExon 2 (Poehlmann) 5-GCACTCTTGCCTRCG
ERCC1 Codon 118 p - BTACTGAAGTTCGTGE

Tabelle8: Frimer flr die Pyrosequenzierung

OrangeG Ladepufferfir die Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Orange Ladepuffersvurden in einem Reaktionsgefal 0,01g Orayge
und 5g Saccharosgucrosg DNAse/RNAse frei) eingewogen und in 10k1IAEPuffer gelost.
Diese Lésung wurde iml-Einheiten aliquotiert und beR0°C gelagert

Der Farbstoff Orang& verhalt sich in der Gelelektrophorese, d8pannunggefalle folgend,
etwa wie ein DBp Fragment doppelstrangiger BINz.B.PCRProdikt) und dientin diesem
Rahmenzur Kontrolleder lauffront in der ElektrophoreseDie hohe Viskositat der Losung
erlaubt eire einfache Anwendung, da ach versehentlich pipettiertd_uftblasendie DNA
Probe nichtaus der Geltaschechwemmen Der hinzugefligtePuffer diente lediglich zur

Erleichterung beim Atragen der DM-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,
standardisierte Verfahrers, einer SOPNach dem Wiegen, Freipraparieren und@eilen der
Gewebesticke (Mukosa ta.2cm lange Stiicke, Tumore und Metastaseran0,5 bis 1cm
Blocke) wurden diesaum das Gewebe zu schonerynachstnur im Stickstoffdampfund
anschlieBend in flissigem Stickstoff gehalten und schockgefrorerArDiivierungerfolgte

danachportionsweise in beschrifteter Aluminiumfelbei konstanter Temperatur ve80°C.

2.5.1.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Sowohl @ir die immunhistochemische Farbungls auch fur die Pyrosequenzierumgirden
feine Gewebeschnitteangefertigt und auf Objekttragegezogen Fur diesen Arbeitsschritt
kam das Gefriermikrotom der Firma Leica (Jung Frigocut 2800E) zum Einsatz. Anders als bei
der Parafinhistologie, bei der das Gewebe zuerst aufwendig in Paraffin eingebetiet
anschlieend geschnitten wird, werden Gefrierschnitte ohresah relativ aggressiven und
teilweise gewebeschadigende Konservierungsprozess gefertigentscheidendbei der
Kryokonservierungst die konstanteAufrechterhaltung defemperatur Das Gefriermikrotom
gewahrleisteteflr diese Anforderungine stabile Temperaturei-23°C.

Im Mikrotom wurde das zu untersuchende Gewebe zunachsit dem makroskopisch
vermutetenTumorareahach oberim Einbettmedium (iBsueTek® Compound, Adir. 4583)
auf einem Korkplattchefixiert und anschlieBendi5um diinne Scheiben geschnittddiese
hauchdunne& Gewebeschnitte wurden anschlieRendlurch Adhasionskraft, welchdurch die
positie Ladung derObjekttrager (PohPrep Slides®, Sigmadrich) entstand vom
Schneidemesseauf das Glaaufgebracht.

Zunachst wurden so einige Probeschnigefertigt und nach Farbung mit Mayer's
Hamalaununter dem Mikroskop kontrolliert. Ein qualitativ guter Gewebeschsittlte
maoglichst lomplette Mukosakryptenbeziehungsweiseausreichend grof3e Tumoranteile
enthalten. War dies nicht der Fall, wurde die Ausrichtung des Gewebeblocks knotbn

angepasstDie Tumorinvasionsfront der kolorektalen Karzinome war nur selten aufzufinden.
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Lebermetastasen ihgegen wiesenin der Regel immer die Grenze, also die
Tumorinvasionsfront zum gesunden Lebergewebe auNach der Optimierung der
Schnittebene wurden die enddigen Gewebeproben auf die Objekttrager aufgezogen.
Hierbeikam es auf sorgfaltiges Arbeiten an, @me etwaige Furchenoder Faltenbildungu
vermeiden Solche UnregelmaRigkeiterkdnnen bei der Farbund\rtefakte verursachen,
welche zu eineFehlinterprdation fuhren oderdie Auswertung unméglich machewichtig
war zudem eine serienmafRige Produktion d&ewebeschnitteohne grofliere Verluste
dazwischen um moglichst benachbarte Gewebeschniftend somit wiedererkennbare und
vor allemvergleichlare Areale as dem Gewebeblocku erhalten Jeder Objekttrager wurde
mit der Gewebenummer, Seriennummer sowendSchneidedatum versehen.
AnschlieRend erfolgte fir die zur Farbung bestimmten Schnitte das Trocknenbei
Raumtemperaturin einem staubfreien Umfeld. Die Gewebeschnte fir die DNAAnalyse

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

2.5.1.3 Arfertigen von Zytospinpraparaten

Zur Qualitats und Erfolgkontrolle jeder Farbung liefemparallel zuden Gewebeprobendie
ZytospinPraparate aus der Zellkultumit dem jeweils geeigneten Expressionsmusier
Farbeprozessnit. Von grof3er Wichtigkeiwvaren einehohe Zellvitalitat unegtineangemessene
Zelldichte um zuverlassig@ositivkontrollen zgenerieren

Die im Kulturmedium befindichen Zellen wurden zunachst ausgezahlt und anschliel3end im
Medium verdinnt um einegeeigneteZellzahl auf den©bjekttragerzu gewahrleisten. Mi
einer Zytospinzentrifuge der Firma Shandon (CytospinwRyden die Zellspots auf
Objekttragen, gemaliden Herstellerangabenangefertigtund wie die Gewebeschnittén
staubfreiem Umfé& bei Raumtemperatur getrockneDie Lagerungder Praparate erfolgte

anschlieBend in der Gewebebank kbaierkonstantenTemperatur von80°C.

2.5.2 Etablierungler verschiedeneMethoden anhand deERCCGGenanalyse

Das ERCGGen 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 handsltsich hierbei um die PCORit
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anschlieRenderGelelektrophorese, die Pyrosequenzierung als alternativer Ansatz und als
drittes Verfahren die immunhistochemische Farbung auf Gefrierschnitten.

Wahrend der ersten Analyseversuche mittels der etablierten undler Literatur haufig
verwendeten Gelelektrophoresg 04, 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 derPyrosequenzierung bestimmt werden kanbetails zum Vergleich de
Gelelektrophorese mit der Pyrosequenzierung finden sidkapitel2.5.5

Versuche den ERC8lAchweis Uber die immunhistochemische Farbung zu etablieren bleiben
trotz verschiedener Ansatze und diverser Versuchsreihen frusivVénrend sich die anderen
Biomarker mittels der immunhistochemischen Farbung nach einigen Versucheergeils
problemlos nachwisen lieBen, war der Nachweis des ERW®IGIEkilIs auch nach dem
Austausch der Reagenzien beziehungsweise dem Erwerb einer neuen Charge der
erforderlichen Antikdrper nicht mdglich. Da sich dtérbenethode mit den Ubrigenzu
untersuwchendenBiomarkern zuverlassig etablieren liel3, wuld&tendlichauf den ERCE1
Nachweis mittelsimmunhistochemischer Farbung verzichtet.

Die genaue Beschreibung der ER®@@4dlyse mittels Gelelektrophorese und
Pyrosequenzierung sowie die Ergebnisse undwgleich der beiden Methoden finden sich

jeweils erganzend in den entsprechenden Kapiteln dieser Arbeit.

2.5.3 Kryommunhiste@hemie

Die indieser ArbeitverwendeteMethode derimmunhistochemische Farbungberuhte auf
dem Prinzip der Labelled StreptavidiBiotin-Methode, kurz LSAB[109]. Dieses
standardisierte, im Labor seit langem etabliexerfahren[110] beinhalteteinen komplexen
und lange Farbeablauf, in derain Antikorpergerustbasierend auf demmachzuweisenden
Antigen in mehreren Schritteraufgebautwird. Die Endstreckelieses Gerustaird dannin
einer Farbreaktion (Peroxidasmaktion) sichtbar gemacl{bbildungl).

Die vorbereiteten Gefrierschnitte sowie die aufgetautefytospinPréparate aus den oben
genannten Arbeitsschrittenvurden zur Gewebeund Zellfixierung auf den Objekttragern

zunachsfir achtMinuten in reirem Azeton gebadet und fir weiteracht Minuten staubfrei
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bei Raumtemperatur getrocknet.Danach wurden die Praparate20 Minuten bel
Raumtemperatur mit einer prozentigen AEBSerumPBSLOsung rehydriert Geichzeitig
musstein diesem Schrittie endogene Gewebeperoxidase blockedrden, da diesesonst
bei der spateren Peroxidasereaktion eine p@sifische Farbung hervorerd wirde
Endogenes Biotin wurdgannin zwei 15minutigen Inkubationsschritten mittels dem Avidin
Biatin BlockingKit (Vector Laboratories) gebundeiks folgte die Inkubation mit dem
Primarantikorper fuc0 Minuten bei Raumtemperatur und daraufhin die Inkubation aein
spezifischen biotinylierten Sekundarantikorper fur weitere 30 Minuten. Schliel3lictlenas
HorseradiskPeroxidaseStreptavidin (HRBtreptavidin) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
aufgetragen Nachjedem Inkubationsschritt wurden die Objekttrager vorsiclargi Malfur
insgesamt etwaehnMinuten in PBE.6sung gewaschen.

Anschlieend wue die AntigerAntikbrperReaktion nach acht Minuten in der AEC
Peroxidasd_6sungn Dunkelheitund unterRaumtemperatusichtbargemacht Die Praparate
wurden schlieBlichy A i a | & S NX &Losurld \gegangefaebt unghter flieRendem
Wasser fir mindesins 20 Minuten geblauZuletzt wurden die Objekttrager nach Antrocknen
YAG YIFAaSNRa Df & 0SSNy 3 SelNagatykdntrdldnyvarder @@llel i
in den gleichen Arbeitsschritten mit den entsprechenden Antikorpésiehe Tabelle %

inkubiert, um die unspezifische Hintergrundfarbung bericksichtigen zu kénnen.

L5 L]
7 v Avidin-Biotin
xqi hrxd"// Complex
A Y
Mgt b propaned 30
g ! miniitas pror 1o use
Biofinylated ;1. *x‘q.
Socondan ———
Antibody Yy

Antibody '—"/)k\

Abbildungl: AvidinBiotinKomplex (AB111]
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2.5.3.1 Auswertung

Innerhalb von zwei Taga nach der Farbungfolgte die semiquantitative Auswertung der
Prapaate unter dem Lichtmikroskop der Firma OlympBbhgsekontrastmikroskop BX40).
Zunachst wurden die Positivkontrollesystematischausgewertet und dieQualitat des
Farbeprozessefiir jeden Antikorper gepruft. Dabei wurde die zu erwartensf@ezifische
Anfabung in Prozent aller Zellen sowie die Farbeintensitat Uberpsighé€Tabelle 2und mit
den bekannten Befunden verglicheAreale mit Farbeartefakten wurden ausgeblendet. Bei
fehlendem oder unspezifischem Ergebnis wurde kimrekte AblaufdesFéarbungsprozesses
in Frage gestelltdie Ergebnisse fir den jeweiligen Antikorper verworfen winel Farbung
wiederholt.

AnschielBendwurden dieNegativkontrollen untersucht und somit unspezifische Féarlemng
ermittelt. Sollte es dabei zu einer leichten Reaktion gekommen sein, erfdilgtatsachliche
Auswertung der Gewebeprobestets imdirektenVergleich und unteBerucksichtigung deer
Farbung. Bei starker ausgepragter Farbung der Negativkontrollen wurde das Ergebnis
verworfen und die Farbung wiederholt.

Die tatsachliche Auswertung der Antigenfarbung erfolgtanschlieRend semiquantitativ.
Zunachst wurdendie prozentualen Anteileder spezifisch angefarbterMukosa oder
Tumorzellen auf dem Praparat geschatBEbenso wurde di€arbeintensith semiquantitativ
nach dem Schema leicht (1), maRig (2) oder stargg8chatzt Heterogenitader Farbungm
Gewebe wurde gesondert dokumentiernd die starkste aufgetretene Farbeintensitat als
geltend ausgewahlt. Als Referefiz die Areale die Epithelbeziehungsweis&umorepithel
zeigten diente wahrend der gesamten Auswertungsphase der ZytokeNdithweis (KDhuf
einem gesondertenObjektrager. Die Auswertung erfolgte, wie oben beschriabenmer in
der Zusammenschau mit deNegativ und Positivkontrolla.

Die Zellproliferation wrde mit dem Ki6#Labellingindex[112] quantifiziert. Dieser stellt den
Anteil an Ki67 positen Tumorzellen in einem ausgewahlten AreakdPraparates mit hoher
Zellfarberate (sogenannte H&potRegion) darZur Berechnungvird das Verhdltnis von
gefarbten zu negativen Zellen in drei verschiede®ickfelden von 250 x 250m bei 40
facher VergroRerung ausgezahlt und der Mittelwert in Brdzwidergegeben. Bei der
Auswertung der Mukoswvurde das Blickfeld auf eine komplette Krypiegepasst und betrug

somit im Mitteldie Mal3e 300 x 400um.
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Erganzend wurde neben den Epithelzellen auctie anderen vorkommendeiZelltypen
berticksichtigt undnitausgewertet. So wurde das Féarbeverhalten von Leukozyten und deren
Lokalisation im Gewebeyon Fibroblasten im Bindegewebe sowi®n Muskelzellen der
Lamina nuscuhlris mucosaebenfallsdokumentiert Gelegentlichwar auch eine Aussager
Endothelzellen aus GefalRanschnitten mdglich. Die Farbeeigenschadn Muzin, zum
Beispiel in den Mukosakrypten oder Schleimseen bei muzinésen Adenokarzinomennwurde
ebensodokumentiertwie die Nekroseareale und ihr&kmgebungwenn dieseim Praparat
vorhanden warenBesonderes Augenmerk galt zudem demmorinvasionsfrontHier wurde

auf eventuell vorhandea tumornahe, gesunde Mukosa beziehungsweisel.eberzellen
geachtet.

Bei der Auswertung dgumorfernenMukosa wurde zusatzlicdie Lokalisation der positiven
Epithelzellen in der Krypte dokumentiert. Hierfur wurde die Krypte in Oberflache, Hals und
Basis unterteilt.

Alle Ergebnisse wurden standardisiert fir alle Antikbrper auf einem eigens entwickelten

Auswerungdogendokumeniert (siehe Anhang)

2.5.4 Molekulabiologische Verfahren

Das Tumorgewebe wurde nicht nur teits der oben erlauterten Farbungemintersucht
sondern auch molekularbiologisch aufgearbeiteum therapiee beziehungsweise
prognoserelevante Genien Rahmen einer Mutationsanalyse gequenzieen. Dafir wurden
die gleichennachEingang im Labdayokonservieren, Gewebeproben verwendefuch fur
die Sequenzierung wurden e@ebeschnitte nach dem oben genannte Verfahren im
Mikrotom angefertigt. Es war dabewichtig eine mdglichst ununterbrochene Serie von
Schnitten derReihenfolgenach auf mehrere fortlaufend nummerierte Objekttrager zu
verteilen, damit nach der HEarbung eines jeden zweiten Objekttragers das Tumorgewebe
auf den dazwischenliegenden Nativschnittedurch den direkten Vergleich mdglichst
problemlos identifiziert werden konnte.

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

weiterverwendetoder bei +4°Gn 70%Ethanolgelagert werde.
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2.5.4.1 HamatoxylifEosinFarbung

Die HEFarbung isteine weit verbreitete Routinefarbemethodealie zur Darstellung vo
Tumorzellen verwendet wird. Es wurde, entsprechend der alternierenden Abfolge der
Kryoschnitte jeder zweite Schnitt gefarbt, sodass eingeg¥ergleichbarkeit zu den Nativ
Praparaten bestand.

Fir die Farbung wurden eliGewebeschnittezuerst fiir 30 Sekunden e SN & | NYF £ |
getaucht und anschlieRendmindestenszehn Minuten unter laufendem Leitungswasser
geblaut.Im nachsten Schrifolgte die Farbung iR%Eosing Losundgir 90 Sekundengefolgt

von einer Ethanoteihe, beginnend mit 80% Ethandur vollstdndigen Entwéasserungirden

die Schnitte zweimaiir jeweils finf Minuten in Xylol getauchtAbschlieRend wuren die

Objekttrager mitGlyceringelatineingedeckt.

2.5.4.2 Mikrodissektion

Um von dennativen Kryachnitten eine ausreichende und repréasentative Menge an
Tumorzllen zur molekularbiologischen Untersuchung zu gewinnewurde die
Mikrodissektion verwendet. Die Mwge der gewonnenen Zellenwurde anhand der
abgetragenen Flachbestimmt. Dieswar erforderlich dadie erhaltene Konzentratiompro
Volumen im Rahmen dedaraufolgenden DNA-Isolation nicht photometrischquantifiziert
werden konnte.

Damit eine einfach zu bestimmendestandardisierte Flache uA den Gewebeschnitta
definiert werden konnte wurde ein Gitternetzokular fur das Zeiss Axiovert 40 €lResetzt
Bei 200facher Vergrol3erungwurde dann eine Flache von 32 Giternetzflachen
mikrodisseziert, was einer Groen 2mn? entspricht.In der Etablierungsphadeatte sich
diese Grol3ebei einer Verachsreihe nit 1, 4, 8, 16, 32 und 64 Gitternetzflachexts diemit
dem qualitativ und quantitativ besten Ergebmsder Gelelekrtophoresgezeigt

Fur die Mukoaproben wurde die optimale Gewebemenge anhand deAnzahl derzu
verwendenden Krypten in einem analogen Verfahreauf finf Mukosakrypterfestgelegt.

Nun wurden dierelevanten Bereiche mit ausreichendyrol3em Tumorareal beziehungsweise
mit mindestens funf Krypten im Langsschnitt, auf den Nativschnittemtifiziert. Als
Orientierungdientendie zuvorgefarbtenHESchnitteim VergleichMit einemspitzen Skalpell

(Feather® No. 11) wurdelie Zellenunter Sicht praziselas heiliohne Bindegeweband mit
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ruhiger Handzu Zellhauferaufgeschoben, anschliel3end mit dgkalpebpitzeaufgenommen
und in einvorbereitetesEppendorfefalmit 15ul ATLPuffer(siehe Material zur DNFsolation
Tabelle 6) Uberfihrt. Das gewonnene Material konnte anschlieebei -20°C gelagert

werden

2.5.4.3 DNAlsolation aus mikdisserertem Gewebe

Fur dielsolation der DNA aus deoer Mikrodissektion gewonnenefellenwurde dasQIAmp
DNAMiIni-Kit der Firma Qiagewerwendet. Die einzelnen Arbeitsschritte waren den
Herstelleragaben [113] prazise vorgegebenDa die Menge degewonnen@& Materials
quantitativ deutlichunter der angegebenen maximalen Gewebemengelag, wurden die
empfohlenenPuffermengen reduzierfir diesen und all®olgenden Arbeitsschritte wurden
nur separat gelagert®NAse und RNAsdreie Pipettenspitzen verwendet.
Das Pipettierschema bestand aus folgender Sequenz:
1. 15ul ATHPufferzu dem bereits in ATRuffer gelésten Gewebe hinzufligen
2. 10pl Prdeinkinase K dazugeben und durchmischen
3. 3 Stunden im Thermomixer bei 56°C inkubieren
4. 25ul ATEPuffer und 5@l Al-Puffer hinzufuigen, durchmischen und zentrifugieren
5. Zugabe von 50 Ethanol, durchmischen und 5 Minutebei Raumtemperatur
inkubieren
6. [@al i Ay ae-l2YldYyxy NO&NI NI 23Sy dzyR 1T Sy G NR T
7. 5 A Blinmute Columét Ay S A #ppeéndodpefSA\stelen und SA0AW EPuffer
hinzugeben und erneut zentrifugieren
8. Schritt 7 mit 50Q1 AW2Puffer durchfinren.
9.5AS aaAy9fazi8Sy / ShgzyYyal dzo SNB& 9 LIISYR2NF IS
zentrifugieren
105AS oaaAy9tidza § 52 i enf BuopehdorfgafiRogi@llen, BOAEPuffer
hinzufligen und eine Minute inkubieren lassen
11.Zentrifugieren, um die DNAgelost in AE dzZF FSNE | dz& RS&J A¥ A RD & dz

Eppendorfgefald zu transferieren

Die isolierte DNA konnte nun bis zum nachsten Arbeitsschrit208C gelagert werden.
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2.5.4.4 DNAlsolationaus Zellpellets

Die in Kapitel 2.3.2 genannten Zelllinien dienten als Positivkontrollen fir die
Gelelektrophorese und die PymguenzierungZur Vorbereitungvurden diezu diesem Zweck

in Kultur genommene Tumorzellinien zu Zellpelletabzentrifugiert Fir die Phasentrennung

wurde dasZellpelletzunéchst mitlml TriFast (enthalt Phenol und Guanidinisothiocyanat) in
einemEppendorfgefafir flinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3emdrden

Hnn>t ofnKHin2ubdlgt, 15 Sekunden geschwenkt und erneutdii@ Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die Probe fir 15 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Die obere, vorwiegend aus RdStehena, farblose Phase wurde entferrnim

nachsten Schritt wrden Q3ml 100% Ethanol zur Probenhugefiigt undgut gemischt.
Daraufhin erfolgte die erneute Inkubation und Zentrifugatiom die prazipitierte DNA zu
sammeln.Die DNAwurde dannmehrfach mit Ethanol gewaschenuady’ pnn>t vy Ya bl
geost. Nach dem Losen der BNMnussteder pH2 SNIi YA G p n > feinengHvw=8.01 9t 9 {
eingestellt werder{114, 115]

2.5.4.5 Polymerase&ettenreaktionPolymerase Chain ReactiofP€R

Mit der PCR konnen die relevanteau untersuchendemdNASegmenteselektivamplifiziert
werden. DiseAmplifikation wird benétigtum in den anschlieBend durchgefihrten Verfahren
(z.B. Sequenzierung)it einerausreichenden Mengan DNASegmenten arbeiten zu kdnnen.
Wie im voaugyegangenen Arbeitsschrittvurde auchbei der PCRnit DNAse und RNAse
freien Pipettenspitzen sowieCRyeeigneterEppendorfgefalReauf einer speziell gereinigten
Werkbank gearbeitet.

Be jeder durchgefiihrtelPCR wurdeau3erden Gewebeprobereine Positivkontrollesowie
eine Negativkontrollezur Validierungdes Verfahrensintersucht.Als Positivkontrollewurde
jeweils die DNA einer Kolontumorezlllinie (Tabelle 3) mit bereits bekannter Sequenz
verwendet Im Reaktionsgfal fur die Negativkontrolle wurddie isolierte DNA durcldas
aquivalente Volumen reinen Wassers(H20 fur die Mikrobiologi@ ersetzt, damit alle
Reaktionsgefal3elas gleiche Volumen enthalten Insgesamtbeinhaltete jederPCRANsatz
nn>ft Y ¢g2NFdza aAO0OK TWHNI Prodiw ik G8edlBrophddeldidS v R dzy 3

zweimalm p geinmal als Reservér die Brrosequenzierungrgaben
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Die optimale Zusammensetzudgr PCFRAnsatzesowie die besten Bedingungen fir die PCR
waren im Laborbereits Uber Jahrein diversenVersuchsreiheretabliert und in einer SOP
zusammengefasstorden. Es galterfolgende Voraussetzungen

! Optimale M@* ¢ Konzentration: 1,5mM

1 Optimale einzusetzende DigMenge:

o Fur Positivkontrollen: 10ng

o fur Patientenproben Mikrodissektion von 32 Feldern im Gitternetz bei

200facher Vergrof3erung

OptimaleTemperatur: siehe PGRrogramm(Abbildung 3
Optimale Anzahl der PGRZyklen: 50 Zykte
hLIGAYEFES t NAYSNL 2y T SYdNXrdA2yY nZn>Y
Optimale Konzentration der dNTPs: 0,2mM

—a == -—a = _a

Optimale Konzentrationet HotStarTagDNA Polymerase: 1,6 W/

Der sogenannte Mastermix bildete die Grundlage fiir die PCR, da alle zum Ablauf der Reaktion
benotigten Komponenten enthalten waren. Unter Bericksichtigung der oben genannten
Bedingungen, konnten itrder inAbbildung ZlargestellterBerechnungsmatrigie benétigten
Mengender einzelnen Bestandteile dégastermix (MM) entsprechend der Anzahl deu
untersuchenden Probermerechnet werden.

Um beispielsweisedie Gensequenzvon KRASvon einer beliebiga DNAProbe zu

amplifizieren,wurde der PrimerMix (in diesem Beispidiir KRAp und die in den den

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 fur die Mengenverhaltnisse der-R€&&yenzien. Dargestellt ist die Berechnung fur 2
Ansétze. Ni= Mastermix, 10xbuffer beinhaltet bereits 15mM Mg2+
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genannten Schritten isolierte DNAzum vorbereiteten Mastermix hinzupipettiert. Dieser
fertige PCRAnsatzwurde anschlieBend im PGBycler(Mastercycler gradient, Eppendoyf)
nach dem in Abbildung 3 dargestellten Protokol| Uber 50 Zyklen auf digeweils
programmierten Temperaturererhitzt. Bei der gleichzeitigenAmplifizierungverschieener
Gengquenzen wurddlr jedes Gerein sequengpezifischer Mastermix mit dem zugehdérigen

PrimerMix hergestellt

Wie bereits an Hand der Berechnungsmatrixabzulesen ist ergaten sich folgende
Mengenverhaltnisse fur eimeeinzelnen Ansatz

1 29 HOfur die Molekularbiologie

1 4>l 10xPCRuffer (incl. 15mM Mg)

1 4> RotirMix PCR1 dNTPs als Substrat fur die Amplifikation

1 0,8 fPrimerMix: die fur jeden Genabschnitt spezifisch&éorward und Reverse

Primer

]

0,2> HotStarTagDNA&olymerase als verwendet&nzym
1 2,0ul DNA (Patient/Zelllinie) odét20 fur die Molekularbiologi@gNegativkontrolle)
(Ubersichtder Reagenzien siehEabelles)

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

Abbildung3: ProgrammierungArbeitsschrittedesEppendorf Mastasyclergradient
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Die Programmierung des adtercycler gradien{Abbildung 3) sah im ersten Schritt die
Erhitzung des Geratedeckelsf 104°G/or, um die KondensatiordesUntersuchungsraterials
am Deckel der Reaktionsgefal3e zu verhindBia.PCHroduktewurden nachtdem Durchlauf
des letztenZykls automatischauf +4°C geklhlbis sie aus dem Gerat genommen wurden.
Dann konnten die Proben direkt fir derichsten Abeitsschritt verwendetoder bei-20°C

gelagert werden.

2.5.4.6 Gelelekrtophoresend Restriktionsverdau

Die Geklektrophoresediente einerseitsals Kontrollverfahrenn der Etablierungsphase, um

die korrekte Amplifikation und das Vorliegen von DRA&gmenten in der erwarteten Grofe
nachzuweiserbevor die Pyrosequenzierung durchgefihrt wurdam andererstellte siemit
demenzymatischenRestriktionsverdau das Standardverfahren fir den Nachweis des ERCC1
Polymorphismugsiehe2.5.4.7) dar.

Fur die Herstellungeines Elektrophores&els wurden 3g Agarose in 100ml TAEfer
aufgekocht und mit 3pl Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid verandert sein
Absorbtionsspektrum durch Interkalierung mit der DNA undchtadiese unter U\Licht
sichtbar. Diese Losung wurde nun in eine entsprechend préaparierte Elektrophoresekammer
gegossen undartete darin 20Minuten aus Nach dem Aushartewurde die Kammer mit TAE
Puffer aufgefillt. Die sogenannten Taschen des,@ed&he durch die Gussform entstanden,
wurden mit jeweils 20ul PGRrodukt plus 2ul 10fach Orangel@depuffer béillt. Um eine
Skalierungauf demGelsichtbar zu machenwurde die Tasche am linken Rand alitem Mix
auslul DNALadder 7l destilliertem Wassaund 2l 10fach Orange-Gadepuffebefiillt. Die
elektrische Spannung am Gelirde nach den folgenden Parametern eingestellt diad75
Minuten appliziert 100V, 300mA, 14WDie Auswertung erfolgte im Anschluss durch
Fotodokumentation unter U\Licht(sieheAbbildungd).
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Abbildungd: Gelelektrophorese zum DNachweis voBRAES mit 91Bp nach erfolgter PCR. Verwendet wudiefiaschen
1-16 von linksVon Links gezahlt enthaliasche 1 die DNIBadder, Tasche 2 bligor besseren Ablesbarksitets frei,dann
folgte das PCHRroduktaus den verschiedenen RERsatzenTasche 6 und 10 enthalt keine darstellbare DNA. Die anderen
Taschen zeigen bis auf kleinere Verunreinigungekatiekte Amplifizierung der DNA mit 91Bp.

2.5.4.7 ERCGNachweis durch Restriktionsverdau

Umden ERCCRolymorphismusnittels Gelelektrophorese nacteisenzu konnenwurde das
zu untersuchend®CRProdukt mit demRestriktionsezymoBsrDg inkubiert[108, 116, 117]
Das lBzym BsrDIRacillusstearothermophilus D7Q)indet bei Vorliegen deBase Thymin, mit
der daraus folgendeenSequenZX / !TD X spezifisch amlie DNA und schneidet dies:
einer definierten Stelle Liegt die alternative GenVariante X / 'CD Xvor, findet keine
Bindung und somit aulckein Restriktionsverdau statbas PCHrodukt bleibtin diesem Fall
unverandert. Durch den Restriktionsverdau mit BsrDI entstehen thei erstgenannten,
Thymin (T) enthaltendenAuspragungsvarianteaus dem PGRrodukt mit initial 219
Basenpaaren zweinzelneDNASegmente mit 73 und 146 Baseipan, wahrend die andere
GenVariantemit Gytosin (C)das originale, einzeln&egment mit 219 Basenpaaren bleibt
Somit kann die Auspragungvariante der untersuchten DNAProbe nach dem
Restriktionsverday anhand der unterschiedlichen Gro3e der DSkgmente in der

Gelelekrtophoresdestimmt werden.
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Reagenzien fir den Restriktionsverdau:
1 7,5ul PCHProduktaus delERCGPCR
1 2ul 10fach Puffe?
1 0,5ul BsrDI (10U)
1 10ul HO fur die Molekularbiologie

Der Ansatz wurde nach dem Durchmiscliéneine Stunde bei 65°C inkubieltn Anschluss
erfolgt die Gelelektrophorese nachesin oben beschriebenen Verfahrebabei wurde im Gel
immer zuerst das reine PERodukt ohne Inkubation mit BsrDI auf der linken Seite und rechts
daneben das PCRrodukt nach Restriktionsverdau aufgetragen.
Fur die Auswertungst zubedenken, dass auch heterozygote Zellen vorkomnaes beide
Auspagungsvarianten enthalten. In diesem Fadrscheinen drei Banden in der
DSt St SINI2LK2NBaASY ¢6SAf 4262Kf ARXS dzf @S NRIOEKA
durch BsrDI geschnitteneMary ¢ S YA G T o dip Rvonegtc . LI o0 X/ !}
Folgende Ergebnisse sind also mdglich:

1 1 Bande mit 219 Bp =Auspragung C/C

1 2 Banden mit 73 und 146 Bp = Auspragung T/T

1 3 Banden mit 73, 146 und 219 Bp= Auspragung C/T

Abbildungb: Beispiel fur eine Gelelektrophoresem Nachweison ERCQhittels BsrDiRestriktionsverdau. Tasche 1 ledlt
die DNALadder, Tasche 2iéb frei. Im Anschluss wurde stets das reine-P@Rukt mit 219 Bp auf der linken Seite (ab
Taschen 3) platzietind rechts davoeineProbevom gleichen GewebeacherfolgtemRestriktionsverdaulasche 3 wurdim
diesem Falhicht korrekt befullt.
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2.5.4.8 Pyro®quenzierung

Grundlagen

Mittels Pyrosequenzierun§l18-120] konnte die Sequenz einer beliebigen DiRRobein
einem relativ unkomplizierten Verfahrenanalysiert werden. Fur ein valides und
aussagekraftiges Ergebnis sollte die DNA zuwor Rahmen der oben erlauterten PCR
amplifiziert werdenIn diesem Schritnusge der Probezudemein BiotinMoleklldurch einen
speziellen PGRrimeram 5-Ende des Vorwartsoder Rickwartsstrangangefligt werden
Dieser Biotin-Einzelstrang bildete die Basis der

= Forward PCR primer

Pyrosequenzierungla erim Laufe ded/erfahrers, mit Hilfe der

Bindung des Biins an StreptavidiKigelchen auf der Bioincled reverse PCR primer ()

Bictinylated single-stranded
template

———0

Arbeitsstation desAnalyseSystens bewegt wurde. Auf der

Arbeitsstationwurden die Denatuierungs und Waschschritte

Polymerase

entsprechend denHerstellerangaben durchgefUhftl21]. Im 3 . cconcoccahcrrcen 5

TT T T T Gl 1 1 1 1 11

letzten Vorbereitungsshritt  folgte die Bindung des % —Gcacecer ¥
Pyresequenzierung®rimers an dieEinzelstranddNA

Die Reaktion(siehe Abbildung6 [121]) lief dann im Analyse Polymeri
[DNA), + dNTP —————p DNA} ,, + PPi

SystenmPyromarkder Firma Qiageab. Die Zugabe der einzelnel
Reagenzien undNukleotide (u.a. DNAPolymerase, ATP

Sulfurylase, Lucifer)nwurde durch ein individugllauf die Qi

APS+PPi ATP Light

jeweiligeGensequenzanpassbares Programm festgeleDteses

luciferin  oxyluciferin

Programm warim Rahmen der Etablierunfjir jede Analyse Lucifrose

[ §
validiert und getestet worden AP ligh  m—) M
Nucleotide incorporafion generates light
seen as a peak in the Pyrogram trace
Mn dNTP ﬂb dNDP + dNMP + phosphate

Apyrase

Dasam Computer angepasst&nalyseProgramm steuerte die A7 —==== > AP AuP + prosphate

Zugabe der einzelneNukleotice (ANTR dATP {dCTPAGTP, = Nudeoide sequence

- A g6 €€ i

dTTH zu de vorbereiteten Reaktionsldésung, welcbereitsdie
EinzelstranddNA und de passenden Sequenzierungsprim

enthielt. Es wurde jeweils nur ein NukleotidgpReaktionsschritt e

Nucleofide added

hinzugegebenPasse diesesNukleotid an den erhandenen

DNAStrang,wurde esvon der DNAPolymerase an den Primeabbildungs: Skizze der Reaktionskaskdut
der Pyrosequenzierung
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angefugt. Bei diesem Schrittvurde Pyrophosphat frei, welchegdie ATRSulfurylasezu ATP
umgewandelte DasentstandeneATPtriggerte wiederumdie Umwandlung von Luciferin in
Oxyluciferin untergleichzeitiger Lichtemission durch das Enzym LuciferaSétt dem
bdzZl f S20AR R! ¢t>X ¢St OKSA RANB]TG YAOG RSN [ dzOA
(RS2 E& | RS y-thia)kighGphate verwendet. Das Lichtaus der Reaktion mit der
Luciferasevurde von einem CCI3ensor aufgezeichnet und @sisschlagn einer Kurverom
Analysegeratausgegeben.Die Reaktion musste &quimolar ablaufenda die Hohe des
aufgezeichneterPeaks proportional zur Menge an umgesetztem dWaP

Passte das zugegebenhrikleotid nicht zum vorhandenen DMg¥rang fand keine Reaktion
und somit auch &ne Lichtemissiostatt. Das Nukleotid wede vom Enzym Apyrase degradiert
um seinen Einflusszu einem spéateren Zeitpunkt dS&equenzierunguverhindern

Sobatl der Vorgang fur ein Nukleotid abgeschlosser, wurde das nabste, im Programm
vorgeseheneNukleotid hinzugegeben, woraufhin die Reaktionskaskateut ablief. Diese
Reaktiomsschritte wurderwiederholt, bis das Ende der zu untersuchenden Sequenz erreicht
war. Vom Gerat wurdeschlief3lich eine Kurve ausgegebanf deen Zeitachsgx-Achse)die
nacheinander zugegemen Nukleotide aufgetragen warésieheAbbildung7). Zeigte sich ein
LichtPeak(Ausschlag)wardasan dieser Stelle hinzugegebeNekleotidan den DNAStrang
angefugt wordensodass die Reihenfolge der PeaksalisdchlicheSequenzler analysierten
Probe ergb. War kein Peak zu sehgpmasste die vorgesehene Base nicht an den {3Nang

Ein um das zweioder dreifache héherer Peak bedeutete, dass zlesdiehungsweiselrei

gleiche Basen direkt aufeinander folgtenB. 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% C: 99% A: 33%
6: 1% G: 1% T: 67%

USRS OO O . | ! L (O (O}
E S TCGTAGCTACACSGATG

5 i0 15

Abbildung 7: PyrosequenzierungDarstellung der BRAFSequenz im Bereich der Punktmutation V600& einer
Pdientenprobe (4447). In der tumorfreien MukosaApbildung links) und im TumorgewebeAl§bildung rechts). Die
Punktmutation tritt in der Analyse an Position 14A auf.In der Mukosglinks)lasst sich die normale DNgequenohne
Basean Position 14larstellen.Rechts zeigt sich die Punktmutation dudets neue Aeninan Position 14 und das Reduzierte
T an Position 1@Pfeil) In Prozent ausgedriickt, betragt der Anteil der Mutierten DNA innerhalb der Probe 33%.
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2.5.5 Geldektrophoreseund Vergleictzur Pyrosequenzierung

In de Etablierungsphaselieser Arbeitwurde die Genauigkeitder Pyrosequenzierung im
Vergleich zur Gelelektrophoresatersucht Daflir eignete sich das Gen ER@@&lchesdurch
verschiedene Methoden untersucht werden kaitRCC1 spielt im Rahnar vorliegenden
Arbeit nur insofern eine Rollalsdasses die Etablierung undas Erlernen deverschiedena
Methodenunterstitzte

Das Gen ERCC1 kann in Codon 118 die Ausprég@agnd AA annehmen. Je nach
Auspragung andert sich diektivitdt der DNAReparaturmechanismen, was wedim das
Ansprecherauf eineChemotherapie mit PlatHwVirkstoffenverandert [45, 104]
Ublicherweise wird die Auspragungsiante von ERCC1(Codon 113 mit der
Gelelektrophorese ach Restriktionsverdau bestimmt (sieBes.4.7 [108]. Es ist abernuch
maoglich den Polymorphismus mittels Pyrosequenzierung zu analysieren. Dies béattie
Arbeitshypotheseden Vorteil einegenauererBestimmung der Anteile von C und T mit einer
exaktenAngabeader Anteilein Prozent. In der GelelektrophoreseiistVergleich daznur eine

semiquantitative Bestimmung und dankieine prazise Aussage maglich.

2.5.5.1 Auswahl der Primer und Pyrosequenzierung

Die Auswahl der Sequenzierungsprinfigr die Analyse des ERCRdlymorphismusrfolgte
unter Bertcksichtigung ddoereits vorhandenerPCRPrimer. Um den Vorwartsstrang der
DNA mittels Sequenzierung darzustellemusste der Rickwartdrrimer mit einem Biotin
Molekul versehenwerden Er bildete die Grundlage auf der der Sequenzierungsprimer die
Synthese des Vorwartsstranges beginnen kann

Um den Sequenzierungsprozess kurad effizient zu halten, wurde eine Regionals
Primebindungsstelleausgewahlt, dienur wenige Basen valer Stelle des Polymorphismus
lag Dabeiwar es gleichzeitigsinnvoll sowohidie Darstellungeinzelne Basen als auch die
Abfolge zweier gleicher Basen, in diesem Fall ;AWit in den Sequenzierungsprozes
einzubinden, umdadurch eine Kalibrierungder zu messenden Ausschlag@Peaks)zu
erreichen Die Starke der Lichtemission, und mit ihr der vom Geragegsbene Peak,
verdoppet sich bei der Abfolge zweier gleicher Basenn Reiheaufgrund der zweifach
ablaufenden ReaktianDurch das Eirbinden der 3BRlangen Basemige direkt vor dem

Polymorphismusa X / ‘PdlymorphismusXd ging sowohl ein einzelneg als aub ein

a7



doppelter Awsschlag in die Messung mit eirMit der Sequenzierung teildekannter
Genabschnittegestaltee sich die Auswertung durch die ReferenPeakseinfachker und
sicerer. Der endglltige Sequenzierungsmer (siehe Tabelle 8) mit einer den
Herstellerempfehlungen entsprechenderl,dnge von 16 Basgensetzte den obigen
Uberlegungen folgeniin Codon 11 2 NJ RS YiAyeh bei der Entwicklung dieses Primers
wurde das OnlinetodBLASTBasic Local Alignment Search Jdels NCHI122] zur Kontrolle
und Validierung der Bindungsstellerwendet

Die Pyrosequenzierung wurde nach defen beschriebenen Verfahren durchgefihBas
AssaySetup, also das Sequenzierungsprogramm fur diese ER@GBie Abbildung 8),
wurde nach folgendem Schema programmiert

Zu analysierende Sequer@AAT/CGTGCCCTG

Berechnete BasenzugabECGATCGTGCCT

Abbildung8: Assy Setup: Protokoll fir die Sequenzanalyse des ER@@horphismus
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2.6 Statistik

Alle Datendie mit denerlautertenVerfahrengewonnerwurden, flossen gemeinsam mit den
erganzenden Informationen aus demkten unter der fortlaufend vergebenen
Gewebeingangsnummer in eineDatenbank zusammen Die Berechnung der Statistik
erfolgte anschlief3enamit der Versior22 und23der StatistiksoftwareSPSS.

Die Korrelationen der einzelnen Faktoren untereinander wurden mit &eaktenTest nach
Fisher berechnefiir dieUberlebensanalysewurde derKaplanMeier-Schatzemit dem Log
RankTest beziehungsweise dem Wilcoxbest und fur die Abschatzungdes Einfluses

unabhangiger Variabledie CoxRegression verwendet.

2.6.1 Bildung von Gruppen

Aufgrund der Fallzahlen war es erforderli@mige klinisckpathologischenParameter wie
zum Beispiel das Gradirig Gruppen von eher gut differenziert (G1 und 6&3iehungswise
schlecht differenziert (G3 und G4) zusammenzufassen

Furdie untersuchten Tumormarkewurden die Grenzwere flr Positivitat(=Cutoff) mittels

Boxplots bestimmt. Anhand dieses CutofiVertes konnten die Ergebnisseaus der

I oA M.oA ~ _ A

immunhistochemischen FarburfgNNJ 2SRSyYy tF 0ASY (i SRS RS NY MM

zugeordnet werdenTabelle9 zeigt die Cutoffs dewichtigenTumormarker.

Cutoff Primarius Cutoff Lebermetastase

Negativ Positiv Negativ Positiv

CD44v6 Kp ez >50% Kp ez >50%
HGFR Ky ez >80% Ky ez >80%
HSP90 XKp E: >50% XKp E: >50%
IGF1R Ky ez >80% Ky ez >80%
MUC1 0 X M 0 X M
rpSéKinase 0 X M 0 X M

Tabelled: Grenzwerte deBiomarkerauf der Grundlage von Boxplots

Fur die Berechnung deCoxRegressiorwurde die UlC&Klassifikation aus Grinden der

Redundanznicht bertcksichtigAnstatt desserwurde die Einzelbetrachtung der unteer

UIC&Klassifikationzusammengefassten Faktoren des TSkktems gewdhlt, daie die
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Realitat insgesampréziser darstellen. Wirden sowohl die TMNRdktoren als auch UICC
gleichermalRen in die Rechnung eingehen, kamengsgyroRer Wahrscheinlichke#u einer

falschen Gewichtunder Ergebnisse.

2.6.2 Zusammenfassexweier Biomarker

Die Bionarker im Fokusdieser Arbeitg dzZNRSYy dzy G SNJ RSY DS&aAOK(G &Ll
0 I NB Sdo@itiBezug auf eine figliche biomarkerspezifische Therapiaisgewahlt. Sie
zeicmen sich zudem besonders durch ihre Relevanz als pradiktive Markeus und
entstammen drei verschiededolekilklassen

1 Zelladhasionsmolekiile (CD44v6 und MUC1)

1 Wachstumsfaktaezeptoren (HGFR un@GF1R

1 Signaltransduktionsmolektile (HSP90, Hx3tase)

Um ihren Einflus undihre Abh&ngigkeiten besser zu verstehen, wurden diese Biomarker
Rahmen der statistischen Auswertyng A 0 SA Yy I Y RS NJund iz &fneri YWarieNI &
zusammengefasstDas heildst es wurden jeweils zwei Biomarker unter bestimmten
Bedingungen zusammengefasgamit deren gemeinsamer Einfluss wie bei einem einzelne
Biomarker berechnet werden konnteDie Zusammenfihrung zweier Marker wurdehand
RS&a /dzi2FFa @2NBSY2YYSYyY Ly PatestdhgebiNdt,Ibds

denen jeweils beidéMarker positivwaren, also obrhalb des Cutoffs lagen. Falls rainer

at 2a

oder beide Marketbei einem Patienterunterhalb des Cutoffs lagenvurde erder Gruppe
a b S 3 Izigdodet(siehe Tabelle10). Diese Gruppierung wurde nur fur 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: MUCL1 in Marker 2 (IGF1R positiv + MUC]
Prozent) Prozent) positiv)
Probe 1 + + +
Probe 2 - + _
Probe 3 + - -
Probe 4 - - -

Tabelle10: Beispiel fur digkombination zweier BiomarkePositiv: + / 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 Egebnisse
3.1 Patientenkolletiv

In dieser Arbeit konnten ¥4Patienten mit kolorektalenbeziehungsweisenetastasiertem
kolorektalemKarzinom eingeschlossen werden. DRexersuchtePatientenkollektivwurde,
entsprechend dem vorliegendeifumorgewebein die GruppenoPrimartumor (n=89)und
oLebermetastased des kolorektalen Karzinom®=59)unterteilt. Von vier Patienten lagen
sowohldas Gewebe des Primartumors als auch der synchronen Lebermetastasen vor.
Diese beiden Tumorentitaten wurdetmptz des gemeinsamehbiologischenUrsprungsin der

folgenden Darstellung der Ergebnisse getrennt aufgefuhrt und einander gegenibergestellt.

3.1.1 Primartumor

Von den untersuchten Patientemit Prim&artumor(Tabellell) waren 43,8% (n=39) weiblich
und 56,2% (n=50) méannlich. Der Alterschachnitt lag bei 68,1 Jahren und wigise Spanne
von 43 bis 90 Jahreawuf.

Die Lokalisation des Primartumors verteilte sich @iefeinzelnerKolonabschnittevie folgt:
Coecum 10,1% (n=9), Kolon ascendens 22,5% (@0 transversum4,6% (+13), Kolon
descendens 5,6% (n=&)wie 38,2%n=34)im Kolon sigmoideum und 9,0% (N Rektum
(>10cm ab ano)nllinkes und rechtes Kolgmit hohem Rektum) zusammengefasstd an
der Ublichen Trennlinie dem Ligamentum phrenicocolicum entsprechend der
Gefal3versorgung aned linken Kolonflexuunterteilt, ergab sich eine Verteilung vatv,2%
(n=42)auf das linke un&2,8% (n47)auf dasrechte Kolon.

Der Tumordurchmessegemessen an dé&telle de grof3ten Ausdehnundgag im Durchschnitt
bei 4,7cm mit einer Spanne voril,2cm bis 11,5cm. Histologisch zeigte sich in 85,4% (n=76)
derFélle ein Adenokarzinowéahrend bei 14,6% (n=13) ein muzindéses Adenokarzirartag
DieKlassifikation defumorzelldifferenzierun{Gradingergab imPatientenkollektivfolgende
Verteilung Glbestandbei2,2% (n=2), Gei61,8%(n=55) G3bei34,8% (=31) und G4 zeigte
sich beil,1% (n=1Yer Patienten

Das Tumorstadium nach TNbhtsprechend der Klassifikation der U[CZ3], warim Stadium

T1 mit3,4% (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% [Derl3).
Lymphknotenstatus war bei 64,0% (n=57) der Patienten negasiv,N{0. Die Stadien N1 und
N2 waren mit 22,5% (n=2bgziehungsweis&3,5% (n=12) vertreten.ddin der praoperativen
Bildgebung erfasstblachweisvon Fernmetastase(M-Stadiun), zeigte derMO-Status(kein
Hinweis auf eine Fernmetastasedei 84,3% (n=75)und das Vorhandensein von
FemmetastasenM1) bei 15,7% (n=14pPaten zul.ymphangiosis carcinomatogaStadiun)
sowie zur vendsen GefalRinvasiorfV-Stadium) lagen nur fur 55 Patienten vor. Davon zéam
67,3% (n=37) einen Rtatus und 32,7% (n=18) einen&thtus. VO lag bei 89,1% (n=49) und
V1 bei 10,9% (n=@ler Patientervor. DiePerineurdscheidernvasion(Pn) wurde nur in einem
der funf Studienentren und damit nur bei20 Patienten erhoben. Aufgnd der geringen
Fallzahl wurdedas PrStadiumbei den statistischenBerechnungen in dies Arbeit nicht
berucksichtigt.

Aus deroben genannterVerteilungder TNMKIassifikation ergab sich fir das Ui&@dium

im untersuchten PatientenkollektifolgendesVerteilungsmuster: UICC | lag bei 18% (n=16)
vor, die StadienUICC IlIA und 1IB waren mit 34,8% (n=31) und 6,7% (n=6) vertreten. In der
Subgruppe UICC llIA fand sich kein Pati@n$ dem untersuchten Kollekt. Auf die
Subgruppen UICC 11IB und 1lIC entfielen 18% (n=16) beziehungsweise 6,7%idr##)gen
15,7% (n%4)warenunter UICC IV eruteilen

Daten zum praoperativen Wert des Tumormarkers CEA (Carcinoembryonales Antigen) im
Serum lagen fur 86 Patienten vd@ei exakt 50% (n=43) dentersuchten Patienten war das
CEA im Serurauf pathologische Werté »x o )renidhtk wahrendbei deranderen Hélfte
des Patientenkollektspraoperativein unauffalligerCEAWert gemessen wurde

Der RStatus als Indikator fir die postoperativiokale Tumorfreiheitwurde intraoperativ
beziehungsweise durch den Pathologen besttimund war bei 95,5% (n=85) der
eingeschlossenen Patienten Rso tumorfrei Bei 3,4% (3) der Patienterbestand eine R1
Resektion. B R2Statusergabsichbei 1,1% (n=1der Patienten

Keiner der Patienten (n=0) erhielt eine neoadjuvante Chemotherapi

Im Rahmen der statistischeAuswertung wurden aufgrund der relativ kleinen Fallzahlen,
einzelne Tumotsdien zusammengefasst. Daraus ergalichflr dasGradingdie Gruppen
G1/G2mit einemAnteil von64% (n=57) versus G3/G4 mihem Anteil vor85,%6(n=32).Das
T-Stadium wurde in dn Gruppen T1/2mit 18% (n=16) und T3/4mit 82% (n=73)

zusammengefasstin vergleichbarer Weise wurde der Lymphknotenstatugch dem
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Vorhandensein positiver LymphknotenNi®: 64,0% (n=57) und N1/2: 36,0% (n=32) sowie der
R Status in R0O: 95,5% (n=85) und R1/2: 4,5% (n=4) unterteilt.

PatientencharakterisierunBT

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
X cy odm 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
Colonsigmoideum 34 38,2
Rectum (>10cm ab ano 8 9,0
Hemikolon rechts* 47 52,8
Hemikolon links* 42 47,2
Tumordurchmesseftm) 89
mean (range) 4,7 (1,2¢ 11,5)
Standardabweichung 1,8
X nodtr O 48 53,9
>4.7cm 41 46,1
Histologischeilyp 89
Adenokarzinom 76 85,4
Muzindses Adenokarzino 13 14,6
Grading(G) 89
G1 2 2,2
G2 55 61,8
G3 31 34,8
G4 1 1,1
G12 57 64,1
G3/4 32 35,9
Tumorstatus(T) 89
pTl 3 3,4
pT2 13 14,6
pT3 60 67,4
pT4 13 14,6
pT12 16 18
pT3/4 73 82
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NodalstatugN) 89
pNO 57 64,0
pN1 20 22,5
pN2 12 13,5

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

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

A 0 0

B 16 18,0
lnc 6 6,7
\Y% 14 15,7

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

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

Perineuralinvasion (Pn) 20
PnoO 15 75,0
Pnl 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

Tabellell: Patientercharakterisierung im Kollektiv der eingeschlossepemartumore
* Gruppierungrechtes/linkes Hemikolon

3.1.2 Lebermetastasen

Im untersuchtenKollektiv der Patienten mitLebermetastasemineskolorektalen Karzinoms
(Tabelle12) waren 37,3% (n=22)er Patientenweiblich und 62,7% (n=37) mannlich. Das
mittlere Alter lag bei 62,6 Jahramd hatte eineSpanne von 40 bis 79 Jahren.

Bei 32,1% (n=18) der Patienten lagm Zeitpunkt der Operationnur eine einzelne
Lebermetastase vor, wahrend bei 67,9% (n=B8R)ltiple Lebermetatasan diagnostiziert
wurden. Der Durchmesseailer Metastasa, bei Vorliegen multipleHerde bezogen auf en

Grof3ten, betrug im Durchschnitt 3,93cmjtrainer 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.

PatientencharakterisierungM

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
X cH®C 25 42,4
> 62.6 34 57,6
Tumordurchmesser (cm) 56
mean (range) 3,93 (0,% 16,0)
Standardabweichung 2,57
X oZdgo O 21 37,5
> 3,93 cm 35 62,5
Zahl der Lebermetastasen 56
1 18 32,1
>1 38 67,9
Histologischer Typ 58
Adenokarzinom 52 89,7
Muzindses Adenokarzino 6 10,3
Grading (G) 55
Gl 0 0
G2 36 65,5
G3 19 34,5
G4 0 0
Lokalisation des Priméartumoil 59
Coecum 8 13,6
Colon ascendens 3 51
Colon transversum 4 6,8
Colon descendens 6 10,2
Colon sigmoideum 26 441
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 préoperativ 56
< 3.4 ng/ml 13 23,2
> 3.4 ng/ml 43 76,8
Neoadjuvante Chemotherapi 56
Ja 47 84,0
Nein 9 16,0

Tabellel2: Patientercharakterisierung im Kollektiv demgeschlossendrebermetastasen
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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 &B85% (n=19)
vertreten. Beziglich des Resektionsstatus 1ag9y7% (n=47) eine R®esektiorvor. R1 und

R2 traten mit jeweils 10,2% (n=6jleichhaufig aufDer praoperativim Serum bestimmte
Tumormarker CEACarcinoembryonales Antigenyar bei 76,8% (n=43) der Patient
pathologischd X o X nBEI2& 2%k (N=13) lag ein normwertiges CEA vor.

Die Charakterisierung dezugrundeliegenden Primartumen beschrankte sich auf die
Lokalisation im Kolon, da zum Zeitpunkt der Operation das-Bt&fium I\per definitionem

vorlag. Der gro3te Anteil der hepatisch metastasierten Primartumoren fand sich mit 44,1%
(n=26) im Colon sigmoideurieitere 13,6% (n=8) lagen im Coecuf1% (n=3) im Colon
ascendens, 6,8% (n=4) im Colon transversum und 10,2% (n=6) im Colon descendens. Im
Rekum (>10cm ab ano) waren 8,5% (n=5) der Primartumoren lokalisiert. Fur 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 vder Resektion deMetastase.

3.2 Zelllinien

Die Verwendung deZellinien wurdeim Kapitel2.3 ausfuhrlich erlautertim Folgendersind
die Ergebnisse der molekularbiologischen Charakterisierung einer tabellarischen

Zusammenfassungargestellt(Tabelle 13

Zelllinie BRAF KRAS ERCC1
DLD1 WT G13D TIT
HT29 V600E WT CIT
GEO WT G12A CIT
HCT116 WT G13D T/IT
RKO V600E WT C/C
SW480 WT Giz2v C/C

Tabellel3: molekularbiologische Charakterisierung der verwendeten Zelllinien. WT= Wi
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3.3 Die Genauigkeit der Gelelektrophordse Vergleich zur Pyrosequenzierung am

BeispiedesERCGPolymorphismus

Der Vergleich der Methoden Gelelektrophorese und Pyrosequenzieawm@nalyse der DNA
Sequenzanhand derUntersuchungdes ERCGRolymorphismusvurde sowohl mit Zelllinien
als auch mit Patientenproben durchgeflhigiehe auch2.5.5. Je nach Auspragung des
Polymorphismus in Codohl8 kdnnendie 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 Vaeiant
"AACund AAT in der selberzelle (C/Tyorliegenkann.Bei den ersternalyseersucherfiel
auf, dasssichdie Ergebnissder Geldéektrophoresenichtimmer eindeutigden einzelnerben
genannten Auspragungen zuordnerfen Dies bé&af nicht nur Patientenproben deren
Fehleranfalligkeit grolRer warsondern auchZelllinien bei denen @e Kontamination
ausgeshlossen werden konnte

In den Abbildungen9 bis ¥ sind zunachstBeispiele fir eindeutige Befunddes ERCC1
Polymorphismusnhand von Zelllinien und Patientenproben dargestellt. Die Ergebdesse
Gelelektrophoreseler ZelllinienDLD1 und RK(n Abbildung9) zeigen in der rm visuellen
Auswertung bei DLD in der rechten Spalte zwei Bandedie durch den erfolgten

Restriktionsverdawentstanden sind. Hier konnte das Enzym BgiErfahrensiehe auch

300
DLD1
lm...
0. \_l.\
E 5 T € é A 1I' (I: 66 T 6 € C T
5 10
C: 90%
T m\]
RKO
. | SPUPINUTPRURTPPHPIITPIPRTPTPPPPRRPOR [N | APPSR PR PRI
Abbildung 9 Gelelektrophoresezum ERC(
Nachweis bei de#elllinien DLD1 und RKO: " .
jeweils linke Spalte enthalt das PERdukt, di s T A
rechte Spalte das Produkt nach BsrDi Abbildung 10: Ergebnis der Pyrosequenzierundes ERCE
Restriktionsverdau. PolymorphismusDLD1 zeigt zu 97% T/T, RKO zeigt zu 90% C/(
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2.5.4.7) binden und die DNA schneidenwyomit der Nachweis fur das Vorliegen der T/T
Variante erbrachtwar. In derjeweils linken Spalteeiner Probeist, ebenso wiein allen
folgenden Abbildungen deElektrophoreseGele das unverdaute PGRoduktals Referenz
getestet worden. Die Zelllinie RKO zeigt im Vergleichkeinen Unterschied zwischen
verdautem und unverdautem PERodukt in der GelelektrophoreseHier konnte das
Restriktionsenzynalsonicht bindenund somit lag in diesem Falie Variante C/C vor. Diese
Ergebnisse wurden in der Pyrosequenzierung bestétigt. In beiden Verfamerkeine
weiteren Banden bziehungsweis®eaksu sefen.

Ein grof3tenteileindeutiges Ergebnis war bidénPaienten mit denBatchrummern4417und
4477zu sehen. Hier wurdeweilssowohl gesunde Gewebealsotumorfreie Mukosa als auch
Tumorgewebe untersuchtin den Abbildungen 11 bis 4 sind die Ergebnisse des
Restriktionsverdaumit Elektrophoresaind der Pyreequenzierungiegenibegestellt.
Mukosawie auch Tumorgewebe voRatient 4417zeigen im Gelund durchdie quantitative
Bestimmung mittel®yrosequenzierung, hier mit 95%eExpressionswianteT/T.Bei Patient
4477 hgdagegendie heterozygote Auspragung mit C/T vor. Im Gel sieshalb,nach der
Inkubation mit dem RestriktionsenzyBsrD] drei Banden a erkennen Da bei heterozygoter
Auspragundeide Genvarianten vorliegemurde ein Teil der vorhandenenNA durch das
Enzym geschnitterwas zu zwei neuen Banden fuhrte, wahrend der andere dlsitlritte
Bande,unverandert blieb Die schwachere Darstellung der Banden im Tumorgewebe von

c: 5\]

Mukosa

e 8 BE B

M’
zm_
1« - e wmvsnmansnnm mmdms s mnswams s SR . . .. s« i v s
PB fvvisnavmsavaiin s uvmnissnnosannnnins fove BRI - v si'iuaus whwis wawninnio f s e uwnabmaw s aions
100+
Abbildung 11:Patient 4417: Gelelektrophore S0
zum Nachweis der ERGAIspragung in |, i R | A T !
tumorfreier Mukosa und Tumor. In der linl Abbildung 12: Ergebnis der Pyrosequenzierurdps ERCE
Spalte jeweils das P&Radukt, in der rechte Polymorphismubei Patient 4417 in der tumorfreien Mukosa sc

Spalte DNA nacRestriktionsverdau mit BsrDI im TumorgewebeJeweils 95% T/T.
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C: &%

Mukosa Tumor sl e

Abbildung 13 Patient 447: Gelelektrophores

zum Nachweis der ERG®Ispragung in Abbildung 14 Ergebnis der Pyrosequenzierurdps ERCE
tumorfreier Mukosa und Tumor. In der linl Polymorphismus bei Patient 44 der tumorfreien Mukosa sov
Spalte jeweils das P@Rodukt, in der rechte im TumorgewebeAuspragung C/T mit 62/38% bzw. 71/29%.

SpalteDNAnach Restkitionsverdau mit BsrDI

4477, bei dem die unterste Bande kaum noch sichtivar, stellt bereits ein Beispiel fidtie
Schwierigkeit einer prazisen Auswertudgr. Deses Problem bildete die Grundlafj# die
Entwicklung eing alternativen Analyseverfahrens, d@yrogquenzierungMit ihr konnten

die Anteile der beideuspragungsvarianten in Prozent ausgegeben werden. Somit ergab die
Pyrosequenzierunpei dem Patient 4477Y A G o y22  ih geiMBiko$a und @906 Anteil

a ¢ira Tumor, den Befund C/TAllerdingsspiegele sichauch hier die schwéchere Auspragung

im Tumorwider.

Waéhrend sich einige eindeutige Ergebnissemit beiden Methoden gut darstellen ief3en
eignee sich beiunscharfenoder schwacherBanden im Geljie Brrosequenzierungleutlich
besser Dies zeigte beispielsweiseaslElektrophoresegetier Zelllinie HT29Abbildung b).

Hier ist die Aussage uber die Auspragungsvariante von ERCC1 schwierig, da der Unterschied
in der Intensitat der Banden sehr hoch ist. Es kénnte sigtohlum die Ausprgung C/C mit
einem Artefakt als auclum die Variang C/Thandeln Erst durch die Pyrosequenzierung
(Abbildung ®) ist ersichtlich, dass die zweite Option, also die AuspragungndtTeiner

Verteilung von 70% zu 30% vorliegt.
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Links: Abbildung t5Gelelektrophoreseum Nachweis der ERCAdspragung irdet
Zelllinie HT29. Die linke Spalte enthalt das-P@iukt, die rechte Spalte das Proc
des BsrDRestriktionsverdaus

Oben: Abbildung 1®yrosequenzierunges ERCERolymorphismus der Zelllinie H1
AuspragundC/T mit einem Verhaltnis von 70%/30%

Ahnlich schwieriggestaltee sich die Interpretation der Patientenproben 4459 und 4464
(Abbildungen T bis 20). Auch wennsichdie Gewichtung der Anteile von C und T durch die
Prozentangabenaus der Pyrosequenzierungn der Intensitdt der Bandenim Gel
widerspiegeien, war mit der alleinigen Gelelektrophorese keine eindeutige wad allem
keine sichere Aussage Uber die Auspragung moglictsbesonderedie quantitative
Darstellung der DN#Menge in den verschiedenen Bi#en des Gelsvar kaum einzuschatzen
und erlaubte damit keine sichere Aussagier das vorliegende Materialudem kéniken
Artefakte die Aussagekraft einschrankdfir den Untersuchebleibt damit generell eine
hdhere Unsicherheit bei der Auswertungelchebei derVerwendung dePyrosequenzierung
entfallt.

Zusammengefasst bietet diByrosequenzierungiicht nur eine modernere und weniger
fehleranfallige Darstellung, sondern auf3erdem dMdglichkeit, einen @off-Wert

festzulegender eine bessere und sicherere Auswertbarkaitasst.
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Mukosa Tumor

Abbildungl7: Gelelektrophoreseum

Nachweis der ERC@Lspragung bei 4459.

Abbildung 19Gelelekrophoresezum
Nachweis der ERC@ilispragung bed464.

SN |- e S e G
[ Mukosa
300

C: 69%
T: 31%

Abbildung 18Pyrosequenzierundes ERCERolymorphismt

bei 4459.
C: 7%
T: 23%
Moot s snvessaananse g s SR ... ... - - < v s e s e g
Mukosa
200}

Tumor

Abbildung 20:Pyrosequenzierungles ERCERolymorphismt
bei 4464.

61



3.4 ERCC¢ AbschlieRende Betrachtung des Methodenvergleichs

Die vergleichende Untersuchung d8elelektrophorese und der Pyrosequenzierung anhand
des im vorausgegangen Kapitel erlauterten Verfahrens der ERE&Rlyse wird an dieser
Stelle abschlielRend und entsprechend ausfihrlich dargestellt, da sie im Diskussionsteil dieser

Arbeit nicht mehr berdksichtigt wird.

Wieim Kapitel3.3bereits anschaulich dargestelftihrt die Pyrosequenzierung zu wesentlich
besser verwendbaren und eindeutigeren Resultaten, weil die Fehleranfalligkeit der
semiquantitativen Schéatzung im Elektrophoresegel entfallt. Da die Banden bei der
Gelelektrophorese haufig in ihrer Intensitat varen, 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 &g et al. [124] die teilweise sehr schlechte
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus der Gelelektrophorese an anderen Polymorphismen
mit einer Ubereinstimmung von nur 68% gezeigt. Allerdings wurden fir die
Untersuchungen nur FFPE (forméixed paraffirembedded) Praparate verwendet, welche
wiederum eher zu DNMBegeneration fuhren[125] als frisches Gewebe. Baauch die
Reproduzierbarkeit der ERGG&nanalyse fehleranfallig ist, wurde von Marchetti et al. an
Hand von Lungentumoren diskuti€ft26]. Der Autor stellte in diesem FaliedEntdeckung
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 rfghr aus dieser
Arbeit, bereits bekannt.

Diese Probleme machen die alternative ERB(4dlyse mittels Pyrosequenzierung besonders
interessant. Einen Vorteil dieser Methode ist die passgenaue Auswahl des zu sequenzierenden
Genabschnitts durch die AuswahérdPrimer fiur PCR und Pyrosequenzierung, wodurch
Kontaminationen vermieden werden. Zum anderen besteht mit dieser neuen Methode
erstmals die Mdglichkeit, einen Cuteffert festzulegen, mit dem sich die Auswertung weiter
vereinheitlichen und prézisieren Ets Fur die Etablierung dieses Cut@fertes und zur
Gewinnung weitereKenntnisse Uber den direkten Einfluss von ERCCL1 auf die Therapie sind

weitere Versuchsreihen und die Korrelationen mit Therapiedaten notig.
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Zusammenfassend zeigen die dargestellteneBngsse, dass der ERGT4chweis mittels
Pyrosequenzierung als neuReferenzstandard empfohlen werden sollte. Es ist allerdings
erforderlich, dass im Rahmen weiterer Arbeiten ein Cutoff fur die jeweilige Auspragung

etabliert wird.

3.5 Statistische Auswertgnder untersuchtemBiomarker

Im Folgendenwerden nun zunachst die Haufigkeitamd die Verteilungder einzelnen
Faktorenbeim Primartumor und den Lebermetastasen dargestellt. DiesdnlieR3en sicllie
signifikanten Korrelationeim Rahmen debivariaten Aralyseund die UberlebensStatistik
an. ImWesentlichersind die signifikanten Ergebnissad die auffalligen Befundein diesen
Abschnitteingeflossen. Die vollstandigdfrgebnisse mit alle®aten und PNerten sindin

tabellarischer Fornim Anhang dargestellt.

3.5.1 Haufigkeit und Verteilung

3.5.1.1 Primartumoen

Der Biomarker CD44v6 verteilte sighnfehlenderbeziehungsweisgeringer Prasenazishin
zueinem sehr starkeWorkommen relativ homogernm PatientenkollektivDerCutoff fir die
Gruppeneinteilungpositivvs. negativ)konnte daher bei 50% gewahlt werdeB4,8% (n=31)
der untersuchten Tumore zeigtenbis zu 50%CD44vépositive Zellen, wahren@5,2%(n=58)
der Tumore mehr als 50% positivZellen aufwiesen
Beim Zelladhasansmolekil MUC1 wurde der Cutattifgrund des geringeren prozentualen
Vorkommens so festgelegt, dass jeder positive Tumor ab 1% positiver Zellen algobRitw1
gewertet wurde. Damit ergaben sich 64% (n=57) Md€dative und36% (n=32) MUGL1
postive Tumoren
Der HGFsowie derlGF1Rzeptor waren in einem grol3€feil der Tumorproben hoch positiv.
Fur diesebeidenMarkerwurde der Cutoffleshalbbei 80% gesetzt. HGH#®sitiv warendamit
im Patientenkollektiv 75,3% (n=67). Als H@&ERativ wurden 24% (n=22) gewertet. Die
IGF1RoositivenTumorenlagen bei 60,7% (n=54), geddrer 39,3% (n=35)GF1Rhegativen
Patientenproben.
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Fur dasHitzeschockpratin HSP90 wurde der Cutoff bei 50% festgelBgtmit waren 24,7%
(n=22)der Tumorproben positiv, also zu mehr &8% gefarbtwahrend 75,3% (n=67) der
ProbenHSP9fegativwaren

DierpS6Kinasezeigte,ahnlich wie MUC/leininsgesamgeringeres Vorkommen, sodass alle
Gewebeprobenbei denen sich ein positiver Nachweis derGgSnase ergab, der Gruppe der
rpS6eKinasepositivenTumorenzugeordnet wurdenAuf dieseGruppeentfielen46,1% (n=41)
des untersuchtenPatientenlollektivs. Als rpS&inasenegativ wurden 53,9% (n=4&)er
Proben eingeordnet Diese Verteilung der Biomarkerexpressiomst zusammengefasst in
Tabellel6 dargestellt.

Auf molekularbiologischer Ebene fand sich die MutatBlRAFV/600Ebei 11,2% (n=10) der
Paienten. Bei 88.8% (n=79) wurdier Wildtypnachgewiesen

Die Mutationen imKRAS5en sind vielféltig. EiwichtigerTeil dieser Mutationen findet sich in

Exon 2- Codon 12 und 13welche in dieserf KRASMutation n Prozent
Arbeit ebenfalls untersucht wurden. Prg

Patient lag maximal eine der mdglichen G12A 2 2.2
KRASMutation vor. Damit wiesen in def G12C 1 1.1
Gruppe der Primartumoren insgesamt 34,8% G12D 11 124
(n=31) der untersuchten Proben eilRAS G12S 1 11
Mutation auf. Bei 65,2% (n=58r Patenten G12V 11 12.4

lag derKRASNildtyp vor. InTabellel4ist die G13D 5 5,6

Verteilung der einzelnenKRASMutationen ) ) ) )
Tabellel4: Verteilung delKRASMutationen im Kollektiv der

dargestellt. Primartumoken

3.5.1.2 Lebermetastasen

Die immunhistochemische Farbung der Lebermetastasen ergab ein dem Primartumor
vergleichbares Verteilungsmustebei den positiven Tumorzllen. Somit konnten die
biomarkerspezifischen Grenzwerte (Cuspffileichdenen der Primartumoren (sieh2.6.1)
gewahlt weraen.

Von den untersuchten Lebermetastasemesen50,8% (n=30) tUberwiegend CD44udsitive
Zellenauf. CD44véegativ waren 49,2% (n=29). MUfdsitveZellen lagerei23,7% (n=1%

der Lebermetastasen voBei 76,3% (n=45) liel3 sich MUC1 nicht nachweisen.
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Der HGFRezeptor zeigte sighositivbei 74,6% (n=44)er untersuchten Prober25,4% (n=15)

waren HGFRegativ.Ein @hnliched/erteilungsmustewar beilGF1Rzu sehen: Hier waren

76,3% (n=45)GF1Rpositiv und 23,7% (n=14G6F1Rhegativ.

Esfanden sichbei 32,2% (n=19)les PatientenkollektsyHSP9positive Metastasen HSP90

negativeTumorenwurden bei 67,8% (n=4@pchgewiesen. Die rpSGnase waru61% (n=36)

positiv und bei 39% (n=32)ler untersuchten Probennegativ. Diese Verteilung der

Biomakerexpression ist zusammengefasst abellel6 dargestellt.

In der Gruppe der Lebermetastaskmd sich ein Patier{tl,7%)mit der BRARMutation V600E

Bei den Ubrigen98,3% (n=57) der Patienten KRASVIutation n Prozent
wurde der BRARWildtyp nachgewiesen.
Ein positiver KRASStatus zeigte sichbei G12A 0 0
36,2% (n=21)er Metastasen Tabelle 15: G12C 2 3,4
Verteilung deiKRASMutationen im Kollektiv G12D 9 15,3
der Lebermetastasestellt die Haufigkeit der G12S 2 3.4
einzelnen KRASMutation dar. Bei den G12V 5 8.5
verbleibenden63,8% (n=37)er Patienten G13D 3 5.1
wurde derKRASNildtypnachgewiesen  Tapelie1s: Verteilung deikRASVutationen im Kollekiv der
Lebermetastasen
Primartumoren(n=89) Lebermetastasen=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
rpSeKinase 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

Tabellel6: Verteilung der Expressiaer untersuchten Biomarker in Primartumoren und Lebermetastasen
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3.5.1.3 Doppelmarkebei Primartumor und Lebermetastase

Die Verteilung der durch die Bildudgr Doppelmarker neuentstandenen Gruppen (positiv vs.
negativ) war aufgrund der oben bereits gezeigten mvoBiomarker abhangigen
unterschiedlichen Gruppengrol3e ebenfalls sehr verschieden.

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

Eine weitere Besonderheit im Kollektiv der Patienten mit Lebermetasten war die
Gruppenbildung aus MUE€Lnd HGFRositiven Tumoren. Es zeigte sich das alle MUC1
positiven Patienten (n=14) auch HGRBsitiv (n=44) waren und id Gruppen des

Doppelmarkes somit demEinzelmarker MUC1 entsprachen.

Doppelmarker Positiv (+/+) Negativ (+4, -+, /-)
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

Tabellel7: Fallzahlen in deGruppenpositiveund negativeExpressionler Doppelmarker beim Primartumot

Doppelmarker Positiv (+/+) Negativ (+f, -1+, -/-)
CD44v6/MUC1 11 48
CD44v6/HGFR 25 34
CD44v6/IGFR 23 36
CD44v6/HSP90 13 46
MUC1/HGFR Alle MUC1positiven(n=14) | 45
MUC1/IGFR 12 47
MUC1/HSP90 3 56
HGFR/HSP90 14 45
IGFR/HSP90 15 44

Tabellel8:Fallzahlerin den Gruppen positive und negative Expressioibdppelmarker balen Lebermetastaser
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3.5.2 Bivariate Analyse

Fur diebivariate Analyse wurde das in der Literatur tbliche Signifikanznjzeaublehnung
der Nullhypothesebei p < 0,05 festgelegt. Zur Berechnung der Korrelatnarschen den
einzelnenVariablenkam der exakte Test nach Fishaitso derkorrigierte, zweiseitige Chi
QuadratTest zum EinsatzDie vollstandigenErgebnisseadieser Berechnungersind in den
Tabellen im Anhang dargestellt.

Im Kollektiv der Lebermetastasen fand sich nur bei einbsreits frih verstorbenen,
Patienten eine einzige BRAFMutation. In diesem Einzelfall erschiegine statistische

Auswertungnicht sinnvoll, weshallbon de Durchfiihrung abgesehen wurde.

3.5.2.1 Einzelmarker beirRrimartumor

Die Korrelation des Zelladhasionsmolekils CD44v6 mit den kHoébblogischen
Parametern ergab einen signifikanten Zusammenhang mit d&chtsseitigen
Tumorldkalisation (p=0,004) und mit einem héherdumorgrading (p=0,021pPie einzige
weitere relevante Korrelation mit einem tumorbiologischen Fakr zeigte sich in den
Intensitaen von CD44véit EGFRp=0,008)

Der zweite Zelladh&siemarker MUC1 korrelierte tndem positivenNodalstatussowohl bei
der Auswertung nachProzent (p=0,02)als auchnach Intensitat (p=0,021) Die MUCZ
Intensitat zeigteeine sigiifikante Korrelation mit dem Mstatus (p=0,017) sowie derStatus
(p=0,01).MUCZProzentkorrelierte zudeminvers mit der Expression de$GF1-Rezeptos
(p=0,023)Die Korrelation mit dm laborchemisclyemessenenpraoperativenCEAWert lag
exaktauf demCutoftfWert fur ein signifikantes Ergebnis=0,05).

Der IGFL-Rezeptor korrelierteauRermit MUC1(s.0.) signifikant mit denpositivenL-Status
(p=0,042) und mitdem KRASNildtyp (P=0,04). Die Intensitat derlGF1R-arbung ergab
entsprechendeKorrelationen mitder Tumotokalisationim linken Hemikolon (p=0,001) und
mit der histologischen Far eines Adenokarzinoms (p=Q%). Zudem zeigte sich ein
Zusammenhangler IGF1Rntensitdt mit dem Leukozytenrarker CD45 im Bindegewebe
(p=0,046).

HGFR und HSP90 korreliertemn Gegensatz zu den oben genannten Markaricht mit

Klinischpathologischen Fakren. Es zeigte sich lediglich signifikante Korreltionen der
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beiden Markewuntereinander (p=0,01) sowmwischerder HGFRntensitat mit dem D-Status
(p=0,046Yeziehungsweisdem BRAFWildtyp (p=0,047).

Die rpS6Kinasekorrelierte mit dem positiven R-Status (0,041und den EGFRositiven
Tumoren (p=0,019) Zudem war die Intensitat der rpS€dnase signifikant mit derKRAS
Mutationsstatus korreliert (p=0,015).

Der molekularbiologische MarkéBRAFkorrelierte signifikantmit dem Grading (p=0,004).
Weitere Zusammenhangéestanden mit dempositiven Nodalstatus (p=0,031) und der
Tumorlokalisation (p=0,042). Auadtter Zusammenhangwischen BRAFund KRASwar
signifikant(p=0,013. Es konntebei keinem Patienten dagleichzeitigeVorkommen beide

Mutationen nachgewiesenverden

3.5.2.2 Doppelmarker im Kollektiv dBrimartumoe

Durch dieam KapiteR.6.2beschriebene Verkniipfung von jeweils za@er im Fokus stehenden
Biomarker, bei der nur die furjeweilsbeide Marker positiven Patienten als positiv gewertet
wurden(Doppelmarker)zeigte sib in vielen Féllerine relevante Zunahme beziehungsweise
eine Verstarkung derbereits unter 35.2.1 genannten Zusammenhdnge Um diesen
Sachverhaltmoglichst Ubersichtlichdarzustellen, sind in den Tabellen 19 bis 5 alle
signifikanten Korrelationen der beteiligten Einzelfaktoren sodie daraus resultierenden
Doppelmarkegemeinsam aufgefuhrt

Die Berechnungler Korrelation zwischedem MarkerCD44v6/MUC1Lnd dem Nodalstatus
ergaly trotz fehlender Signifikanz fur derinzelnen Marker CD44v&inen starkeren
Zusammenhang (p=0,012) als fur MEdlo (p=0,02). Zudem zeigt@chdie Korrelation mit
dem L-Statussignifikart (p=0,045) obwohl die einzelnen Faktoredies nicht erreichten Im
gleichen Sinne wiebereits MUCZsolo, korrelierte CD44v6/MUClauch mit IGF1Rinvers
(p=0,011).

Der DoppelmarkerCD44v6/HGFR korrelierten Sinne eineiVerstarkungder Signifikananit
HSP90 (p=0,003%leichzeitig war i& positiveCD44v6/HSPY)EXxpressiosignifikant mit dem
hoheren Gradng (p=0,026) sowie mier Gefallinvasion Yp=0,049)korreliert, ohne dass
einer der Einzelmarker mit dem-$tatus korrelierte.CD44v6/HSP90 zegzudem einen

signifikanten Zusammenhang mit HGFR (p=0,036)mihdem molekularbiologischen Marker
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BRAKp=0,026)Auch beBRAKam eserstdurch die Kombination ddyeidenMarker zu einer
signifikanten Korrelation.

Die Verkniupfung von MUC1 mit HGFR brgaue keziehungsweisestarkere signifikante
Korrelatioren mit dem Tumordurchmessgp=0,014),dem Nodalstatugp=0,006) und dem
praoperativen CEAVert (p=0,014).

MUC1AGF1Rwvar signifikant mit dem Nodalstatus (p=0,031) sowie mit dem Vorhandensein
von Fermetagasen M1 (p=0,041) Kkorreliert. Diesbeiden Korrelatioren wurden
entsprechend wiedeim Tumorstadium nach UICC abgebildet (p=0,0R2&Verbindungvon
MUC1 undGF1Rergab nicht nur diggenannteneue Korrelation mit dem Mstatus,sondern

eine weiteremit dem Leukozytenmarker CD45 im Bindegewebe (p=0,019).

Fir denMarker MUC1/HSP9@rgalen sich bei einerrelativkleinenCl £ £ T F Kf Ay RSNJ
D NXzL XigBifikante Zusammenhange mit der TumorgréRe (p=0,022) mesitivenL-Status
(p=0,035) sowie demuftreten eines Rezidivs (p=0,05). Im Bereich demndxbiologischen
Faktoren zeigtesich beidieser Verteilung von MUC1/HSP9@in schwach signifikanter
Zusammenhang mit CD44v6 (p=0,047) 8RIAK0,043).Trotzder teilweiseeher nur knapp
signifikanten P-Werte, ist auch hier bemerkenswert, dass keiner der beiden Einzelfaktoren mit
einem der Markekorrelierte.

BeilGF1RHSP9O0 korrelierteinzigder GefaRinvasionStatus (p=0,013ignifikant.

Fur dieDoppelmarkelCD44v6IGF1RINdHGFR/HSP3and sich bei den Primartumoren keine

signifikante Korrelation.

CD44v6 n Gruppen X pr: > 50% p
Lokalisation 89 Rechtsseiti 8 34
Isal >ehisseltg 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 Gl2 25 32
.021
G34 6 26 0.0
Nodal status 89 pNO 20 37 1.0
pN1-2 11 21 '
Cancer stage 89 -1 19 34
.82
(UICC) n-v 12 24 0.825
Lymphangiosis 55 Absent 16 21 0.377
carcinmoatosa Present 5 13 '
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MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 25 17 0.508
Linksseitig 32 15
Grading 89 G112 38 19 05
G34 19 13
Nodal status 89 pNO 42 15 0.02
pN1-2 15 17
Cancer stage 89 I-11 39 14
(uice) -V 18 18 0.027
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 G112 46 11 0.131
G34 21 11
Nodal status 89 pNO 48 9 0012
pN1-2 19 13
Cancer stage 89 I-11 44 9 0.048
(uice) -V 23 13
Lymphangiosis 55 Absent 31 6 0.045
carcinmoatosa Present 10 8

Tabellel9: Primartumore:Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und MUC1 sowie DemgrelmarkerAlsoPositivi
geltenhier alle Patienten, die sowohl eine CD44éspragung >50%ufweisen als auch MUEibsitiv sind

CD44v6 n Gruppen X p ez > 50% p
Lokalisation 89 Re.:chtssgl.tlg 8 34 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 Gl2 25 32
G34 6 26 0.021
HSP90 89 JE: 27 40
ZKSOE;O ~ 4 18 0.073
HGFR n Gruppen Xy m: > 80% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 11 31 0.809
Linksseitig 11 36
Grading 89 G112 14 43 1.0
G34 8 24
HSP90 89 X p sz 21 46 001
> 50% 1 21
CD44v6/HGFR n Gruppen Negativ Positiv p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 17 25
Linksseitig 29 18 0.057
Grading 89 G112 34 23
G34 12 20 0.051
HSP90 89 X p ez 41 26
> 50% 5 17 0.003

Tabelle20: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 und HGFR sowi®dppaimarkey | £ & ot 2 & A (0 A
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD4Aupragung >50% als auemeHGFRAuspragung >80% aufweisen.
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CD44v6 n Gruppen K > 50% p
Lokalisati Rechtsseiti 4
okalisation 89 gc sse-zll ig 8 3 0.004
Linksseitig 23 24
Grading 89 G112 25 32 0021
G34 6 26
Vein invasion 89 VO 19 30 10
Vi 2 4 '
HGFR 89 X oy E: 7 15
> 80% 24 43 0.801
BRAF 89 Wildtyp 29 50
Mutation 2 8 0.484
HSP90 n Gruppen X > 50% p
Lokalisation 89 Rechtsseitig 32 10 10
Linksseitig 35 12 '
Grading 89 G112 46 11 0.131
G34 21 11
Vein invasion 89 VO 42 7
Vi 3 3 0.066
HGFR 21 1
G 89 Koy, 0.01
> 80% 46 21
BRAF 89 Wildtyp 62 17
Mutation 5 5 0.112
CD44v6/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv p
L — —
okalisation 89 Re.ChtSS(.EI.tIg 33 9 0.798
Linksseitig 38 9
Grading 89 Gl2 50 7
G34 21 11 0.026
Vein invasion 89 VO 43 6
V1 3 3 0.049
HGFR 89 X oy m: 21 1
> 80% 50 17 0.036
BRAF 89 Wildtyp 66 13
Mutation 5 5 0.026

Tabelle21: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 8RPiGowie dererDoppelmarkey ! f a
gelten hier alle Patienten, die sowohl eine CD4Aupragung >50% als auemeHSP90Auspragung 50% aufweisen.

at 28A0A

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Tumor size 89 norT 33 15
(mean) 2<4.7 cm 24 17 0.378
Nodal status 89 pNO 42 15 0.02
pN1-2 15 17
Cancer stage 89 I-11 39 14
(uice) H-1v 18 18 0.027
CEA préoperativ 86 < 3.4 ng/ml 31 12 0.118
> 3.4 ng/ml 23 20
HSP90 89 X p s 43 24 1.0
> 50% 14 8
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HGFR n Gruppen X oy E: > 80% p
Tumor size 89 X nodT 15 33 0.145
(mean) >4.7cm 7 34
Nodal status 89 pNO 14 43 10
pN1-2 8 24 '
Cancer stage 89 I-11 14 39
0.803
(uice) -V 8 28
CEA préoperativ 86 < 3.4 ng/ml 11 32 1.0
> 3.4 ng/ml 10 33 '
HSP90 89 X opE: 21 46 0.01
> 50% 1 21 '
MUC1/HGFR n Gruppen Negativ Positiv p
Tumor size 89 X nodr 41 7 0014
(mean) >4.7 cm 25 16
N
odal status 89 pNO 48 9 0.006
pN1-2 18 14
Cancer stage 89 I-11 45 8
0.007
(uice) -V 21 15
CEA préoperativ 86 < 3.4 ng/ml 37 6 0014
> 3.4 ng/ml 26 17 '
HSP90 89 X op s 52 15
> 50% 14 8 0.261

Tabelle22: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Mark#dClund H5FRsowie dererDoppelmarkey !

gelten hier alle Patienten, die sowdMUCZpositivsindals auch eine HGFRuspragung >8% aufweisen.

t

a

at 2&8A0A¢

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
Nodal status 89 pNO 42 15 0.02
pN1-2 15 17 '
Metastatic 89 cMO 50 25
status cM1 7 7 0.243
Cancer stage 89 Il 39 14
0.027
(uice) -V 18 18
Lym!ohang|03|s 55 LO 24 13 0.382
carcinomatosa L1 9 9
KRAS 89 Wlldt.yp 38 20 0.817
Mutation 19 12
IGF1R 89 X oy m: 17 18
- .02
> 80% 40 14 0.023
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IGF1R n Gruppen X oy E: > 80% p
Nodal status 89 pNO 22 35 10
pN1-2 13 19 '
Metastatic 89 cMO 31 44
status cM1 4 10 0.553
Cancer stage 89 I-11 21 32 1.0
(uice) -V 14 22 '
L hangiosi
ymp angiosis 55 LO 20 17 0.042
carcinomatosa L1 4 14
KRAS 89 Wildtyp 18 40 0.04
Mutation 17 14 '
0,
MUC1 89 0% h 17 40 0.023
X M2 18 14
MUC1AGF1R n Gruppen Negativ Positiv p
N | N 2
odal status 89 pNO 5 5 0031
pN1-2 23 9
M -
etastatic 89 cMO 66 9 0.041
status cM1 9 5
Cancer stage 89 I-11 49 4 0016
(uice) -V 26 10
L —
ymphang|05|s 55 LO 32 5 0.268
carcinomatosa L1 13 5
KRAS 89 Wildtyp 48 10
Mutation 27 4 0.763

Tabelle23: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 IGfilRsowie dererDoppelmarkey | £ & ot 2 & A 0 A ¢
gelten hier alle Patienten, die sowohl MU@sitiv sind als auch ein&F1RAuspragung >80% aufweisdlUC1 undGF1R
korrelieren auch untereinander.

MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
T -
umor size 89 X nor 33 15 0.378
(mean) >4.7cm 24 17
Nodal status 89 pNO 42 15 0.02
pN1-2 15 17 '
Cancer stage 89 I-11 39 14 0.027
(uice) -V 18 18
L h iosi L 24 1
ymp angiosis 55 0 3 0.382
carcinomatosa L1 9 9
Rezidiv/Progress 89 Nein 46 25 0.789
Ja 11 7
HGFR 89 X oy m: 13 9
- 0.615
> 80% 44 23
IGF1R 89 X oy E: 17 18 0.023
> 80% 40 14
CD44v6 89 X p ez 21 10
- 0.649
> 50% 36 22
BRAF 89 wildt 52 27
TP 0.485
Mutation 5 5
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HSP90 n Gruppen X opE: > 50% p
T i d 7 11
umor size 89 X nodT 3 0.806
(mean) >4.7cm 30 11
Nodal stat N 42 1
odal status 89 pNO 5 0.799
pN1-2 25 7
Cancer stage 89 I-11 39 14
0.803
(uice) -V 28 8
L —
ymphangloss 55 LO 31 6 0177
carcinomatosa L1 12 6
Rezidiv/Progress 89 Nein 55 16
0.368
Ja 12 6
HGFR 89
Koy T, 21 1 0.01
> 80% 46 21
IGF1R 89 Xy E: 27 8
- 0.806
> 80% 40 14
CD44v6 89 X oprE: 27 4
> 50% 40 18 0.073
BRAF 89 W|Idt.yp 62 17 0.112
Mutation 5 5
MUC1/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv p
T -
umor size 89 K nor 47 1 0.022
(mean) >4.7cm 34 7
Nodal status 89 pNO 54 3 013
pN1-2 27 5 '
Cancer stage 89 I-11 50 3 0.261
(uice) -V 31 5
L h iosi L 1
ymp angiosis 55 0 36 0.035
carcinomatosa L1 14 4
Rezidiv/Progress 89 Nein 67 4 0.05
Ja 14 4 ’
HGFR 89 X oy m: 22 0
- 0.192
> 80% 59 8
IGF1R 89 X oy m: 30 5
- 0.255
> 80% 51 3
CD44v6 89 X p ez 31 0
) 0.047
> 50% 50 8
BRAF 89 Wildtyp 74 5
Mutation 7 3 0.043

Tabelle24: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Marker MUC1 iH8&9&owie dererDoppelmarkey !

gelten hier alle Patienten, die sowohl MU@isitiv sind als auch eitéSP90Auspragung >8% aufweisen.
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IGF1R n Gruppen K > 80% p
Lymphangloms 55 LO 20 17 0.042
carcinomatosa L1 4 14
Vein invasion 55 VO 24 25 0.204

V1 1 5
M 0,
UcC1 89 0% A 17 40 0.023
X M2 18 14
HGFR 89 Xy gz 9 13 10
> 80% 26 41 '
KRAS 89 Wildtyp 18 40 0.04
Mutation 17 14 '

HSP90 n Gruppen K > 50% P
Lymphangloms 55 LO 31 6 0177
carcinomatosa L1 12 6
Vein invasion 55 VO 42 7

V1 3 3 0.066
MUC1 89 0% 43 14 1.0
X MR 24 8 '
HGFR 21 1
G 89 Koy, 0.01
> 80% 46 21
KRAS 89 Wildtyp 42 16
Mutation 25 6 0.449

IGFLRHSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Lymphang|03|s 55 LO 33 4 0.416
carcinomatosa L1 14 4

Vein invasion 55 VO 46 3
V1 3 3 0.013
MUC1 89 0%
° 46 11 0.363
X o OM: 29 3
H 200
GFR 89 Koy JE: 21 1 0.174
> 80% 54 13
KRAS 89 Wildtyp 47 11
Mutation 28 3 0.363

Tabelle25: Primartumore: Signifikante Korrelationen der Mark8F1Rund HSP90 sowie der@oppelmarkey ! f &
gelten hier alle Patienterlie sowohl einé1SP90Auspragung >50% als auemelGF1RAuspragung 80% aufweisen.

3.5.2.3 Einzelmarkebeiden Lebermetastsen

at 28AGA

Bei derUntersuchung der Lebermetastasen ergathfiir das Zelladhasionsmolekil CD44v6

eine positive Korrelation milem Durchmesseder Metastasa (p=0,026) sowie mit dem

zweiten Zelladh&sionsmolekil MUC1 (p=0,03). Unter den tumorbiologischen Faktare

zudem die O44v6Intensitat mit dem CD4Blachweism Bindegewebe signifikant korreliert

(p=0,029)Neben der Korrelation mit CD44v6 ergatsich fir MUCL1 signifikante, aber inverse
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Korrelationen mit HGFR (p=0,013) und mit der rg8tase (p=0,033) ade eine signifikante
Korrelation mit HLADR (p=0,021).

Von den tumorbiologischen FaktoréimgHGFR sowohl bei der Auswertung nach Prozent als
auch nach Intensitat signifikant mit dem CEMblekul im Bindegeweberusammen(p=0,024
und p=0,026)Auch die andren Wachstumsfaktorrezeptoren korrelierten untereinander. So
bestandzudemein Zusammenhang zwisch&aF1Rind EGFR (p= 0,01).

Die Berechnunen fir dasHitzeschockprotein HSP90 ergalsignifikante Korrelationen mit
dem Grading der Lebermetastasen (p=0,006) sowie dem Auftreteinahepatischer
Fernmetastasen(p=0,023). Des Weiteren war die HSP®@nsitat signifikant mit dem
Geschlecht der Patienten (p=0,02@rbunden wobei weiblichdPatienten haufiger eine hohe
Intensitat zeigten.

Die rpSéKinase zeigteauller der bei MUCDereits beschriebenen Korrelatigneinen
signifikanten Zusammenhang mit EGFR (p=0,019) undteiesitat derrpS6Kinasemit dem
Nachweis eineKRASMutation (p=0,015).

Der molekulargenetische Biomark&RAXorrelierte signifikant mit dem Durchmesser der

Metastasen (p=0,046).

3.5.2.4 Doppelmarker im Kollektiv deebermetastase

Die Untersuchung derDoppelmarkerbei den Lebermetastaserzeigte in einigen Fallen
ebenfalk synergistische Effekte und neue Korrelationen durch die Kombinatioginem
Marker, wenngleichdeutlich wenigerausgepragtls beim Primartumor. Didabellen B bis

32 zeigendie, entsprechend der Biomarkgeordneten signifikanten Ergebnisse.

Die Verknipfung von CD44v6 und MUC1 ergab eine signifikante Korrelation mit HLADR
(p=0,025) sowie e&n p-Wert in der Korrelation mit HGERler exakt auf dem Cutoff lag
(p=0,05) Ein deutliche Verstarkungseffekt mtstand fur die gleichen Markerin der
Gruppierung CD44v6/HGFR korreliert mit MUC1 (p=0,004).

Die Markergruppe CD44\@F1Rzeigte neue signifikante Zusammenhange mit MUC1
(p=0,033) und HGFR (p68).CD44v6 kombiniert mit HSP9O0 korrelierte mit dem Grading der
Lebermetastasen (p=0,015) sowie verstarkend mit dem Vorhandensainahepatischer

Fernmetastasen (p=0,004). Zudérat ein neuerZusammenhang mit dem Lelngindex von
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K167 (p=0,043) auDie Korrelation von MUCKEF1Rmit den tumorbiologischen Faktoren
ergab eina signifikanten RVert fir HGFR (p=0,026).

HGFR/HSP90 zeigtemen synergistischen Effekt im Zusammenhamngdem Auftreten von
extrahepatischenFernmetastasen (p=0,012), d&xpression de&GFRezeptos (p=0,005)
sowie mit dem Grading der Lebermetastagp=0,01).

Auch dieZzusammenfassungon IGF1Rind HSP9O0 ergab eine signifikante Korrelation mit dem
Grading der Lebermetastasen (p=0,025) unthee Zunahme der Signifikanz bei
Vorhandenseinextrahepatiscler Fernmetastasen (p= 0,005) sowie dem histologischen
Nachweis eines muzinésen Adenokarzinoms (p=0,034).

Die furdie FaktorenMUC1 und HGHpbsitiven Tumoremlichensich zu hundert Prozenti€s
bedeutet, dasgeder derMUCkpositiven Timoren (n=14) auckir HGFRositiv war(n=14)
womit die, aus derVerbindung debeidenMarker, gebildeteVariabledie gleichen positiven
Tumoren (n=14) beinhaltetnd somit keine neuen Ergebnissendglichthatte.

Der aus derBiomarkem MUC1 und HSP3§kbildete Doppelmarkeenthielt mit n=3nur eine
sehr geringe Anzahéan positiven Tumoren.Aufgrunddiesea geringen Fallzahiwurde keine
Kreuztabelle berechnet

Einige Markergruppen wurdenwegen der mit der Zusammenfassunginhergehenden
Redundanz nichbeschrieben, sondern nur in den unten aufgefiihrten Tabetlargestellt.
Dazu gehdren: HGHBRF1R CD44vBGF1R HGFR/HSP90. Bei dieseBiomarkem
wiederhoten sich die Korrelationen, welche bereits in den oben erlauterten Ergebnissen
genannt wurden. Beispelsweise korreliert HGFRBF1IRmit MUC1 und MUC1/HGFR mit

IGF1REinemehrfache Nennung des gleichen Zusammenhamgshiennicht sinnvoll

CD44v6 n Gruppen X 0% >50% p
Tumordurchmesser 56 X oddo 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 '
MUC1 59 Negati 26 19
gatv 0.03
Positiv 3 11
HGFR 59 X oy E: 10 5 0.143
> 80% 19 25
rpSeKinase 59 Neggyv 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 X odpo 28 7 0343
(mean) >3.93cm 14 7 '
CD44v6 59 X p ez 26 3 0.03
> 50% 19 11 ’
HGFR 59 Xy m: 15 0
> 80% 30 14 0.013
rpS6Kinase 59 Negativ 14 9
Positiv 31 5 0.033
HLADR 59 Negativ 35 6
Positiv 10 8 0.021
CD44v6/MUC1 n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 X oddgo 30 5 0298
(mean) >3.93cm 15 6 '
Muct 59 Negativ Entfallt
Positiv
CD44v6 59 X op oz Entallt
> 50%
HGFR
G 59 X oy e 15 0 005
> 80% 33 11
rpS6Kinase 59 Negativ 16 7
Positiv 32 4 0.089
HLADR 59 Negativ 37 4
Positiv 11 7 0.025

Tabelle26: LebermetastasenSignifikante Korrelationen der Mark&@D44v6 und MUCdowie derenDoppelmarker Als
at2aAldAda 3St Sy KA SNJI aDhadveBuspraguitgh >S50 afsyadch dipesive MR @GRIsHEAgUBA V' S
aufweisen.

CD44v6 n Gruppen K 0% >50% p
Tumordurchmesser 56 X odpo 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15
MUC1 59 Negativ 26 19
Poiitiv 3 11 0.03
HGFR n Gruppen K 0% >80% P
Tumordurchmesser 56 X oddo 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 X oddo 22 13 0.282
(mean) >3.93cm 10 11
MUC1 59 Negativ 31 14
Positiv 3 11 0.004

Tabelle27: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44veH@HRsowie derenDoppelmarker Als
at 2aAl0AGa 3ISEGESY KASNI | ff Suspraging $50% &Iy duch RikKSFRMSPraguiigs80%S A v S
aufweisen.
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CD44v6 n Gruppen K 0% >50% p
Tumordurchmesser 56 X oddo 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 '
MUC1 i
ucC 59 Negs-fflv 26 19 003
Positiv 3 11
EGFR 59 X pE: 12 11
0.792
> 50% 17 19
HGFR 59 X oy E: 10 5
> 80% 19 25 0.143
IGF1R n Gruppen XK oy E: > 80% P
Tumordurchmesser 56 X oddo 5 30 0.298
(mean) >3.93cm 6 15 '
MUC1 59 Negs-fflv 12 33 0.482
Positiv 2 12
EGFR
G 59 X p e 10 13 001
> 50% 4 32
HGFR
G 59 X oy e 5 10 0.316
> 80% 9 35
CD44v6eIGF1R n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 X oddo 22 13 0.576
(mean) >3.93cm 11 10 '
MUC1 59 Negativ 31 14
Positiv 5 9 0.033
EGFR 59 X p s 18 5
> 50% 18 18 0.054
HGFR 59 X oy m: 13 2
> 80% 23 21 0.03

Tabelle28: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CDd4Ad8GF1Rsowie derenDoppelmarker Als

at 2aAlA@a 3ASEGSYy KASNI It Quspraging $50% SGls alch RileE1RMIShragufigt>80% A v S
aufweisen
CD44v6 n Gruppen X op ez > 50% p
Tumordurchmesser 56 X oddo 22 13 0.026
(mean) >3.93cm 6 15 '
N j Nei 7
eoadjuvantg 59 ein 5 0.532
Chemotherapie Ja 22 25
Extrahepatische 59 Nein 21 14 0.064
Fernmetastasen Ja 8 16 '
Grading 55 G2 20 16
2
G3 7 12 0.259
MUC1 59 N i 2 1
eggt_w 6 9 0.03
Positiv 3 11
D45 i 1-2 21 24
.C >1m >9 0.552
Bindegewebe 3 8 6
KI67 1 7
.6 . >9 Kok 3 0.103
(Labeling index) > 30% 16 23
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HSP90 n Gruppen XopsE > 50% P
Tumordurchmesser 56 X oddo 24 11 1.0
(mean) >3.93cm 15 6 '
N j t Nei
eoadjuvan ? 59 ein 9 0 0.046
Chemotherapie Ja 31 19
Extrahepatische 59 Nein 28 7 0.023
Fernmetastasen Ja 12 12 '
Grading 55 G2 29 7
a3 8 1 0.006
MUC1 59 Negativ 29 16
Positiv 11 3 0.514
CD45 im 59 1-2 27 18
0.024
Bindegewebe 3 13 1
K.|67. 59 X o m: 16 4 0.239
(Labeling index) > 30% 24 15
CD44v6/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Tumordurchmesser 56 X oddpo 29 6 073
(mean) >3.93cm 16 5 '
N - -
eoadjuvant_e 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
a3 1 8 0.015
MUC1 59 Negativ 35 10 1.0
Positiv 11 3 '
D45 i -
.C 5im 59 1-2 33 12 0.159
Bindegewebe 3 13 1
Ki67 59 X o m: 19 1
(Labeling index) > 30% 27 12 0.043

Tabelle29: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Marker CD44v6 8#@0dowie derenDoppelmarker Als

at2aAldA@a 3ASEGSy KASNI | f Qusprédgund $59vh Ss/alich RikeHSRASEQUAGE>GYS A v S
aufweisen.
MUC1 n Gruppen Negativ Positiv p
CD44v6 59 26 3
HOPIE 0.03
> 50% 19 11
HGFR 59 = 15 0
KoY IR 0.013
> 80% 30 14
rpS6Kinase 59 Negati 14 9
P egatv 0.033
Positiv 31 5
HLADR 59 Negati 35 6
egativ 0.021
Positiv 10 8
EGFR 59 19 4
K P 0.532
> 50% 26 10
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IGF1R n Gruppen Xy w: > 80% P
CD44v6 59 X p s 7 22 10
> 50% 7 23 '
H
GFR 59 X y % 5 10 0.316
> 80% 9 35
rpSéKinase 59 Negativ 6 17
Positiv 8 28 0.762
HLADR 59 Negativ 11 30
Positiv 3 15 0.516
EGFR 59 X p s 10 13 0.01
> 50% 4 32 '
MUC1AGF1R n Gruppen Negativ Positiv P
CDA44v6 59 X opE: 26 3 0.104
> 50% 21 9
HGFR % 1
G 59 AB0% 5 0 0.026
> 80% 32 12
rpSéKinase 59 Negr_mv 16 7 0.185
Positiv 31 5
HLADR i
59 Negf_:l’FlV 35 6 0.158
Positiv 12 6
EGFR 59 X op oz 21 2
> 50% 26 10 0.103

Tabelle30: Lebermetastasen: Signifikante Kdatéonen der Marker MUC1 ui@F1Rsowie dererboppelmarkey !
gelten hier alle Patienten, die sowohl epesitive MUC2Auspragung >50% als auch el@d-1RAuspragung >80% aufweisen.

a

at 2&8A0A ¢

HGFR n Gruppen Xy m: > 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 Neg:.fflv 15 30 0013
Positiv 0 14
.CD45 im 59 1-2 11 34 0.738
Bindegewebe 3 4 10
EGFR 59 9 14
Kopom, 0.07
>50% 6 30
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HSP90 n Gruppen Kop E: > 50% P
N - -
eoad]uvantg 59 Nein 9 0 0.046
Chemotherapie Ja 31 19
Extrahepatische 59 Nein 28 7 0023
Fernmetastasen Ja 12 12 '
Grading 55 G2 29 7
G3 8 11 0.006
MUC1 59 Negativ 29 16
Positiv 11 3 0.514
CD45 im 59 1-2 27 18
. 0.024
Bindegewebe 3 13 1
EGFR 59 X p e 18 5
> 50% 22 14 0.254
HGFR/HSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
N - -
eoad]uvant_e 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
G3 10 9 0.01
MUC1 59 Negativ 34 11 10
Positiv 11 3 '
D45 i -
.C 5im 59 1-2 32 13 0152
Bindegewebe 3 13 1
EGFR 59 X p s 22 1
> 50% 23 13 0.005

Tabelle31: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der MaH@FR und HSPS8wie dereboppelmarkey ! f &
gelten hier alle Patienten, die sowohl elH&FRAuspragung >80% als auch eine HSR@§pragung 50% aufweisen

at 2aA0A

IGF1R n Gruppen Koy E: > 80% P
Neoadjuvante 59 Nein 2 7 10
Chemotherapie Ja 12 38 '
Extrahepatische 59 Nein 9 26 0.762
Fernmetastasen Ja 5 19

Grading 55 G2 9 27
G3 3 16 0.511

Histologie 58 Adenokarzinom 13 39
Mucindses 0 6 0.32

Adenokarzinom

EGFR 59 X opE: 10 13 0.01

> 50% 4 32

CD45 im 59 1-2 12 33
Bindegewebe 3 2 12 0.482
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HSP90 n Gruppen X opE: > 50% P
N i t Nei
eoadjuvan g 59 ein 9 0 0.046
Chemotherapie Ja 31 19
Extrahepatische 59 Nein 28 7 0023
Fernmetastasen Ja 12 12 '
Grading 55 G2 29 7
a3 8 1 0.006
Histologie 58  Adenokarzinom 38 14
Mucindses 5 4 0.068
Adenokarzinom
EGFR 59 Xoop ez 18 5 0.254
> 50% 22 14
. CD45 im 59 1-2 27 18 0.024
Bindegewebe 3 13 1
IGFLRHSP90 n Gruppen Negativ Positiv P
Neoadjuvantg 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
.02
G3 10 9 0.025
Histologie 58 Adenokarzinom 41 11
Mucindses 2 4 0.034
Adenokarzinom
EGFR 59 X op ez 20 3
> 50% 24 12 0.126
CD45 im 59 1-2 31 14 0.09
Bindegewebe 3 13 1 '

Tabelle32: Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen der Mai®&r1RiIndHSP9@owie dereDoppelmarkey | £ & ot 2 & A (0 A
gelten hier alle Patienten, die sowohl el@~1RAuspragung >8% als auch eine3P90Auspragung >8% 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
LebermetastaserMit Verstarkung ist gmeint, das®in Doppelmarkeim Vergleicmeue oder
zunehmena Signifikanzu den jeweiligertinzelmarkean aufweistaus denen er besteht. Dies

kommt in weitaus gréRerem Umfang bei den Prim&rtumoren vor als in den Lebermetastasen

(Tabelle33). Bei den Primartumoren tritt der s¢

Doppelmarker mit Verstarkung
bezeichnete Verstarkungseffekt bei 82% (n=1&rimaria
auf, wahrend er bei den Doppelmarkern im Ja_ 18
Nein 4 _
Kollektiv der Lebermetastasen nur i8% (n8) | Metastasen P=0,08
auftritt. Es ergibt sich daraus zwar keln Ja 8
Nein 7

Slgnlflkanter Unterschied, aber mit elnemvpjert Tabelle33: Verteilung der Zunahme des Signifikanzniveau

. . . . "Verstarkung" ischen Primartumor und Lebermetaste
von 0,8 einen Trend in diese Richtung. ( ung’) 2w marmort '

3.5.3 Nichtparametrische UberlebensfunktiqiKaplarMeier-Schéatzer

Die Analyseder Uberlebenszeitin Abhangigkeit von einzelnen Merkmalemurde auf
Grundlageder, aus deregelméanRig durchgefihrten Nachsorgiammenden, Daternealisiert.
Der Beobachtungszeitraum begafiir jeden Patientermit dem Operationsterminund der
damit verbundenen Ankunft des Gewebes im Labor der vorliegenden Arbeit wurden
Patienten mit Gewebeagang ab dem Jahr 2006 untersucbtas Ende der Erhebung der
Nachsorgedaten lag im Dezember 2015 Damit konnte fur die Patienten ein
Beobachtungszeitraunaon langstens110,03Monaten (9,2 Jahren)bei den Primartumoren
und ein Zeitraum von 125,8 Monaten (10,5 Jahféndie Lebermetastasearreicht 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 zensiad die Zeitspanne bis zur Zensur
verwendet Patienten dera Todesursachén Rahmen der Nachsorgecht geklart werden
konnte, wurden ebenso zensiert.
Als Standardmethoden wurddfaphn-Meier-Kurvenund derLogRankTest verwendet Mit
zunehmendem Beobachtungszeitraurmerdnderte sich allerdings die Stellung der
84



Uberlebenskirven zueinander und damit d&Wertim LogRankTest Dabei schwéchte sich
die Signifikaz einigerVariablenim Verlauf ab, was groRere Uberlebensunterschiedder
Anfangsphasedes postoperativen Beobachtungszeitraumsvermuten lie3. Um diese
Uberlebensunterschiedgesondert zu untersuchemurde der WilcoxorTestzusatzlich zum
LogRankTestverwendet. DerFokusdes WilcoxorTess liegt auf dem Anfang der Kaplan
Meier-Kurven und bildet diesen besser aks zeigte sich, dssdas Phanomen der
Abschwachung und Anndherudgr Kurvenm Verlaufnur bei den Lebermetastaseuftrat,
was die Schlussfolgerung nahelegtiass der Therapierfolg vor allem von der
Ausgangssituation und de primaren Therapiekonzepabhangig ist. Weiteres dazim
Diskussiosteil. Die Ergebnissades WilcoxonTestsfur die Primartumoren sind im Anhang
aufgefuhrt.

Alle Merkmale, bei dean Berechnungsichkein signifikante Zusammenhang ergdp >0,05),

werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur im Anhdagyestdit.

3.5.3.1 Primartumoren

In der Uberlebenanalysezeigten unter den klinisckpathologischen Merkmalgrbesonders
die Faktoren der TNMund UIC&Klassifikatiorteilweise hoch signifikaré Zusammenhange
mit einem kiirzeren Uberleben Der TumorstatusLiogRank p=0,031), der Nodalstatus §g
Rank p=0,001) und der Metastasierungsstatu®g¢Rank p<0,001) sowialer L-Status Log
Rank p=0,002) undder V-Status LogRank p<0,001) waren signifikant. Damit ergab sich
konsequenterweise auch fur die UKBG@ssifikathn (Gruppen-lla vs. 11HV) ein signifikanter
ZusammenhangLpgRank p<0,001).Ebenso war da& Stadium LogRank p<0,001)hoch
signifikant mit einer eingeschrankten Uberlebensdauer verknupft. War der praoperativ
bestimmte Tumormarker CEA pathologisebigte sich ebenfalls earsignifikantreduzierte
Uberleberszeit(LogRank p=0,004).

Unter denimmunhistochemisclyefarbtenTumormarkern war der EGRezeptor sowohbei
der Auswertung in Prozent.pgRank p=0,014) als auch nach Intensitib¢Rank p=0,049)
signifikant mit einem kuirzeren Uberleben assoziiBr einzige weitere signifikante Marker

war derBRARMutationsstatus LogRank p<0,001).

85



Kum. Uberleben

Kum. Uberleben

Kum. Uberleben

Uberlebensfunktionen

L T-Stadium
L TR
g S T34
05 Ty —zensiert
‘ I~ zensiert
‘+ At
0,6
0,4
0,24
0,0
‘u'u 20"00 40"00 su:uu aufuu 1uu|‘uu 120|‘uu
Uberlebensdauer (Monate)
Abbildung21: Primartumor, TStadium:
T1:2vs. TH
Uberlebensfunktionen
10 —|1__H'_M M-Stadium
TIMO
—I —TM1
0,6 —+-zensiert
| - zensiert
0,6 ‘
0,4
0,24
0,0
‘u'u 20"00 40"00 su:uu aufuu 1uu|‘uu 120|‘uu
Uberlebensdauer (Monate)
Abbildung23: PrimartumorM-Stadium
MO vs. M1
Uberlebensfunktionen
wl T EGFR
1 1= 50%
! X 1> 50%
05 iy -~ zensiert
[ I~ zensiert
L+
06 —— 4
0,4
0,24
0,0
‘n'n znrnn 4nrnn sn:nn anfnn 1nn"nn 120"00

Uberlebensdauer (Monate)

Abbildung25: Primartumor, EGFR
9DCw Xp5a% Ja o

Kum. Uberleben

Kum. Oberleben

Kum. Uberleben

86

Uberlebensfunktionen

1.0 N-Stadium
TINO
—I"IN1/2
05| —+zensiert
~zensiert
Il
06 el - +—
0,44
0,24
0,0
‘u'u 20:00 40:00 su"uu BUI‘DD 1 uu‘,uu 1 2u‘,uu
Uberlebensdauer (Monate)
Abbildung22: Primartumor, NStadium:
NO vs. N2
Uberlebensfunktionen
s . R-Stadium
S RO
~R1/2
0, —+zensiert
I~ zensiert
0,64
0,44
0,24
0,0
‘u'u 20:00 40:00 su"uu BUI‘DD 1 uu‘,uu 1 2u‘,uu

Uberlebensdauer (Monate)

Abbildung24: Primartumor,R-Stadium:
RO vs. R2

Uberlebensfunktionen

1,0 Braf 15
R, T Wildtyp
% - 'Mutation
05 ——zensiert
—‘ . I~ zensiert
0,64
0,44
0,24 ’
0,0

T T T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 8000 10000 120,00

Uberlebensdauer (Monate)

Abbildung26: Primartumor BRAF:
BRAF15 wt vs. mut



3.5.3.2 Lebermetastasen

Die Auswertungder, mittels KaplaAMeier-Schatzeruntersuchten Lebermetastasen ergab
einen signifikanten Einfluss des histologischen Gradings der MetastasgR#nk p=0,008
Wilcoxon: p=0.00p auf das Uberleben Das Auftreten oder Vorhandenseinvon
extrahepatischenFernmetastasen nach der initialen Resektion der Lebermetastasen war
ebenfalls signifikant mir einem eingeschrankten Uberleben assoziiegRank p=0,001/
Wilcoxon: p= 0.024).

Aud der Durchmesser dgeweils grofdterMetasta® zeigte inLogRankTestzunéchseinen
signifikanen Wert Dieses Ergebnis schwachte sich im Verd@ufNachbeobachtung ab, bis
es schlieBlich zum Ende des Beobachtungszeitraumesu einer Kreuzung der
Uberlebenskurvenkam (LogRank p=0,158/ Wilcoxon: p= 0.057%iehe Abbildung?29). In
ahnlicher Weisdag die, im LogRankTest zunachsteindeutig sigrifikante, Korrelation des
Zelladhasionsmoleksl CD44vemit einem kiirzerenUberleben auf langere Sichknapp
oberhalb de<Cutoffs Mit Fokus auf den friihen Nachsorgezeitradarch den WilcoxofT est,
zeigte sich wiederurainen signifikanten UnterschigdogRank p=0,054 Wilcoxon: p=0,006
(sieheAbbildung30).

Eindeutig signifikant watter Biomarker MUC14um einennachProzent LogRank p=0,019
Wilcoxon: p=0,007) und zuanderenschwach signifikanhach seineintensitat (ogRank
p=0,049 Wilcoxon p=0,05% Ebenso wnabhangig vom Beobachtungszeitraum hattas
Hitzeschockprotein HSBL.ogRank p=0,018 Wilcoxon p=0,01%inen signifikanten Einfluss
auf das UberlebenDer molekularbiologische MarkeBRAFwvurde aufgrund einer einzigen
nachgewiesenerMutation (1,7% von n=59%ei einem Patienten mit frihem Versterben

(12,35 Monate postoperatiw)icht untersucht.
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3.5.3.3 Doppemarkerin Primartumorund Lebermetastasen

dgnifikante Ergebnisse in derUberlebenszeitaalyse stellten sich m Kollektiv der
Primartumoren bei derDoppelnarkern MJUC1/HSP90LogRank p=0,034), CD44v6/HGFR
(LogRank p=0,048) und CD44v6/HSP2@¢Rank p=0,031)dar.

Die Untersuchung der Lebermetastasen zeigte auch bei der Analydeogeelmarkerein
komplexeres Gesamtbild, sodass erneut sowohlldafRankTest als Standardverfahren als
auch der WilcoxofTest zur Fokussierung auf den frihen Beobachtungszeitraum verwendet
wurden. Dies warim Besonderen fir die Betrachtung der Wachstumsfakorrezegto
relevant: Der Doppelmarker au€D44v6 mit HGFRdgRank: p=0.087/ Wilcoxon: p= 0.008)
beziehungsweise IGF{IBbgRank p=0.098/ Wilcoxon: p=0.017) ergab mit dem WilcoX@st

signifikante Uberlebensunterschiedénbeiden Analysekreuzen sich die Ubrlebenskurven
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zum Ende des Beobachtungszeitraumes eiiter sehr geringen Patientenzahl nach der

Kreuzung (n=3)(siehe Abbildungen 8 und 37). Ahnlich, jedochohne Keuzen der

Uberlebenskurveypverhielt es sich mit MUQ' IGF1RLogRank p=0.069/ Wilcoxon p=0.018).

Die weiteren Biomarkerkombinationen, welche einsignifikanten Uberlebensunterschied

aufwiesen, zeigen nur

kleine Abweichungen zwischen den beiden Testverfahren:

MUC1/CD44v6LogRank p=0.011/ Wilcoxon: p=0.002), CD44v6A98 [LogRank p<0.001/

Wilcoxon:

p<0.001),

MUC1/rp$6nase l(ogRank p=0.038/ Wilcoxon:

p=0.024),

HGFR/HSP9Q dgRank p=0.016/ Wilcoxon: p=0.007)GF1RHSP90 llogRank p=0.003/
Wilcoxon: p=0.011) sowie MUC1/HSP9®gRank p<0.001/ Wilcoxon: p<0.@Q. Der

letztgenannte Faktor MUC1/HSP@@rde aufgrund einer sehr klaen positiven Gruppe von

n=3 nur unter Vorbehalt ausgewertet.
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3.5.4 CoxRegressionsmodell

3.5.4.1 CoxRegressioim Kollektivder Primartumoenund Lebermetastasen

Die Kollektivbeschreibung der einzelnen Tumorentitaten umé&sstben den irKapitel3.1

bereits erlauterten Daten, auch die Berechnung der-Regression um die Gewichtung der

einzelnen kliniscipathologischen Faktoren im Kollektiv zu beschreiben.

Zunachst wurdelie CoxRegressin der klinisckpathologischerFaktorenunter Einschluss der

molekularbiologischen MarkeBRARuINd KRASzur Analyse des Kollektivs der Primartumore

durchgefuhrt. Hierfumwurden die inTabelle34 aufgefihrten Variablen bericksichtigt.

Variable Gruppen KaplanMeier (LogRank)
Geschlecht Mannlich _
Weiblich P=0,388
Alter (mean) X cyIm W KNB _
> 68,1 Jahre P=0,148
Lokalisation R_echtes Kolon P=0.157
Linkes Kolon
Histologie Ader_lo'karzmom _ P=0.235
Muzindses Adenokarzinom
Tumordurchmesser X4, 7cm P=0,031
>4, 7cm
Grading G112 _
G34 P=0,127
T-Stadium T1-2 _
T34 P=0,031
N-Stadium NO _
NLN2 P=0,001
M-Stadium MO
M1 P<0,001
R Stadium RO
R1L? P<0,001
KRAS WT _
Mutiert P=0,86
BRAF WT
Mutiert P<0,001

Tabelle34: Primartumorein die CoxRegression einflieRende Variahlen

Die CoxAnalyse derklinischpathologischen Variabh ergab signifikante Werte fur den

Metastasierungsstatus mit p<0,001 (Odds Ratio 14.288sKI 4,68646,164) sowie diBRAF
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Mutation mit p<0,001 bei einer Odds Ration 7,217 (95%I 2,46221,15) Der RStatus war
im Rahmen der mehrstufigen Analysestim letzten Schritt mit p=0,056 (Odds Ra€@®79,
95%KI1 0,96416,415) nicht mehr signifikant.

95%Konfidenimtervall
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

Tabelle35: Primartumore CoxRegression: Signifikante Variablen

In die primare Analyse der Lebermetastasen flossen dieabelle36 aufgefihrten klinisch
pathologischen Variablen eilBRAFwurde, wie bereits oben beschrieben, aufgrund der

geringen Fallzahl (n=1) nicht beriicksichtigt.

Variable Gruppen KaplanMeier (LogRank)
Geschlecht Mannlich _
Weiblich P=0,163
Alter (mean) 62,6 Jahre _
>62,6 Jahre P=0,254
Histologie Ader_10'!<arzmom _ P=0.429
Muzintéses Adenokarzinom
Tumordurchmesser A3,93cm P=0.158
> 3,93cm
Anzahl Lebermetastasen il P=0,493
Extrahepatische 0 _
Metastasen XL P=0,001
Grading G2 _
a3 P=0,008
R-Stadium RO _
RL2 P=0,63
KRAS WT _
Mutiert P=0,534

Tabelle36: Lebermetastaserin die CoxRegres®n einflieRende Variablen

Die CoxRegresionfur die klinischpathologischen Faktorebei denLebermetastasen ergab
zwei signifikante Variable(siehe Tabelle37): Extrahepatische Fernmetastasen mit p=0,012
bei einer Odds Ratio von 2,534 (956%1,235,221) und dashistologischeGrading der
Metastasen mit p=0,026 bei einer Odds Ratio von 2,271 (Rb%1014,682).
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95%Konfidenmtervall

P Odds Ratio unterer oberer

Extrahep. Fernmetastase 0,012 2,534 1,23 5,221
Grading 0,026 2,271 1,101 4,682

Tabelle37: LebermetastaserCoxRegression: Signifikante Variablen

3.5.4.2 Uberlegungen zutoxRegressiofiir die Analyse detumorbiologischerfraktoren

Die CoxRegression igin Verfahren zur Schatzung des Einflusses unabhéngiger Variablen auf
die UberlebenszeitEs handelt sich um eirogenanntessemiparametrisches Verfahrebei
demdie Schatzung kein komplettes Vorhersagemodell fiir die Uberlebersetst, sondern
eslasst die Verteilungsfunktion der beobachteten Episodenenden unspezifiziert und schéatzt
ausschliel3lich den Einfluss metrischer oder kategoriégiablen

Da empfohlen wird, den Fokus der €Re&gression fir die jeweilige Berechnung auf avegi

zu analyerenden Variablen zu legen und die weiteren Variablen in diesem Test als
Kontrollvariablen zu verwenderflie3en in die Berechnung derCoxRegressionfur das
tumorbedinge Versterbennicht nur die relevanten signifikanten Merkmaleder Kaplan
Meier-Analys@ (sSehe Kapitel 35.3) ein, sondern auch nicht signifikante epidemiologische
Variablen zur Kontrolle undbtabilisierungdes Berechnungsmodell$n der endgiltigen
Rechnungwerden somit die ggnifikanten Doppelmarker mit den darin enthaltenen
Einzelmarkan und den epidemiologischen Variablen Alter und Geschlecht verwenist.
weitere Kontrollvariablen @NRSY RAS NONAR3IASY adidl NJ] SySoll SAyT S
beispielsweise der Doppelmarker CD44v6/HSP90 analysieniverden, wird je ein
Berechnungsansatz mited beiden Einzelmarkern und ein Ansat# dem Doppelmarker
gerechnet. Hinzu dammen die bereits beschriebenen Kontroliviablen bestehend aus
signifikanten Variablen im Kaplarieier-Schatzer, epidemiologischen Variablen aieth noch

nicht primar enthaltenen starken BiomarkerrAlle in der CoRegression verwendeten
Variablensind inTabelle 3&ufgefihrt.

Dain der CoxRegressiomur konplette Datensatzeerlaubt sind verkleinert sichdie Fallzahl

mit jedem Ratienten dem einzu untersuchendes Merkmal fehlUm tber eine mdglichst
groRe Fallzahterfiigen zu kdnnenwurden Variablenbei denen Datenzum Beispieldurch
uneindeutige Angaben in pathologischen Berichten) fehlemnachsterneut gepruft Auf

diese Weise wurden schiklich die emeiterten TNMMerkmale Lymphangiosis
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carcinomatosa (n=55), Gefal3invasigrr55) und Brineuralscheideninvasioth=20 fur die
CoxRegression ausgeschlossen

Ebenso wurde deBRARMutationsstatus nicht berticksichtigt, daei der Untersuchung der
Lebermetastasein=59)nur in einem Fall ein®utation nachgewiesen wurdeDiese warm
Vergleich zulen Ublicherweise publizierten Fallzahleitht reprasentativ undkoénnte sozu
einer Schwéhungdes Modelduhren. Diein der Literatur[42, 80, 127beschriebene und auch
in dieser Arbeit, unteden Primartumoren zu ersehende &lfigkeit derBRARMutation beim
kolorektalen Karzinortag inder Regebei 6-15%.

Um dem Einfluss untereinandeotkelierter Variablen, welcher durch diBoppelmarker
entstehen konnte Rechnung zu tragen, wurdem StatistikprogrammSPSS die Methode
a+x@ NN a [ wa MigogsebMethet&virden Modelle entsprechend der Stérke der
EinflussgrofRen erstellt, @durch verhindert wurde dass hochkwoelierte Variablen
gemeinsam erschhen. Es wrden also die starksten Einflussfaktoren nacheinandeeiner
schrittweise durchgefiihrten Berechnurig,das Modell aufgenommen und dargesveilsdie

CoxRegression berechnet. Mit diesem Verfahren konnten alle im Kagkiar-Schatzer

Primartumoren Lebermetastasen
Faktor KaplanMeier Fakior KaplanMeier
(LogRank) (LogRank)
MUC1/HSP90 p=0,034 CD44v6/HSP90 P<0,001
CD44v6/HSP90 P=0,031 CD44v6/MUC1 P=0,011
CD44v6/HGFR P=0,048 MUC1/HSP90 P<0,001
CD44v6 P=0,109 MUC1/rpS6 P=0,038
MUC1 P=0,917 MUC1IGF1R 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

Tabelle38: Variablen fur die CeRRegression. *Im Wilcoxehest signifikanter fVert (nicht in dieser Tabelle gezeigt
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signifikanten Varialen, abgesehen voden unbericksichtigtenFaktoren (L, V, PIBRAK
verwendet weden.

Im Rahmen der Analyse dBsitientenlollektivswurde zunéchst die CeRegression aus den
klinischpathologischen Faktoren zusammen mit den molekularbiologischen Markern BRAF
und KRAS berechnet (Ergebnis s.o0.). Nun folgt die Berechnung der tumorbiologischen
Variablen. Hieflossen entweder alsinzel oder alsDoppdmarker, aberniemalsmehrfach

die inTabelle 3&ufgefuhrtenVariablenin die CoxRegressiomin.

3.5.4.3 CoxRegressiomm Kollektiv dePrimértumore

Im Rahmen deRegressioné\nalyse fiel didesondere Relevanz des Biomarkers HSR80
Dieserwar an zweiDritteln der Doppelmarkerrbeteiligt (MUC1/HSP90 und CD44v6/HSP90)
und spielte auch als Einzelfaktor in vielen BerechnungenweicigigeRolle. Dies machte ihn
zum starksten unabhangigen Biomarker im untersuchten PaneNMon den Kklinisch
pathologischen Variablen waren der-$tatus und der fStatus stets die starksten Faktoren.
Zunachst wurde die Ceaxegression fur die Einzelmarker berechnet. Unter den Einzelmarkern
war HSP90mit p=0,012 (Odds Ratio 4,037; 9%%1,35612023) gemeinsam mit den
Variablen MStatusp<0,001 (Odds Ratio 16,854; 9%%5,0656,142)und RStatusp=0,04
(Odds Ratio 4,262; 9581 1,0716,981)signifikant(sehe Tabelle39).

Die Analyse de DoppelmarkersCD44v6/HSP90 ergab einagnifikanten M-Status mit
p<0,001 (Odds Ratio 16,315; 98%4,97253,539), einersignifikantenR-Status mit p=0,037
(Odds Ratio 4,361; 9584 1,0917,446) und den MarkeCD44v6/HSP90 mit p=0,004 (Odds
Ratio 4,932; 959 1,68314,449).

95%Konfidenimtervall

P Odds Ratio unterer oberer

M-Status <0,001 16,854 5,06 56,142
R-Staus 0,04 4,262 1,07 16,981
HSP90 0,012 4,037 1,356 12,023

Tabelle39: CoxRegressiobei denPrimartumoeen, nur Einelmarker: CD44v6, HSP90, MUEBGFR und di€ontrollvariablen
Alter, Geschlecht,Status, MStatus und FStatus.
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95%Konfidenmtervall

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
CD446/HSP90 0,004 4,932 1,683 14,449

Tabelled0: CoxRegression beienPrimartumoen: DoppelmarkeCD44v6/HSPAIhd die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht,
N-Status, MStatus R-Statusund MUC1

Die CoxRegression fur CD44w6ono undHGFRmono, mit allen in der Tabelle genannten
Kontrollvariablen entsprach im Ergebnis défrestung der Einzelmarker (siefi@belle39).
Auch cer DoppelmarkelCD44v6/HGFReigte keine weiteren oder neuen Ergebnisééurde
HSP90 as der Rechmyg entfernt,anderten sich die Werte der anderen Variabléabelle41
zeigt dasveranderte Ergebnis mit signifikantenViPerten fir den MStatus p=0,03 ©dds
Ratio 5,845; 95%I 1,81618,813, den RStatus p=0,009Cdds Ratio 7,954; 95% 1,693
37,36, den NStatus p=0,05dds Ratio 3,037; 95% 1,0029,203 sowie fur den Marker
CD44v6/HGFR mit p=0,023dds Ratio 3,919; 95%d 1,20412,76).

95%Konfidenmtervall

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
CD446/HGFR 0,023 3,919 1,204 12,76

Tabelle41: CoxRegression beienPrimartumoen: DoppelmarkeCD44v6/KEFR ohne HSP9O0. Alle anddfentrollvariablen
(Alter, Geschlecht,Status, MStatus R-Statusund MUCJsind in die Berechnung eingegangen.

Auch beider Betrachtung des dritteboppelmarkes, MUC1/HSP90fiel die Dominanz von
HSP9Gauf. Zusammengefasst ergeben sich relevante Werte fur deStdus mit p<0,001
(Odds Ratio 12,996; 9584 4,19840,232), den FStatus mit p=0,023 (Odds Ratio 5,014; 95%
Kl 1,24620,172) und de DoppelmarkeMUC1/HSP90 mit p=0,006 (Odds Ratio 5,453-R5%
1,61-18,47).

95%Konfidenmtervall
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
MUCIHSP90 0,006 5,453 1,61 18,47

Tabelled2: CoxRegression beienPrimartumoen: DoppelmarkeMUCIHSP9Qund die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht,
N-Status, MStatus, RStatus und CD44v6.
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3.5.4.4 CoxRegressiomm Kollektiv det.ebermetastasen

Fur die Durchfihrunder CoxRegression im Kollektiv der Lebermetastagemden, aufgrund

der Tumorbiologiaund den vorhandenen klinisgbathologischerfFaktoren,mehr Biomarker

und andere Kontrollvariablen verwendetls fiir die Analyse der Primartumoreikine
Ubersichtiiber alle verwendetenVariablen bietefTabelle 38.

Das Grading wurde trotz des signifikanten UberlebensunterseBiéth KaplarMeier-
Schatzer nicht in der Analyse berlcksichtig, da sich im Kollektiv eine Interaktion mit dem
Biomarker HSP9@ezeigt hate. Bereits im Fisheilestwar einehochsignifikante Korrelation
zwixhen HSP90 und dem Grading aufgefallen, sqdaksch die wechselseitige
Beeinflussungnur einer der beiden Faktoren in die CBRegression aufgenommen werden
konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde HSP90 bevorzugt, da es als therapeutisch relevantes
Zielmolekdl fur die Fragestellung der Arberine hohere Relevanzni Bezug auf neue
Therapieoptionen besallDas Gradingwar hingegen nichtim Sinne therapeutischie
Maflnahmerbeeinflussbar und fir dieigentlicheFragestellungveniger interessant

Im ersten Schritt zuAnalyse der Daten wurdemiederumdie Enzelfaktoren zusammen mit

den HKinischpathologischen Faktoreherechnet. Hierbei ergaben sich folgende signifikante
VariablenVorhandenseirextrahepatischer Fernmetastasen p=0,003 eniter Odds Ratigon

3,018 (95%KI 1,4716,193), MUC1 mit p=0,001 uedher Odds Ratio von 4,367 (991,845
10,333) undHSP90 mit p=0,021 und einer Odds Ratio von 2,372-@5%1374,948) Die
Ergebnisse sind ifiabelle43 dargestellt.

95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 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

Tabelled3: CoxRegressiobei den Lebermetastasen, ritinzémarker:CD44v6, HSP90, MUC1 und die Kontrollvariablen Alter,
Geschlecht, extrahepatische Fernmetastasen ufSdaiRis.

Durch die Signifikanz von MUC1 und HSP90 als Einzelmarker, ergab sich auch fir die
Doppelmarker, die in den meisten Fallen einen der beiden Einzelmarker enthielten, weitere
signifikante Ergebnisse. Als Biomarker mit der grof3ten Relevanz traten wieder MUC1, HSP90
und CD44v6 besonders hervor (siefiabelle 44). Bei der Testung des Doppelmarkers
CD44v6/MUC1 waren, neben eben dieser Variable mit p=0,002 (Odds Ratio 3,56R} 95%
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1,5967,683), der Biomarker MUC1 mit p=0,001 (Odds Ratio 4,589 1,7449,422) und

das Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen mit p=0,003 (Odds Ratio 3,0Kl; 95%
1,4646,23) signifikant. Die Analyse des Doppelmarkers CD44v6/MUC1, zusammen mit den
klinischpathologischen Faktoren, ergab folgende Variabéetrahepatische Fernmetastasen
p=0,006 (Odds Ratio 2,68; 95 1,3325,391), CD44v6/MUC1 p=0,002 (Odds Ratio 4,014;
95%KI 1,6529,751) und HSP98=0,032 (Odds Ratio 2,192; 9%%1,0724,485). Durch das
Zusammenfiigen von MUC1 und HSP90 wurden diese mieht als einzelne Faktoren, im
Sinne der Kontrollvariablen, mitgetestet. Somit ergab sich bei derReégression fur den
Doppelmarker: MUC1/HSP90 p=0,002dds Ratio 13,986; 95K 2,67673,085) und das
Vorhandensein von extrahepatischen Fernmetastase@,@39 (Odds Ratio 2,514; 95¢%
1,263-5,005). Einschrankend sollte hier bemerken werden, dass der Doppelmarker

MUC1/HSP90 nur n=3 positive Patienten enthielt.

CD446/HSP90
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
ExtrahepFernmetastasel 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
CD446/MUC1
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 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/HSP9Qn=3)
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 0,009 2,514 1,263 5,005
MUC1/HSP90 0,002 13,986 2,676 73,085

Tabelle44: CoxRegression bei den Lebermetastasen, Doppelmarker CD44v6/HSP90, CD44v6/MUC1 und MUGIHHSP90
die Kontrollvariablen Alter, Geschlecht, extrahepatische FernmetastaS&tu® und ggf. CD44v6, MUC1, HSP90.

Weitere signifikante Ergebnisse ergab die Kombination von MUC1 mit rpS&Ed&sowie
der Marker IGF1RHSP90. Diese sind in d&abelle45 aufgefliiht. Neben dem Biomarker
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MUC1/rpSanmit p=0,017 (Odds Ratio 3,763; 98%1,26111,223)war in dieser Konstellation

nur das Vorhandensein extrahepatischer Metastasen mi, 31 (Odds Ratio 3,0795%KI
1,5626,056) signifikant Bei MUCIGF1R war das Vorhadensein extrahepatischie
Metastasen mit p=0,003 (Odds Ratio 3,059; 99%,4786,329), der Einzelmarker HSP90 mit
p=0,04 (Odds Ratio 2,122; 95¢1,0364,344) und deuntersuchteMarker selbst mit p=0,004
(Odds Ratio 3,752; 9580 1,5229,245) signifikah Die Regressionsalyse des
Doppelmarkes IGF1RASP90 ergab schlieBlich fur das Vorhandensein extrahepatischer
Metastasen p=0,0090dds Ratio Z34; 95%KI 1287-5,807), fur MUC1 als Einzelmarker
p=0,001 (Odds Ratio 4,007; 9%%1,7259,307) und furlGF1RHSP90 p=0,03 (Odds Ratio
2,371; 95%KI 1,0865,177).

MUCZrpS6
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 0,001 3,075 1,562 6,056
MUC1/rpS6 0,017 3,763 1,261 11,223
MUCZIGF1R
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 0,008 3,059 1478 6,329
HSP90 0,04 2,122 1,036 4,344
MUCZIGF1R 0,004 3,752 1,52 9,245
IGF1RHSP90
95%Konfidenmtervall
P Odds Ratio unterer oberer
Extrahep. Fernmetastase 0,009 2,734 1,287 5,807
MUC1 0,001 4,007 1,725 9,307
IGF1RHSP90 0,03 2,371 1,086 5177

Tabelle45: CoxRegression bei den Lebermetastasen, Doppelmarker MUCLNMiBB1/IGF1R und IGHFHSP90und die
Kontrollvariablen Alter, Geschlecht, extrahepatische FernmetastaSgatis und ggf. CD44v6, MUC1, HSP9O0.

Die Ergebnisse der UbrigeDoppelmarkerCD44v6/HER, CD44vB6F1Rund HGFR/HSP90

entsprachen denn Tabelle43 gezeigtenEinzelmarkernphne das Auftretenweiterer oder

neuer signifikante Zusammenhage.

100



3.6 Subgruppenanalyse

Fir die gesonderte Betrachtung von therapierelevanten Patientengruppen wurden
Subgruppen mit spezielleprognoserelevanteMerkmalen gebildet. Zieler Analysavar es,
Gruppen zu identifizieren die beispielsweise eine schlechtere Progmse als das
Gesamtkollektiv aufiesenoder mit etablierten Therapiebishernicht ausreichend effektiv
behandelt werden konnterFolgende Gruppen wurdegebildet

1 KRASnutiert (Primartumor,n=31)

1 Lokalisation: Rechtsind linksseitiges Kohkarzinom(Primartumor,n=42 /n =47)

1 Alter: Junge (bis 60 Jahrg)d alte (ab 75 Jahre) Patient@Primartumor,n=22 / n=17)

1 Schlecht differenzierte Tumoren mit Grading G3 und@#nartumor,n=32)

1 Patienten mit multiplen Lebermetastasébebermetastasem=30)

Die Analysedieser Subgrupperrgabnur eine geringe Einflussnahme der Biomarker in den
jeweiligen KonstellationenDies war unter anderem dem Untend geschuldet dass die
Gruppengrof3a, im verkleinerten Kollektider Subgruppeteilweise auf eingellige Zahlen
abnahrmen und somit an Aussagekraft verlorddie gesamten Ergebnisse befinden sich in
tabellarischer Form im Anhang.

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

Zusammenhang zwischeBRAFpositiven 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 | MUCL1 vsGeschlecht 0,027
42 | HGFR vs. Tumordurchmesser 0,032

KRA®ositive Tumoren 31| MUC1 (KaplaiMeier) 0,036

Tabelle46: Tabellarische Darstellung des Exakten Test nach Fisher innerhalb der beschriebenen Subgruppen.

Patienten(p=0,005), da allBRAFpositiven Gewebeproberin hheres Grading aufwiesen.
Zudemkorreliette bei den rechtsseitigen Tumoretter FaktorMUC1 mit dem weiblichen
Geschlecht (p=0,027) und HGFR mit einem gréReren Tumordurchmesser (p=008).
Gruppe deKKRA®ositiven Tumore war MUCL, im Gegensatz zum Gesamtkollektiv, mit einem
schlechteren Ubdeben assoziiert (p=0,036).
Die Details der Subgruppenanalysklusive LogrankTestsind im AnhangAbschnitt5.3.10
in tabellarischer Form dargestellt.
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4 Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Ziele formulienif denennun in die Diskussioeingeleitet
werdensoll. Zusammengefasstar das Zigherapierelevante Biomarkeruidentifizierenund

deren Zusammenwirkezuuntersuclensowie Patientengruppen mit hohem &arf an neuen
Therapiestrategienzu definieren. Um diese Ziele zu erreichen, wurden Verfahren zur
immunhistologischen Farbung, zur molekularbiologischen Analyse und die Erhebung der
Nachsorgedaten genutzt. Daraus ergaben sich Hauptergebnisse, die imdigenden kurz

vorgestelltwerden.

1. Die Veranderungen der Tumorbiologie zwischen Primarius uwl daraus
entstehenden Lebermetastase lassen sich durch deweils unterschiedlichen
Auspragungsmuster der Biomarker zeigetum einengeschieht dies durch den
Verstarkungseffekt der Doppelmarker im Vergleich zu den beteiligten Einzelmarkern,
welcher praktisch nur beim Primartumor auftritynterschied p=0,08siehe Kapitel
3.5.2.5, zum andererunterscheiden sich die Expressionsmuster der beiden Entitaten
deutlich voneinander.

Obwohl r Unterschied beim Verstarkungseffedér Doppelmarkenicht signifikant

ist, wasam Ehesten aufdie kleine Fallahl zurlickzufihren istzeigt sich ntip=0,08
dennochein Trend Diese Lesart wird bder naherenBetrachtung dereinen Zahlen
(Doppelmarker mit hoherem Signifikanzniveau als bei den beteiligten Einzelmarkern:
18/4 (Primaria)Jund 8/7 (Metastasen) unterstitzt.

Die Unterschiede im Expressionsmuster werden dieser Stelleexemplarisch am
Biomarker MUC1 dargestelbieser korreliert im Kollektiv der Primartumore nur mit
IGF1Rals einzigem Biomarker. Zudeist die Korrelation invers. Im Kollektiv der
Lebermetatasen iegen vier signifikante Korrelationervon MUC1 mit anderen
Biomarkern (CD44v6, HGFR, rpS6 und HLAD®) Daraus ergibt sich aus
tumorbiologischer Sicht eine vollig andere Tumorentitat.

Die beschriebenen Veranderungen zwischen Priméartumor undrirediastase lassen

sich mit einer Weiterentwicklung der Tumorbiologie erklar&éhrend esalsoim
Genotyp kaum zu Veranderungen bei der Entwicklung der Lebermetastasen aus dem

Primarius kommt, Petaccia de Macedo et al. zeigen die Homogenitat des
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Mutationsdatus beider Gewebe[128], scheint der Phénotyp haufig grole
Unterschiede aufzuweisen. Mao et al. haben neben dem Mutationsstatus auf
molekularer Ebene die PTExXpression verglichen und daleendeutigeUnterschiede
zwischen Primarius und korrespondierender Metastase in BezugleufPhanotyp
nachgewiesen, wahrend der Genotyp sich kaum verdnd§t9]. In weiteren
Publikationerwird dieser Prozess ebenfaliestatigt So gehen beispielsweise Slesser
et al.in ihrem Review trotz der in viateFallen geringen Qualitat der Studien davon
aus, dass sich nur einige spontanmutierte Zellen an die neue Umgebung -(micro
environment) in der Leber adaptieren kdnnen, was mit einer veranderten Zellbiologie
einhergehen musfL30].

Aus den dargestellten Zusammenhangen lasst sich in einem weiteneitt Sbleiten,

dass die Mutationsanalyse mittelek-generationrsequencingei derUntersuchung

von Lebermetastasenvielleicht von Metastasen im Allgemeinemdglicherweise

keineneuentumorrelevanten Erkenntnisse gewahren kann.

. Der weit Gberdurchschttliche Nachsorgezeitraum von ca. zebahren wurde in
dieser Arbeit bewusst gewahlt, um die Einflusse der Biomarker in einem langen
Zeitraum zu beobachten. Letztlich zeigt sidass der Nachsorgezeitraum von flnf
Jahren, der bereits in vielen Studidth31-136] untersucht wurde, vollkommen
ausreichend ist. Dennbcbeseht ein bemerkenswerter Unterschied zwischen dem
Uberleben von Patienten mit Primartuman im Vergleich zu Patienten mit
kolorektalenLebermetastaserPatienten mitUberexpession einigeBiomarker irden
Lebermetastasen zeigeein signifikant schlditeres Uberleben:CD44v6(Logrank:
p=0,054/ Wilcoxon: p=0,006MUC1 (Logrank: p=0,019/ Wilcoxon: p=0,00uhd
HSP9(QLogrank: p=0,018/ Wilcoxon p=0,01®artber hinausind die Verlaufe der
KaplanMeier-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 mdglichst frihe und auferst
wirkungsvolle Therapie erforderlich ist, um Verbesserungen in dieser Subgruppe zu

ermoglichen.
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3. Im Mittelpunkt dieserArbeit steht die Bedeutung der dalen Inhibition. Auch bei
anderen TumorentitatemesGastrointestinaltraks wird bereits Uber die gleichzeitige
Inhibition mehrerer Zielmolekule diskutiefi37-141]. Die Therapieansétzeni den
verfugbaren Studien verfolgen verschiedene Priméarziedeben besserem
Therapieansprechen versuchen die Autoren die Toxizitat durch Dosisreduktion zu
vermindernoder Resistenzen zu umgehen.

Auch in der vorliegenden Arbeit haben sidbrch den Vergleichvon Einzé- und
Doppelmarkern viele Hinweise auf das komplexe usammenwirken der
Uberexprimierten Biomarker ergebenSo sind erst durch die Betrachtungder
Doppelmarkeraus MUC1 und den Wachstumsfaktoren wichtige Korrelationen in
Bezug auf das Auftreten von Lymphknoteand Fernmetastasenentstanden
(MUC1/HGFR vBICGStadium p= 0,00; MUC1IGF1Rss. UIC&Stadium p=0,016). In
ahnlicher Weise trat die Uberexpression von HSP90 als wstdtiginflussfaktor auf
das Uberleben in den Vordergrund.

Auch wennmit bisher verfigbaren Mittelnnicht in allen Konstellationen eine
verbessete Therapie, ein besseres Therapieansprechen uncein rezidivireies
Uberlebenerreicht werden kannyeicht das Sektrum moglicher Therapieansatze
durch einenzweiten Inhibitor von adjuvanten Effektemuf das gleiche Zielmolekul
Uber die komplette Blockade einesveiteren Signalwegsbis zur Modulation der
ResistenzentwicklungIn Zukunft ist durch dievoranschreitende Entwicklung
maoglicherweiseauch eineDreifachinhibition denkbar, die eines Tages in der ganzlich
individualisierten und auf das Biomarkerpraféds jeweiligen Tumoraugeschnittenen

Therapie munde konnte
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4.1 Die Entwicklung deDoppelmarker

In der Einleitung wurde bereits auf die komplexen Zusammenhange in der Signaltransduktion
und die Interaktion der einzelnen Biomarker eingegandpasen Interkationen wird auch mit
dem zunehmenderAufkommen von DoppelhemmungsstrategiennternationalenStudien
Rechnung getragen, wie Beispiele in den folgenden Kapiteln der Diskussion zeigen. Durch den
in der Regel eingeschrankten Wirkungsgrad einzelner Biomarkerinhibikamem man leicht
zu der Strategie Ubergeherinen zweiten und gegebentalls aucheinendritten Biomarker
im Tumor zu hemmen um, je nach Expressionsprofil, eine moglichst effektivengegasste
Tumortherapie  zu  entwickeln. Die  mdglichen positiven Effekte  einer
Doppelhemmungsstrategie waren:

1 Resistenzmechanismen zu vermeiden oder gegebenenfalls zu Uberwinden

1 Synergistische und/oder additive Therapieeffekte zu nutzen

1 Verringerung der toxischen EHte 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 z
den Auswirkungen einer mehrfachen Biomarkerinhibition auf Tumorbiologie, Prognose und

Pradiktivitat offen und bedurfeweiterer Studien migroReraen Patientenkollektiva.
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4.2 DasPatienterkollektiv

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollelgivaufgrundder Aufgabenstellungnd der
Auswahl der Methodemit n=148 untersuchten Tumorerbei 144 Patientenals eher klein
einzuschatzen. Dennoch ist es im Vergleich mit anderen StJd&B83], welche grol3ere
Patientenpopulationeruntersucht haben, in Bezug auirkschpathologische Faktoren und
auf die untersuchten Biomarkerin Haufigkeiten und Verteilung zum groéf3ten Teil
UbereinstimmendIn der Ggenuberstellungler erhobenen Datemit den genannten Studien
sind die Daterstets vergleichbar und somit reprasentatiies bedeutet, dass ddsollektiv

und diedarin untersuchten Biomarketie klinische Situan zuverlassigbbilden.

4.2.1 Primartumore

DasdurchschnittlicheAlter der Patienten lag im Kollektiv der Péartumoren bei 68,1 Jahren
und unterschied sich damit kaum von Studienpopulationen von Z#&edsinaci et al. und
anderen[76-79, 81, 82]Mit einer leichten Uberzahlan mannlichen Patiente56,2%))lichen
die untersuchten Patienten den oben genannten Grupp&er RStatus als wichtiger
prognogischer Faktor und Indikator fur eine wirkungdte chirurgische Therapidag mit
95,5% an ROResektionen in einemverhaltnismalig guten Bereich. Als weiterer
therapierelevanter Faktor fangdich im bearbeiteten Kollektiv, wie auch in vergleichbaren
Studien [76-78, 81] meist ein weiter fortgeschrittens Tumorleiden miteinem konsekutiv
héhergradigenTNM-Stadium.Die Verteilungs&ufigkeit der Mutationerim KRASund BRAF
Gen lag ebenfallsn Bereichder grof3en Studienvie beispielsweise der NORBYG-Studie
[80]. Siefanden sich bi 34,8% (KRA} respektve bei 11,2% (BRAF, der untersuchten
Primarumoren.

Fur die Prifung der Unabhéangigkeit der klinipelthologischen VariablemklusiveBRARINd
KRASwurde eine CoRegressiongnalyse zunachstohne die in der Folge untersuchten
Biomarker durchgefuhrt. Hier kristallisiertersich die starken Einflussfaktoren Mtatus
(n=14) BRAF(n=10) und R-Status (n=4) letzterer mit p=0056 gerade nicht mehr im
signifikanten BereicHur die Primartumoren herau@ abelle 3% Dies Faktorenzeigen eine
eingeschréankte Prognosan und waren somit die starksten Einflussfaktoremuf das

tumorbedingteUberleben Dieser Umstandpiegele sich an vielen Stellen in der Literaf@r
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41, 84]wider und unterstrichhre Wichtigkeitsowiedie Ubertragbarkeit des in dieser Arbeit
untersuchten Kollektivs.

Durch die Zusammenfassungweier Biomarker zu einer gemeinsamen Variablen, dem
Doppelmarker, kam es jedoch zu einem interesgen Verstarkungseffektbei vielen
Korrelationenderteilweisevollkommen neue Zusammenhange erbrachte. Dies geschah auch
in Fallen, in denen die beiden Biomarker unabhangig voneinander keine signifikante
Korrelation ergaben. Zeigte einer der Faktoreneepositive Korrelation, kam es den
meisten Fallerzu Verstarkungseffekh durch den Zusammenschlyssbwohl der zweite

Biomarkeralleinkeinen signifikanteWert ergeben hattgsieheTabelle47).

CD44ve6/ 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
uiCdall-Iv 0,048 0,825 0,027 R 0,05 0,789 0,368
IGF1R80% 0,011 0,653 0,023 CD44vek p% | 0,047 0,649 0,073
Tumor rechts| 0,089 0,004 0,508 BRARpoOs. 0,043 0,485 0,112
HGFR 0,192 0,615 0,01
CD44vb MUC1/
Faktor HSP90 | MUC1 | HSP90 Faktor HGFR | MUC1 | HGFR
G34 0,026 0,021 0,131 Tu>4,7cm 0,014 0,378 0,145
V 0,049 1,0 0,066 N1-2 0,006 0,02 1,0
HGFR 0,036 0,801 0,01 ulCall-v 0,007 0,027 0,803
BRAF 0,036 0,484 0,654 CEA 0,014 0,118 1,0
MUC1/ IGF1R/
Faktor IGFIR | MUC1 | IGFIR 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
uICdall-Iv 0,016 0,027 1,0 KRAS 0,363 0,04 0,449
CD45m BG 0,019 0,826 0,124

Tabelled7: Primartumore: Verstarkungseffekte durdie Verwendung der Dopmpeérker, Berechnung der Korrelation mittels
Exaktem Test nach Fish@®Werte). Vielfach sind beide Einzelmarker nicht oder nur schwach Signifikant, wahrend die
Domelmarker ein deutlich hdheres Signifikanzniveau aufweisen.

Sgnifikante Unterschiede im tumorbedingten Uberleben zeigten sicBer bei den oben

genannten Kkliniscipathologischen Faktorenbei den Doppelmarken. Diese traten

hauptséachlichbei einer Beteiligungder FaktorenCD44v6 odeHSP90in ErscheinungDie
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beiden Biomarkerwaren letztlich an allenim LogRank beziehungsweise Wilcoxehest
signifikantenDoppemarkern beteiligt

1 MUC1/HSP90 p=0,034 / p= 0,015 (Wilcoxon)

 CD44v6/HSP90  p=0,031

1 CD44v6/HGFR p=0,048

1 CD44v6IGF1R p=0,039(Wilcoxon)

Eineweitere Besonderheit bei der Analyse des tumorbedingten Uberlebens ergab sich durch
den, relativ zu anderen Studieféngeren Nachsorgezeitrauabeifiel auf, dass sich je nach
Testverfahren unterschiedliche Aussagegaben Beispielsweise unterschieden sion Log
RankTest Tumoren mit Expression von CD44v6/IGF1R nicht signifikant von Doppelmarker
negativen Tumoren Uber den gesamten Nachsorgezeitraum vonziid10 Monaten
Betrachtee man allerdings den Wilcoxehest dessen Fokusichauf dem vorderen Teil der
KaplanMeier-Kurve also auf ds erste Drittel des Nachsorgezaiints, richtet, ergab sich ein
signifikanter Unterschied.

Das Korrelat desich imzeitlichen VerlauhbschwachendeWerte des Langze#follow-ups
(LogRankTest), zu Gunsten des Wilcoxdass, war in einer erneutenbeziehungsweise
spaten Annahrung oder Kreuzung der Uberlebenskurzansehen Dies wies fiir den
langfristigen Verlauf, atsiiber den normalen Nachsorgezeitraum vfdnf Jahren hinaus, auf
eine Abschwachung oder Aufhebung des EinflussegeseeiligenFaktorenhin. Da dieses
Phanomen vorrangig bei den Lebermetastasen auftrat, werdenddrausresultierenden

Implikationen im @chsten Kapitel behandelt.

4.2.2 Lebermetastasen

Patienten mit Lebermetastasemarenmit einem durchschnittlichen Alter von 62,6 Jahren in
der Regel etwas junger als Patienten mit nicht metastasiertem Tumor. Auch hier zeigte sich
eine Uberzahl an mannlichen Patienten (62,7%%).untersuchten Kollektidagen die RO
Resektionerbei 79,7%.

Die Mutationsanalyse ergab KRR8nktmutationen bei 36,2% der untersuchten
Lebermetastasen. Eine Mutation im BRB&n wurde nur bei einem einzigen Patienten

detektiert (1,7%) und deshalb von der weiteren Analyse und Statistik ausgeschlossen.
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Die Berechnung e Kreuztabellen mit dem Exakten Test nach Fisher ergab bei den
Lebermetastasen deutlich mehr signifikante Korrelationen als bei den Primartumoren. Auch
hier waren an nahezu aleKorrelationen die Biomarker CD44v6, MUC1 oder HSP90 beteiligt.
HSP90 korradite dabei vornehmlich mit Kklinisgpathologischen Daten (Grading
undifferenziert: p=0,006, extrahepatische Fernmetastasen: p=0,023, Chemotherapie
neoadjuvant: 0,046), wahrend bei MUC1 der Zusammenhang mit der Uberexpression
tumorbiologischer MarkerHGFRp=0,013,CD44v6: p&,03,HLADR P=0,028pS6: p=0,033

im Vordergrund standDie CD44wb)berexpression war aulRerdem mit der TumorgroRe
korreliert (p=0,026).Daraus ergibt sich fUHSP90 eheeine Rolle als Einflussfaktdrei
fortgeschrittenem Tumorleidermit statgehabter Metastasierung und entdifferenzierten
Tumorzellen. MUC1 ist andererseits gemeinsam mit Zelladhasionsmolekilen und
Wachstumsfaktoren Uberexprimiert und ist dadurch direkt an Prozessen des
Tumorwachstums und der Metastasierubeteiligt. Aus diesen Zusammenhangen ergibt sich
eine weitere Moglichkeit der Betrachtung einzelner Subgruppen.

Ein wichtiger Unterschied war durch die Gegenilberstellung der einzelnen und der
Doppemarker festzustellen: Anders als bei den Primartumoren kas bei den
Lebermetastasen nicht zu einErhéhungdes Signifikanaiveausoder zu neuen signifikanten
Korrelationen. Diese Beobachtung unterstiéatie Vermutung nach der die Metastasen
bereits eine zum Primarius deutlich veramdie Tumorbiologie entwicke hatten. Von dieser
Tatsache ausgehergbllte zuklnftigeine bessereAnpassung der Therapiekonzeppeziell

an die Tumorbiologie der Lebermetastas#iskutiert werden

DieEinzelfaktorerhatten bei den Lebermetastasen einen wesentlich groReren Eirdlifstas
Uberleben: Neben wenigen Kklinisplathologischen Faktoren war vor allem die
Uberexpression der Biomarker CD44Vgilcoxon: p=0,006)MUC1(LogRank: p=0,019)nd
HSP9(QLogRank: p=0,018it einem signifikant ungiinstigeren Uberlebearbunden. Wie
schon imKapitel 3.5.3 erlautert, zeigten die Biomarker bei den Lebermetastasen deutliche
Unterschiede im kurzund langfristigen Verlauf des Nachsorgezeitraums. Einige Variablen
verloren im Verlauf ds Langzeitollow-ups von langstens125,8 Monatenihren initial
vorhandene signifikanten Uberlebensunterschied im LdgankTest, wahrend der Wilcoxen
Testdiesen zeigen konnteDieser Effekivar bei CD44v6, MUC1 und KI&T sehenwahrend

die klinischpathologischen Faktoren in beiden Tests grof3tenteilsleargbar blieben. Fir die
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Therapie sckint dieserletztgenannteUmstand wiederum nutzlich zu sein, da die klinisch
pathologischen Faktoren, im Gegensatz zu den Biomarkern, keine Therapieziele darstellen.
Unter den Doppeimarkern ergaben diéNachstumsfaktorrezeptorerin Kombinationmit
CD44v6 oder MUCApbhéngig va der Betrachtung deseguléarendes langfristigeroder des
regularenfiinf-JahresNachsorgezeitraus) ebenfalls relevantéJnterschiede Der Wilcoxon

Test warnur bé CD44v6/HGFR (p=0,008), CD44v6/IGF1IR (p=0,017) und MUC1/IGF1R
(p=0,018) signifikant.Die ubrigen Doppelmarker zeigten mit beiden Testverfahren
vergleichbare Werte in der Uberlebensanalyse. Dabei spigtteler RegeHSP90 mit MUC1
eine wichtige Rolle.

Das Verfahren fur die Entwicklung und Durchfihrung der-Regression entsprach dem
Vorgehen bei den Primartumoren. Die relevanten Faktoren wurden nach den gleichen
Kriterien ausgewahlt und in einem mehrstufigen Verfahren einzeln und mit den
Doppelmarken analysiert. In allen Berechnungertrat stets das Vorhandensein
extrahepatischer Fernmetastasess unabhéngiger und prognostisch ungtinstiger Faktor
hervor. Unter den Einzelfaktoren waren zudem MUC1 und HBR&hostisch elevant Diese
beiden Biomarker st#en sich gemeinsam mit CD44vén allen Konstellationen als
unabhangige Faktoreheraus An weiteren Variablen waren die Kombinationen von MUC1
und HSP90 miGF1Rind der Marker MUC1/rpS&ignifikant

4.2.3 Prognostische Wertigketder Biomarker

Als pognoserelevant gelten die in die TNMKIassifikation einflieRenden klinisch
pathologischen Paramet¢®, 85, 142, 143PDies konnte auchnhand der vorliegenden Daten
gezeigt werdendasichder Zusammenhang des hohergradigétVFSatus beziehungsweise

einer R1/RZResektiommit einer schlechteren Uberlebensprogndge:0,00) bestatigte Auch

der bereits praoperativ pathologische GBfert war mit einem schlechteren Uberleben
assoziiert (p=0,004).

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

assoziierte Marke97, 144] Fur die anderen Wachstumsfaktorrezeptoren ist das Bild weniger
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Faktor Gruppe LogRankTest(P) | WilcoxonTest(P)
T-Status T34 0,031 0,046
N-Status N1-2 0,001 <0,001
M-Status M1 <0,001 <0,001
R-Status R12 <0,001 <0,001
L-Status L1 0,002 <0,001
V-Status V1 <0,001 <0,001
Grading G34 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

Tabelle48: PrimartumoreKaplanMeier-Analyse mittels Loank und WilcoxorTest.

eindeutig: Wahrend Peters et abei IGF1R Limitationen in der prognostischen Wertigkeit
beschreiber{145], sehen Takahari et.dlGF1R im kolorektalen Karzinom als Prognosemarker
an[62]. WeitereprognoseorientierteStudienbeimkolorektalen Karzinonsindfur IGF1R nicht
verfigbar. Ahnlich eingeschrankt ist die Studienlage fir HGFR: Higrd lediglich
Untersuchungeran Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen verfudbd6, 147] die
eine prognostische Relevannter einem patientenkollektivbezogenen Vorbehélt HGFR
beschreiben

Stellt man den nicht signifikanten einzelnen BiomarkeimDoppelmarker gegeniber, zeigt
sich, dass die Beteiligung von CD44v6 und HSP@t zu einem signifikanten
Uberlebensunterschied fuhriAn dieser Stellsolte zunachsterlautert werden, das$aufig
nicht die Uberexpression, sondedie Abnahmeder CD44vEExpression im Tumor mit einer
Prognoseverschlechterunginhergeht [148-150]. Nur Ozawa et al. schreiben Uber die

Variantezweides CD4Molekiils(CD44v2)dassdie Uberexpressiomit einer schlechteren
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Prognose assoziiersti als die anderer Variantefi51]. In der vorliegenden Untershang
scheint die CD44vExpression in anderer Weise mit der Prognose zusammenzuhangen als
dies in den ben genanntenArbeiten publiziert wurde. Zwar istie CD44v@Jberexpression

im LogRankTest nicht signifikant, es komraberim WilcoxonTestbei den Leermetastasen

zu einem signifikanten Unterschied im Uberleben. Ebenso ist CD44v6 primar kein
unabhangiger Faktor in der Géxalysetritt aber im Rahmen der Doppelmarkeranalyds
beteiligter Biomarkerauf. Die Einzelheiten, digliesen unterschiedlicheriergebnissen zu
Grunde liegn, mussenn weitere Untersuchungen geklart werden

Fur die prognostische Wertigkeit des Biomarkers H8R®@lorektalen Karzinoregen keine
verwertbaren Aussageraus internationalen Publikationen vor, wéahrend fir andere
Tumorentitaten (Mamma, Magen, NSCLC) eine eindeutige prognostische Relevanz gezeigt
[152-155] wird. Mit denin dieser Arbeit erhobenen Daten l&sst sich zeigass dieHSP90O
Uberexpression ein unabhangiger Prognosefak&m kolorektalen Karzinoiist, der zudem

auch als Doppelmarkgemeinsammit anderen Biomarkereine proghostische Relevanz hat.
Wurde HSP90 in der G®egression nicht berticksichtigt, kam es zu einer Verschiebung der
Gewichtung einzelner Faktoren. So trat beispielsweise im Primartumor bei CD44v6/HGFR zu
den stets unabhé&ngigen relevanten FaktorerSthtus undR-Status auch der Nodalstatus mit
p=0,05 als weiterer Prognosefaktor hinzu.

Weiterean den signifikanten Korrelationdreteiligte BiomarkesindMUC1 und HGFRIUC1

wird in vielen Publikationen zum kolorektalen Karzingd#, 156158] und anderen
Tumorentitaten[159, 160]als prognostischer Marker betrachtet, wobei Lugli eto@tonen,

dass MUCL1 nur im sporadischen kolorektalen Karzinom prognostische Aussagekraft hat, nicht
aber bei hereditaren Tumorefl56]. Sinn et al. zeigen in ihrer Arb¢it61], dass MUC1 bei
Mammakarzinomen einRolle algpradiktiver, abernicht alsprognostischeMarker zukommit.
Zusammenfassencergibt sich eine Bestatigung ddBiomarker HSP90 und MUCGCHs
unabhangigd’rognosediktoren flr Patnten mit kolorektalerLebermetastasesowieHSP90

als Prognosefaktor bei den Priméartumor&ie nehmen in diesem Sinne auginfluss 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 fur die Prognose.
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4.2.4 Spezielle Aspekte dprognostischa Wertigkeitbei den Lebermetastasen

Der in dieser Arbeit erreichte Nachsorgezeitraum von bis zu 125,8 Monaten war im Vergleich
zu dem Ublicherweise angewendeten FahreNachsorgeintervall ungeféahr doppelt so lang,
wodurch eine wesentlich&eranderung im Verlauf der KaplMeier-Kurven entstandErst

im spaterenNachsorgeund Krankheitssrlauf, nach mehr als 60 Monaten, zeigte sich eine
Annaherung der Uberlebenskurven, die bis zu diesem Zeitpunkt Kkontinuierlich
auseinanderwichenWirde manin dieser Phase der ersten 60 Monate einen Trend fir den
Verlauf unterstellen blieben Veranderungemer Kurvenverlaufe zueinandem folgenden
Zeitraumunerkannt. Auch rein rechneriscke® sich diese Veranderung im Kurvenverlauf
durch die Anwendung zwei unterschiedlicher Testverfahren (LBgnk und Wilcoxon)
nachweisen.

Der Uberlebenszeitanalyse zufolge varbtein groRerer Anteil der Patiente0%(n=36)der
tumorbedingt verstorbenerinnerhalbder ersten & Monatenach Diagnosestellungvéhrend

die Anzahl der tumorbedingten Todesfalle im Kolleltivweiteren Verlauabnahm Damit
scheinteineziigig eingeleitete und mdglichst radikale Therapie der Lebermetastasen im kurz
bis mittelfristigen Verlauf an Wichtigkeitugewinnen EinemdglicheEmpfehlung aus diese
Gegebenheiteikonntedemnachlauten, durch méglichstrihe und radikale Therapjgemali
demdritten Leitsatz ausler Sepsistherapig@ K A G K| NiR 6 ¢yKRS St FNNENEE6A)2 v |
den frihen Krankheits und Therapigerlauf moglichst optimalzu gestalten um sodas
Uberleben i der kritischerPhasezu verbesern. in spaterenKrankheitsverlau$cheinteine

solch radikale Aerapie nicht mehr gleich sinnvoll zu sein.

Von den kliniscipathologischen Faktoren waren lediglich der Durchmesser der grof3ten
Metastase mit einer starken Expression von CD44v6 und MUC1 sowie das Grading und das
Auftreten extrahepatischer Fernmetastaseant HSP90 assoziiert. Es zeigte sich somit auch
hier die Relevanz dieser Biomarker, deren Aktivitat und Uberexpression mit dem AusmaR der
Metastasierung und der Differenzierung der Tumorzellen zusammenhangt.

Die Uberlebenszeitanalyse mit l-Bgnk und WicoxonTest sowie die CeRegression sahen

als wichtigste Faktoren stets MUC1 (iRank: p=0,019), HSP90 (iRank: P=0,018) und, als
Prognosefaktor weniger ausgepragt, CD44v6 (Wilcoxon: p=0,006) an. Die weiteren
untersuchten Biomarker, insbesondere die &Watumsfaktorrezeptoren, ergaben als

Doppelmarker in Verbindung mit den zuvor genannten starkeren Markern signifikante
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Faktor Gruppe LogRankTest(P) | WilcoxonTest(P)

Durchmesser >3.93cm 0,158 0,057
Grading G3 0,008 0,005
ExtrahepatFernmetastasierung 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

Tabelle49: LebermetastaserKaplanMeier-Analysemittels LogRank und WilcoxorTest.

Uberlebensunterschiede Der Verstarkungseffekt welcher bei den Primartumoren
beschrieben wurdgzeigte siclnier nicht. Diese Tatsacheinterstitzte denEindruck, dass sich
die Tumorbiologie in den Metastasen veranddrében koénnte und bedeutet in der
Konsequenz verandertBedingungertfir die Prognoseund fir mogliche Therapieansatze
Unter den Gesichtspunkten der Tumorbiologie et Biomarkerexpressioargabsichdamit
die Frage, in wie weit es sitiei den Lebermetastasemoch um den gleiche(kolorektalen)
Tumorhandelte

Als unabhangige Prognosefaktoren waren unter den einzeln analysi¢ggablen ebenso
wie unter denDoppemarkern neben dem Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen
(p=0,003), stets MUC1 (p=0,001) und HSP90 (p=p,&2Atistisch signifikant. Ba
Fernmetasasen in anderen Organen die Prognose massiv einschranlgnnicht nur

naheliegend sondern zeigt auch di€aliditat ces untersuchten Patientenkollektivs und der
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angewendeterMethoden. Fur dieBiomarker MUC1 und $P9Qgilt neben ihrer Funktion als
Zielmolekdle fur die Chemotherapigass ihrestandardmalilige Erhebung als Prognosemarker
fur metastasierte kolorektale Karzinan auf der Grundlage weiterer Forschung, die
Entwicklung neuer Prognosescores erméglickénrte.

Einschrankendufdie Interpretationder Ergebnissevirkt sich nattrlich digeringere Fallzahl
im Kollektiv der Lebermetastasen aiBdurch die Zusammenfassung zweier Marker zu einer
neuen Variable besteht die Gefahr, sehr kleine Fallzahlpro Gruppezu generieren. Ein
Beispiel daftiist MUC1/HSP90OVoninsgesamin=59 Patientersind nur drei Metastasenfir
beide Marker positivDiesfihrt zur Entstehungeiner sehr kleinen GruppBoppelmarker
positiverTumorenderen Ergebnisse kaum noch auf das Gesamtkollaktiendbar sindvon
InteressebleibensieallerdingsdennochalsméglicheSubgruppewelche fir de Entwicklung
einerindividudisierten Tumortherapie sehr wohl herangezogen wer#tann. Zum anderen
zeigt dieseBeispiel mitlediglichdrei positiven Patientendass bei den Lebermetastasen
haufiger eine Uberexpressiovon nur einem diesebeiden Biomarker, also entweder MUC1
(23,7%positive Metastasenpder HSP9(32,2% positive Metastasgrnvorliegt. Somitist bei

ca. 50% der untersuchten Lebermetastasanindestens ein prognostisch relevanter

Biomarker vonanden
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4.3 Klinischer Bezug der BiomarkarKontext der aktuellen Literatur

Die aktuell-im Jahr 208&- vorliegende Zahl an klinisch&tudien in welchenlnhibitoren und
Antikdrper gegen die einzelne@ielmolekileuntersuchtwurden, ist noch relativklein und
sehrheterogen.Viele Inhibitoren b&nden sich noch in der Entwicklung und in der klinischen
Erprobung, weshalb sich vorwiegend Publikationen zu Studi€&hase | und I, mit meist
eher kleinem Patientenkollektj¥inden. Die darin untersuchten Tumorentitaten reichen von
aaz2f ARSydversydrgadey No SNJ T2 NI 3 S & OkandifoiebiShyinGu 1 2 £ 2 N.
metastasierten kolorektalen Karzinomen und tragen damit zur HeterogemétdStudienlage
bei. Problematisch fur eine umfassende Analyse erscheint zudem, dasseisten Studien
nur Ratienten mit fehlendem Ansprechen auf die Firgpbder Secong LineTherapie
einschlie3en

Um dieser fragmentierterund unvollstandigerStudienlagegerecht zu werdenohne die
Ubersichtlichkeit zu verlieren wurde die Unterteilung zwischen Primartumor und

Lebermetastasefiir die Besprechungler aktuellenLiteraturim Folgenderaufgehoben.

Neben Studienwelche die duale Inhibitiorverschiedenertumorrelevanter Biomarker mit

teils etablierten Therapeutika untersuchen, befinden sich viele neuentwickelte Inhibitoren in
Zulassungsstudien der Phasen | undlil)(Um den Stand dieser hoch aktuellen und teilweise
noch in Arbeit befindlichen Studien zu erfassen, wurden die Datenbanken der
Zulassugsbehorden der EUclinicaltrialsregister.euund der USA (clinicaltrials.gov) nach
aktuellen Therapieund Zulassungsstudiesntsprechend des Biomarkerprofils dieser Arbeit
durchsucht. Die Suche ergab ein sehr gemischtes Bild an Studienkonzepten, dessen
Shwerpunkt vor allem auf den metastasierten Tumorerkrankungeq [Viele der
registrierten Studien waren in der Planungsler Rekrutierungsphase aufgrund fehlender
Effektivitat oderdurch Sponsorentscheidung, aber auch ohne Angabe von Grinden gestoppt
oder abgebrochen worden. Fur andere Studien lagen trotz mehrjahriger Laufzeit noch keine
Ergebnisse vor. Der Giberwiegende Teil der olgénden zitierten Studiestammt daher aus
bereits abgeschlossenen unpublizierten Studien. FiUr die Recherche wurde diebPed
Datenbank des NCBAlgtional Center for Biotechnology Informatjoverwendet.

Mit der gleichzeitigen zielgerichteten Inhibition zweier prognostisch relevanter Tumormarker

beim kolorektalen Karzinom wurde vor ca. 10 Jahren an Zelllinien mit di@edRnhibitor
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begonnen[163]. Im Rahmen der Weiterentwicklung wurden dikerapeutika mit Fokuauf

die SignalwegdrkAS/RAF/MEK/MAPK und PTEN/PI3KMKDR[164, 165]entwickelt Im

Einzelnen konnten nicht alle Autoren synergistische Effekte durch eine duale Inhibition
nachweiser{166].

In einer Studie aus dem Jahr 2016 wurden schlief3lich, in einem weiteren Entwicklungsschritt,
Pyrimidinbasierte Wirkstoffe (Compounds) synthetisiert, welche neben ihrer primaren
Funktion als CDK2 (cyclilependent kinases 2)Inhibitoren auch PI3K hemmgh67]. Diese

duale CDK2/PI3Kemmungzeigte in den untersuchten HCT1l#nd HT29¢ Zellen eine

suffizente Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion, war aber weniger effektiv als der
vergleichend verwendete Inhibitor Dactolisib, ein dualer PiBid mTORnNhibitor.

In den aktuellert K SNJ LA S& G dzZRASY 6dzNRS RAS 2ANJal Y]SA
Y2t Sldz Saa SoSyFrifta AY wdbéieBuigsweiseydSrNilae? Y o A y
Hemmung untersucht. Sie werden im Folgenden, bezogen auf den jeweiligen Biomarker,
diskutiert.

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

Diskussion, weil die Daten nicht Giber eine ausreichende Aussagekraft verfligen.

4.3.1 Einzelmarker

Bei densoliertenBetrachtung deBiomarkersdD44v6ergaben sich zunachstie relevanten
Befunde in defJberlebensanalys®er deutlich starkere Einfluss von CD44v6 in Kombination
mit anderen Biomarkerliel3 sich bereitdei der Betrachtung ddaplanMeier-Kurve mittels
desWilcoxonTessim Kollektiv det.ebermetastasemermuten Hier zeigte sich ein signifikant
schlechteres Uberleben (p=0,006) bei CD4gositiven Tumoren. Die Prognose fiir diese
Patientenwar dementsprechend vor allem in den ersten Monaten schlechter und &itet
gleichzeitigem Auftretn anderer positiver Biomarker, zum Beispiel MUC1 und HSP90, zu einer
weiteren Einschrankunder PrognoseAnhalt hierfur gb wiederum die positive Korrelation
von CD44v6 mit MUC1 (p=0,03) bei den LebermetastaB@se Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu deArbeiten verschiedener Autordti48-150], die eine Abnahme der CD44v6
Aktivitat (downregulation) als Prognosefaktor beschreiben.

Die Korrelation des Biomarkers mit der rechtsseitigen Tumorlokalisatesy Primarius

(p=0,004) und dem hoheren Tumorgrading (p=0,021) tgmeh diesem Kédktiv eineeher
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untergeordnete Rolleln der Zusammenschau mit deinzigenpositiven Korrelation in den
untersuchtenLebermetastasendem Metastasendurchmesser (p=0,02&ygab sich jedoch
der Anhalt fir den Einfluss von CD44v6 auf schlechter diffenr¢azied gré3ere Tumore.

Der einzige bisher entwickelte Wirkstoff gegen den Biomarker CDi4dd&r monoklonale
Antikorper BivatuzumalSeine Wirksamkeivurde bisher nicht beim kolorektalen Karzinom,
sondern nur beim Mammakarzinom und bei squamdsen Kapfd -Halsneoplasien
untersucht[168, 169] Die Erprobung der klinischen Wirksamkeit wurde nach wenigen Phase
| Studien durch den Sponsor beendén Jahr 20T wurde eine erste PhaskIb Studie an
soliden Tumoren mit dem neuentwickelten CD44uBibitor AMC303 begonnefb3]. Die
Ergebnisse dieser Studie stehen zum Abgabetermin der vorliegenden Arbeit noch aus.
Ganz aktuell (2019) publizierteratd et al.die immunhistologische Analyse v@b44v6 und
HGFR beim Osophaguskarzingh70]. In dieser Arbeit konntegezeigt werden dass ein
doppeltpositives Expressionsmust@€D44v6/HGFR positivijit einem negativen Einfluss auf

die Prognosassoziiert ist.

In den Ergebnissen volD44v6 spielt der Biomarker MUC1 durch eine Korrelation
untereinander bereits eine Ro#. Neben deroben genanntenKorrelation der beiden
Biomarker zeigte sich bei MUCZEin signifikanter Zusammenhang mit dem positiven
Nodalstatus (p=0,02eim Primartumorinteressanterweise kam esiinversen Korrelationen

mit der ExpressiodesIGF1Rezepors (p=0,023) im Primartumor unehit der Expression von
HGFR (p=0,018) den MetastasenAus dieseninversenZusammenhante3sich postulieren,
dass MUCHDositive undIGF1Rpositive Patienten zu zwei grof3tenteils unterschiedlichen
Patientersubgruppen gehoren, bei denen vollkommen unterschiedliciiel unabhangige
Signalwege betroffesein konntenIn diesem Patientertdlektivist MUC1IGF1Ratséachlich
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 gewinpgind weitere Arbeiten erforderlich. Eine duale
Inhibition scheint in diegeKonstellatiorrumindest nicht sinnvoll zu sein.

Furdie inverse Korrelation voMUC1und HGFRiihren solche Uberlegungen nicht weiter, da
alle MUCZpostiven Patienten (n=14) auddGFRpostiv sind (n=44).

MUC1 als Einzelmarker war in der Uberlebensanalyse (Logrank: p=0,019) undNfodedx

nur im Kollekiv der Lebermetastasen signifikant. Besonders fiel hier das Ergebnis der Cox
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Regression auf. Bei der Analyses d@nflusseder Einzelfaktoren war MUCL1 (p=0,001gben

dem Vorhandensein extrahepatischer Fernmetastasen (p=0,003) und dem Einzelmarker
HSP90(p=0,021) signifikant. MUC1scheint somitals unabh&ngiger Faktor einen grof3en
Einfluss auf das tumorbedingte Uberleben zu hab&etrachet man unter diesem
Gesichtspunkt diaktuelle Studienlagesoentsteht der Eindruck, dass dieser Umstand nicht
auseichend gewdrdigt wird. Neben den Arbeiten zur MW@Gicinierung befindet sich
lediglich der monoklonale Antikbrper Pankomab in einem fortgeschrittenen
Entwicklungsstadium.

Fur Pankomalwiederumliegen aul3er einer eirigen PhaséStudie an soliden Tumorgh71],

keine Therapieoder Dosisfindungsstudien bei kolorektalen Karzinomen vor. Der Schwerpunkt
der Forschungdindet sichhier aktuellbeim Ovarialkarzinongem Mammakarzinom und dem
NSCLC (non small cell lung cancer). Diab&ankomab bisher meist nur als diagnostisches
Werkzeug in der Erprobunfil72]. Eine mogliche Therapieoption durch Verbindung mit
zytotoxischen Komponentewird bisher lediglich diskutierf173]. Gleichzeitig wird an der
MUCZXVaccinierung geasdtet [174-176]. Besonders Lohmueleet al. zeigen auf diesem
Gebiet vielversprechende Ansafd&4], die Einfihrung in klinische Therapiekonzepte scheint

aber noch nicht absehbar.

Das HitzeschockproteiriSP90korrelierte bei den Patienten mit Primartumor mit HGFR
(p=0,01) und bei deantersuchtenLebermetastasen mit héherem Grading (p=0,006) und dem
Auftreten extrahepatischer Fernmetastasen (p=0,023yeitausgrofRerem Mal3dlhrte die
Expression vorSP9Qu einersignifikantenEinschrankung desimorbedingtenUberlebers

bei Patienten miLebernetastasen (Logrank: p=0,018).

Diese aulRerordentliche Relevanz wurde auch durch die Unabhangigkeit von HSP9O0 in der Cox
Regression gezeigt. Sowdtt die Expression irRriméartumor als auclfiir die Expressiom

den Lebermetastasen konnte fir das Hitzesdpootein ein unabhangiger Einfluss
nachgewiesen werden (p=0,012, respektive p=0,02d). Kollektiv der Primariavaren
daneben der MStatus (p<0,001) und derRatus (p=0,04) unabhangige Einflussfaktoren. Die
Tatsachedass der MStatus ein hoheres Sighkifinzniveaum Vergleich zum Status zeig,

lag am ehesten ader geringen Zahl der-positiven Patienten im Kollektiv.

In allen Fallen und unter den verschiedenen Betrachtungsmoglichkeitesich aus dieser

Arbeit elgaben war HSP9O0 stets der Biomarkeler im Kollektiv der Lebermetastaseam
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eindeutigsten undn allen Analyserstets mit statistischer Signifikanz auf eine schlechtere
Prognose hinves. Der sich darausergebend& zentralen Rollefir eine zielgerichtete und
individualisierte Tumortherapieird auchbereitsdurch dierelativ grof3e Zahl anorhandenen
Studien Rechnung getragem vielen dieserTherapiestudien spielen &eaktoren und die
Doppelhemmung eine wichtige Rolle. Deshalb vded HSP9nhibitor Ganetespib auch in

der sich anschlieghdenBesprechunglesWachstumsfaktorrezeptaHGFRaufgegriffen

Die Therapiestudien mit dem HSP@thibitor Ganetespib em@pen ein sehr heterogenes und
wohl eher unvollstandiges Bild.aDde verschiedenerTherapiekonzepte mit Ganetespib
allenfalls geringe, teilweise auch keine Vorteile fur die Therbpien Lungenkarzinom und
beim Pankreaskrazinomeigten kam es in einigen Falleeum Abbruch der Studiesufgrund

von fehlender Effektivitafl77, 178]

Studien, die Ganetespib und weitere HSP®@bitoren am Kkolorektalen Karzinom
untersuchten, wurden hingegen vorwiegend an Zelllinien vorgenommen: Die Arbeitsgruppe
um Nagaraju et al. untersuchte verschiedenste Effekte von Ganetespib auf den Zellzyklus, die
DNAMethylierung sowie die Angiogenese und den Einfluss auf Signalkaskaden an Zelllinien
und im XenogratModell [179-182 und konnte stets einen antiproliferativen Effekt
nachweisen. Einschrankend ist anzumerken, dass diese Ergebnisse nur auf zellbiologischer
Ebene beziehungsweise am Xenogidtidell getestet wurden und dass es sich bei der
Auswahl der Zellliniemm solche mit jeweils hohem Expressionslevel der Zielmolekile, wie
beispielsweise DNMT (DNWethyltransferaseEnzyme), handelte. Bei Cercek eeafjab sich
hingegen kein Effekt durch die Monotherapie mit Ganetespibiisgesamt 17 behandelten
Patientenmit therapierefraktaren metastasierten Kolonkarzingh®3]. Allerdingdief3ensich

aus diesem sehr kleinen Kollektiv, ohne eindeutige Ergebnisse, nur schwierig relevante
Schlussfolgemgen ziehen. Wahrend He et HI84] eine verbesserte Sensitivitat von HCT116

¢ Zellen auf Bestrahlung und Therapie mit Fluorouracil durch die Behandlung mit Ganetespib
nachwiesen, fokussierten sialie Arbeitsgruppen von Landmarh85] und Rouhi[186] in

ihren Untersuchungeauf Resistenzmechanismen der Tumorzellen gegen HBR&Moren.
Landmann et al. korrelierten in ihrer Studike Expressionslevel von UGT1AjeeiUDP
Glucuronosyltransferasezu deren Aufgaben di&lucuronidierungund Inaktivierung von
Medikamenten gehd, mit dem Ansprechen auf Ganetespil85]. Es konnte gezeigt werden,
dass bei Zelllinien mit hoher UGTFEApression eine Resistenz gegen Ganetespib vorlag und

dass diese primar Ganetespibsistenten Zelllinien, rdn Ausschalten von UGT1auf die
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Behandlung mit Ganetespib ansprachen. Andererseits wurden Ganetespditive Zellen
durch Hochregulation von UGT1A nicht gegenuber dem Inhibitor resistent. Rouhi et al.
erzeugten durch Inkubation mit steigendenden Doslas Puridbasierten HSPSMhibitors
PUH71 zunachst resistente Zelllinien und suchten in diesen nach neu aufgetretenen
Resistenzmechanismdta86]. Es zeigte sich, dass je nach Zelllinie (A348hgenkarzinom,
MDAMB-231 - Mammakarzinom und SW480 kolorektales Karzinom) verschiedene
Mechanismen eine Rolle spielen kénnen. Dazu gehérten die Hochregulation von HSP9O0 in der
Zelle, eine Punktmutation im HSP9Gen (Y142N) sowie Veranderungen im Transportprotein
MDR1, Uber welches Purine aus der Zelle beférdert werden. Die Entwicklung diese
Resistenzmechanismen koénnte bei Patienten auch bereits durch regelrechte uBdst
Zweitlinientherapie begunstigtrorden sein sodass in der Folge eine spatere Behandlung mit
einem HSPSMhibitor, im Rahmen einer Dirittlinientherapie oder Studie, des isom
vorselektierten Patientenkollektivs eine geringere beziehungsweise kegssbareéwVirkung
mehrerzielen konnte. Schliel3lich untersuchten Rouhi et al. inwiefern die erworbene Resistenz
gegen PEH71 eine Auswirkungauf die Therapie mit anderen HSP@bibitoren haben
konnte. Dabei zeigte sich eine Kreuzresistenz der Marumd der Kolonzelllinie gegen das
GeldanamycifDerivat Tanespimycin. Ganetespib hingegen komi¢eApoptoseunabhangig

von der PLH71-Resistenz induzieren, was unter anderem die Vermgtuulel3, dass
Ganetespib kein Substrat des MDRAnsporterssei. Dieser ist der Studie zufolfi@ die
erworbene Resistenz mitverantwortlich. Mit diesen Ergebnissen wird erneut deutlich, dass
sorgfaltige Diagnostik und Selektion der Patienten fur dieviddalisierte Chemotherapie
erforderlichsind um Resistenzmechanismen, wie beispielsweise durch den Transport Gber

MDR1, mit einem, in diesem Fall speziellen HSR®OItor, zu umgehen.

HGFR korreliertebei Patienten mit Primartumor lediglich mit HSBP9(p=0,01). Dieser
Zusammenhang ist fir die individualisierte Tumortherapie von besonderer Bedeutung wie
bereits die Arbeien von Courtin er al. und/iyajima et al.[187, 188]im Rahmenvon
DoppelhemmungsstudiregegenHGFR und HSP90 gezeigt haben.

Inhibitoren gegen HGFReziehungsweise das SignalmolekMET sind, neben dem bereits
erwdhnten Rilotumumab, die Therapeutika Crizotinib, Tivantinib und Onartuzumab. AulRer
der Studie von van Cutsem et H89], die fur 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 fir diesen Inhibitor nur Studien bei Mag&ankreas und
Lungenkarzinomerj190-194]. Darin sind vor allem fir Magemund Pankreaskarzinome
dosisabhangigé&ffekte auf das Gesamtiuberleben und eine gute Vertraglichkeit HGFR
positiven Tumoren beschrieben.

Ein Grof3teil der Studien zu Tivantinib befasste sich mit hepatozellularen Karzinomen und
Lungenkarzinomen. Pant at. behandelten Tumore des oberen Verdauungstraktes mit einer
Kombinationstherapie aus FOLFOX und Tivantjaf®b]. Es konnte keine signifikante
Verbesserung in Bezug auf das Therapieansmecoder Uberleben erzielt werden.
Kolorektale Karzinome unter Therapie mit Tivantinib wurden lediglich in zwei RHhse
Studien untersuch{196, 197] In dies@a 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 mFOLF&keine Verbesserung des Uberlebens oder
des Therapieansprechen$l198]. Weitere Studien [199-201] mit Schwerpunkt auf
Lungenkarzinome ergaben keine klaren Hinweise auf die Wirksamkeit des Inhibitors.
Therapiestudien mit Crizotinib, ebenfalls ein Hfbitor, fanden sich nahezu
ausschlieflich fur Lungenkarzino2®2, 203] Die Sadien lieRen bei Al-ositiven Tumoren

gutes Therapieansprechen erkennen. Miyajima et al. untersuchten die duale Hemmung mit
Crizotinib und Ganetespib (HSP®@ibitor) beieiner Zelllinie des Magenkarzinoms sowie
vergleichend einer Lungentumorzelllinie vitro und am Xenograftlodell [188]. Es zeigten

sich synegistische Effekte durch die Kombinationstherapie mit verstéarkter Inhibition der
abhangigen Signalwege, signifikant gehemmtem Zellwachstum und vermehrtem Zelltod in der
Zellkultur und eine signifikant verbesserte Wachstumshemmung im Xenddcafell. Zudem
wurde eine Uberraschend starke Abhangigkeit des MEflvitatsgrades von der Interaktion

mit HSP90 nachgewiesen. Auch wenn ein gewichtiger Teil des nachgewiesenen
Antitumoreffekts dem Ganetespib zuzuschreibewar, wurde hier eine weitere
Kombinationstherpie entwickelt, mit der Resistenzmechanismen einzelner Zielmolekule, bei
gleichzeitiger Nutzung synergistischer Effekte, umgangen wekdenten Ahnliches wurde

auch  bereits fur Lungenkarzinome berichtet[187]. De angesprochenen
Resistenzmechanismen basieren sowohl auf priméarer als auch erworbener Resistenz und

erhohen die Komplexitat der Tumortherapie um ein Vielfadeg, 205]
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Als weiterer Wachstumsfaktorrezeptavurde IGF1Rmit einigen anderenn dieser Arleit
untersuchten Wachstumsfaktoren korrelieBei Patienten mit.ebermetastasen war dies fir
EGFR (p=0,01) der FaBezogen auf diePrimartumoren bestanden zudem positive
Korrelationen mit MUCL1 (s.0.) und denS$tatus (p=0,042).

Der IGF1Rnhibitor Dalduzumab wurde in diversen PhaseStudien bei fortgeschrittenen
soliden Tumoren verschiedener Entitaten, aufgefiihrt in der Ubersichtsarbeit von lams et al.
[206] sowie im Rahmen von Kombinationstherapien mit verschiedenen
Chemotherapieregiemen, Inhibitoren und Antikbrpern untersucht. Dazu gehéren sowohl
weitere Phasd Studien, unter anderen von Brana et al. (Dalotuzumab mit dem NOTCH
Inhibitor MK0752) [207] und Di Cosimo et al. (Dalotuzumab mit dem m@Rbitor
Ridaforolimus]208], als auch diérbeitenvon LamhamediCherradiet al. (GF1Rind mTOR
Blockade beim Ewing Sarkoja)9], Moran et & (Dalotuzumab plus Erlotinib bei NSORC)]

und Huang et alimit Premetrexed und Cisplatin beim NSQ[21)1]. Die Publikationen von
Sclafani et al[212, 213]beziehen sich hingegen nur auf das metastasierte kolorektale
Karzinom. Allen Studien gemeinsaist die Erkenntnis dass Dalotzuzumab eine gute
Vertraglichkeit mit einer relativ geringen Nebenwirkungsrate zeigt.
WahrendLamhamediCherradiet al. beim Ewing Sarkom von synergistischen Effekten durch
die Komhmnationgherapie flir das Outcome berichteten, zeigten Moran und Huang beim
Lungenkarzinom keine Verbesserung durch die Hinzunahme von Dalotuzumab. Limitierend
kam hinzy dass LamhamediCheradi et al. hauptsachlich Zelllinien und Xenografts
untersuchten, wahrend die beiden anderen Studien zwar Patienten behandelten, diese aber
mit 75, respektive 26 Patientenrelativ kleine Kollektive aufwiesen. Durch die
unterschiedlichen Tumorentitdten undlie verschiedenen Therapiestrategien bleibt die
Vergleichbarkeit zwischen diesen Studien sehr eingeschrankt. Sclafani et al. untersuchte in
zwei Arbeiten, unterteilt nach dem KRMBtationsstatus [212, 213] die Gabe von
Dalotuzumab in Kombination mit Cetuximab und Irinotecan im Vergleich zur Standapither

mit Cetuximab und Irinotecan beim therapierefraktaren metastasierten Kolonkarzinom. In
dem nicht weiter selektierten Patientenkollektiv, welches Progress unterlinastherapy
zeigte, kam es durch die Hinzunahme von Dalotuzumab zu keiner Verbegsdesn
Outcomes. Obwohl dig&GF1REXpression nicht mit einem verbesserten Ansprechen auf die
Inhibition korrelierte, empdhlen die Autoren aufgrund des kleinen Patientenkollektivs, des

Studiendesigns sowie der unvollstdndigen RASlyse die AMIGF1RThelapie an
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selektierten Patientenkollektiven mit ausgewahltem Biomarkerprofil fortzufihren. Dies
ahnelt dem Vorschlag von Huang et al., Responder mittels pradiktiver Biomarker zu
identifizieren und diese einer selektiven Therapie zuzufulidd]. In ihrer Betrachtung der
Anti-IGF1RTherapie betonen Qu et al., unter anderem bezugnehmend auf die Arbeit von
Sclafani et al., jedoch deutlich, dass Dalotuzumabere nachteiligen Effekt auf das
Gesamtiuberleben zu haben sche[B6]. Auch diese Einschatzumgg aufgrund der kleinen
Anzahl an Studien, beziehungsweise Patienten, in weiteren Untersuchungen zu [igen.
Wirksamkeit de$GF1Rnhibitors Dalotuzumalbleibt somitungeklart.

Zu den weiteren relevanteftGF1Rnhibitoren fur das kolorektale Karzinom zahleinsitinib

und Ganitumab. Wahrend flr Linsitinib nur zwei PhiEStudien beim kolorektalen Karzinom
vorlagen [214, 215] wurde Ganitumaly ahnlich wie Dalotuzumab, kritisch bezuglich der
Wirksamkeit und des Nutzens diskutiert. Die Kombinationstherapie von Ganitumab mit
Conatumumab bei Gm et al.[216] und bei Taberno et al217] sowie mit Panitumumab bei

van Cutsem et a[189] zeigte in keiner der Studien eine Verbesserung des Uberlebens im
Vergleich zur Placeb@ruppe. Berechtigte Kritikpunktevaren auch hier die fehlende
Selektion nach Biomarkerprofil und die kleinen Patientenzahlen. Besomaewdhnenswert
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 ¥arbesserung des Uberlebens zu
fuhren.

Far Linsitinib liegt der Fokus der aktuellen Forschung auf Bronchialkarzin@i8&a21]. Hier

sind unter anderem Therapiestudien in Arbeit, Hidotinib mit Linsitinib kombinieren. In ihrer
Dosisfindungsstudie beim kolorektalen Karzinom sahen Bendell et al. bei insgesamt n=18
eingeschlossenen Patienten kein Ansprechen auf die Thej2lig Putzanov et al. haben in
ihrer Phasd Studie hingegen solide Tumoren mit einem Ankeillorektaler Karzinome von
45% (47 von 95 Patienten) untersug¢Bi4]. In dieser Arbeit wurde, im Gegensatz zu einem
Grol3teil der verfligbaren Therapiestudien, von einer messbharen Antitumoraktivitat berichtet.
Weitere Studien, welche die AAGF1RTherapie bei kolorektalen Karzinomen und soliden
Tumoren allgemein untersuchen, sind unt@linicalTrials.gov registriert, aber bisher nicht
abgeschlossen undiherohne publiziertes Ergebnj222-225].

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

fehlenden Wirksamkeit detGF1Rnhibitoren liegt moglicherweise eine Resistenzentwicklung
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zugrunde. Zu diesem Ergebnis komnZdyang et alin einer Studie an Zelllinien und Xenograft
Modellen[226]. Demnach sensibilisieren hohe Expressionslevel des Tumorsuppressors Pcdc4
(Programmed cell death )4die Tumorzellen gegeniuber dedGF1Rnihibitor OSO06
(Linsitinib) unter anderem durch Inhibition der Proteinkinase p70S6K1. Wird p70S6K1
dagegen vermehrt phosphoryliert, beispielsweise durch geringe P&kiivitat, entwickeln

die Tumorzellen eine Resistenz gegenuberl@ilRnhibitoren. Zhang et al. konnten zeigen,
dass die gleichzeitige Inhibition voaGF1Rund p70S6K1 mit Linsitinib beziehungswerse
4708671 einem p70S6Khibitor, sowohl das Wachstum von Linsitksiénsiblen als auch

von Linsitinibresistenten Zellen hemmte.

In der Zusammenschau zeigen die akireDaten ein eher pessimistisches Ergebnis der Anti
IGF1RTherapie bei malignen Tumoren. Allerdings ist es zu friih, um auszuschlie3en, dass ein
guter Antitumoreffekt in einem ausreichend selektierten Patientenkollektiv und in einer
wirkungsvollen Kombirteon mit anderen Therapeutika, wie zum Beispiel durch Inhibition der
resistenzinduzierenden Proteinkinase p70S6ktreicht werden kann. Weitere noch

laufenden Studiefi222-225]werden dazu moglicherweise beitragen.

4.3.2 Doppelmarker

Der Nutzeneiner Therapiestrategie die multiple Biomarker bertcksichtigie sie in dieser
Arbeit erprobt wurde, ist bisher (Stand Mai 2019)nur von Hara et al. fir das
Osophaguskarzinonf170] publiziert worden. Viele der imvorangegangenen Abschnitt
diskutierten wissenschaftlichen Arbeitegehen genau desen Weg der gleichzeitigen
Modulationoder Hemmung mehrereZielnolekileum synegistische Effekte zerzielen Die
zugrundeliegenden Zusammenhanged Abhangigkeitewerden dabei aber nur selten in ein
grol3eres Gesamtkonzept eingebetteEinesolche Analyse unter Berticksichtigung mehrerer
therapietbarer Zielmolekile beim kolorektalen Karzinomund deren Abhangigkesh
untereinanderwurdein dieser Form noch nicht publiziert.

Eine spannendeErkenntnis welche die Doppelmarker ermoéglichenst die durch
Zusammenfassungweier BiomarkerentstehendeVerstarkung des Sigikénzniveaustrotz
fehlender Signifikanz von mindestens einem der beteiligten Faktoren. Dieser Effekt war
hauptséachlich bei den Primartumoren zu sehBabei ergab sich iden meistenFallen nicht

einfach der rechnerische Mittelwert eines signifikanterdw@ines nicht signifikanten®ertes
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((p=0,001 + p=0,092 = 0,045), sondern haufig ein hoheres oder zumindest gleichbleibendes
Signifikanzniveaysiehe Tabelle47). In der Pharmakologie werden synergistische Effekte
beispielsweise mit dem Interaktionsindex berechii227]. Ein mathematisches Modell fur
den Effekt einer Doppelhemmungsstrategie in der Tumortherapie ist nach aktuellem

Kenntnisstand noch nicht erprobt.

4.4 Therapeutische Konsequemad Ausblick

Legt man die oben zusammengefassten u8ien zugrunde, zeigen sich vielfaltige und
vielversprechende Therapieansatze wkdnzeptefir daskolorektaleKarzinom Gleichzeitig
treten mit neuen Erkenntnissemindestens ebenso viele neue Probleme und Ruckschlage zu
Tage, die das Ziel einer effektiven individualisierten Tumortherapie in etaericken
lassen Es ist also weiterhibreitgefacherte Forschungsarbeit erforderlich, dwasungen fur
entstehende Robleme zu finderund neue Erkenntnissim die aktuellen Therapiekonzepte zu
integrieren.

Die vorliegende Arbegollmit der Biomarkeranalysan einem kleinen Patientenkollektiv dazu
beitragen. Hervorzuheben ist derim Vergleib zu anderen Studien, dewuth l&hgere
Nachsorgezeitraum und didamit verbundeneErkenntnis, dasvor allem Patienten mit
Lebermetastasen von einer schnellen und radikalen Tumortherapie profitieren koribézn.
durchgehend starke Einfluss der Biomarker MUC1 und HSP90 sowohl be@ntimor als
auch bei den Lebermetastasen mada in ihrer gleichzeitigenFunktionals prognostische
Marker und Zielmolekullefir die Tumortherapie zu wichtigen Faktoren fir weitere
Forschungsrojekte. Dabei liegtder aktuelle Fokus fir MUC1 unter anderem auf der
Vakzinierung[228, 229] Der Mangel an wirkungsvollen Inhibitoren gegen CD44v6 lasst
ebenfalls noch viel Raum fir neue Therapieoptior®sfern die Entwicklung weiterer
Therapeutikagelingt Andererseits gibt es Erkenntnissech denen die Herunterregulation
(=downregulation) von CD44wéne schlechtere Prognose bedeuf@48-150], womit eine
Inhibition nicht zielfihrend ware. iB Inhibitoren gegen dieWachstumsfaktorrezeptoren
schenen hingegen ehegeringere,hauptséachth synergistischeeffekie in Kombinatiormit

anderen entsprechend wirkungsvollen Therapeutika haben.
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Neben der Entwicklung neuer Therapeutika bleibt Arbeit an denResistenzmechanismen

ein wichtiges Thema. Nur wenn die Entstehung uhe Mechanisnen der Resisteren
verstanden verden, kann ein wirkungsvoller Einsatz der Chemotherapeutika und Inhibitoren
erfolgen.Dabei sollte nicht vergessen werden, dass die Toxizitéat einzelner Chemotherapeutika
ebenfalls eine Rolle spielt. In manchen Fallen siedTdixizitdt 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 erhohamd die Therapieadharenz noch weiter
reduzieren. Eine andere Mdglichkeit wadgss sich durch bessere Wirksamkeit im Rahmen
synergistischer Effekte eineReduktion der Dosis einzelner Medikamente des
Therapieschemaserreichen lasst. Bisher gibt es zu diesm Themenkomplex keine
verwertbaren Studien.

Moglicherweise kann die Bildung von Subgruppen als Vorstufe einer individualisierten
Tumortherapie die Entwicklung weiter vartaeiben. Eine solché&nterteilung findetbereits

in vielenStudienstatt, wenn beispielsweisKRA§positive odergnegative Patientenkollektive
untersucht werden. Die Relevanz von Subgruppen zeigt sibkispielsweise im
unterschiedlichen Therapieaprechen verschiedenéRASMutationen auf Cetuximalp36].

Eine interessante Subgruppe aus dearliegendenKollektiv der Lebermetastasen kénnten

die MUC1/HSP3positiven Patienten sein. Sie ist mit einem Anteil von &8 (n=3)am
Kollektiv relativ klein, sodass die Erkenntnisse dieser Gruppé¢ olicte weiteres auf das
Gesamtkollektiv ibertragen werden konnen. Allerdings zeigt sich hier ein besosateverer
Verlauf mit einemittleren postoperativen Uberlebensdauer von 12 bis 13 Monaten. Damit
sind die drei Patienten dieser Subgruppe unter deshn Prozentder Patientenmit dem
kurzesten Uberleben im KollektiEine effektivere Therapiehitte hier also eine besondere
Dringlichkeif zumal bereitentsprechendelTherapeutika vorhanden sinéGenerell kann die
Identifizierungvon Subgruppen mit einemnohen medizinischen Bedarf, also mit besonders
schwerenErkrankungserlaufen eine Mdglichkeit sein, die weitere Entwicklung sinnvoll zu
steuern.

Es bleibt abzuwarten, ob sich, trotz der zunehmenden KomplexitatEdievicklungeiner
effektiven individualisierten und damit biomarkerabhangigen Tumortherapie letzthth

erfolgreich erweisen wird.
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5 Anhang

5.1 Tabellen zur Tumorklassifikation

6. Edition | 7. Edition -
Definition
(2002) (2010)
Tis Tis Carcinoma in situ
T T Invasion in disSubmukosa
T2 T2 Invasion in die Muscularis propria
T3 T3 Invasion in die Subserosa, nicht peritonealisiertes Gewebg
T Taa Invasion in das viszerale Peritoneum
¢ Tap Invasion in andere Organe/Strukturen
No No Keine regionaren Lymphknoten
N1a 1Lk
N1
Nib 2-3 Lk
Satelliten im Fettgewebe der Subserosa oder im perikolisc
N/A Nlc
Fettgewebe
N2a 4-6 Lk
N2
Na2p >6 Lk
Mo Mo Keine Fernmetastasen
M M1a Fernmetastasen in einem Organ
. M1b Fernmetastasen in mehr als einem Organ odePenitoneum

Tabelle50: Vergleich der TNMlassifikation nach UICC in der 6ten und 7ten Edition
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UICGStadien nach

UICGStadien nach

der 6. Edition (2002)| der 7. Edition (2010)| | oraaium | N-Stadium | M-Stadium

0 0 Tis No Mo
I I T, T2 No Mo
lla lla T3 No Mo
b b Taa No Mo
lic Tap No Mo
la la T, T2 N1 Mo
lllc T1 N2a Mo
b b T3, Taa N1 Mo
T2, T3 N2a Mo
T, T2 N2b Mo
lllc Illc Taa N2a Mo
T3, Taa N2b Mo
Tap N1, N2 Mo

v IVa Jedes T Jedes N Mia
IVb Jedes T Jedes N M1b

Tabelle51: Vergleich der Stadiengruppierung nach UICC in der 6ten und 7ten Edition
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5.3 Volistandige tabellarische Auflistung darrelationen (Test nach Fisher)

5.3.1 TabellenPrimartumoreEinzelmarker milin.-path. Faktoren

CD44v6: Percent Intensity
Fector Groups n X pn >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) X cy D 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) X noT 17 31 1.0 17 31 0.663
>4.7cm 14 27 17 24
Histological typ 89 89
Adenocarcinom| 28 48 0.53 30 46 0.759
Adenomucinous carcinon 3 10 4 9
Grading 89 89
Gi12 25 32 0.021 24 33 0.368
G34 6 26 10 22
Tumor status 89 89
pT12 6 10 0.781 6 10 1.0
pT34 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
cMO 28 47 0.363 29 46 1.0
cM1 3 11 5 9
Cancer stage 89 89
(uicec) -1l 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 invasior 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
R12 1 3 1 3
RecurrenceProgress 89 89
No 25 46 1.0 26 45 0.593
Yes 6 12 8 10
CEAveforesurgery 86 86
< 3.4 ng/ml 11 32 0.25 15 28 0.824
> 3.4 ng/ml 17 26 17 26

Tabelle52: Primartumor, CD44véKorrelationen mit kliniscpathologischen Faktoren
*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1 Percent Intensity
Fector 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) X cy D 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) X nor 33 15 0.378 39 9 1.0
>4.7cm 24 17 34 7
Histological typ 89 89
Adenocarcinom| 51 25 0.211 65 11 0.053
Adenomucinous carcinon 6 7 8 5
Grading 89 89
GL2 38 19 0.5 50 7 0.085
G34 19 13 23 9
Tumor status 89 89
pT12 12 4 0.396 14 2 0.726
pT34 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
cMO 50 25 0.243 65 10 0.017
cM1 7 7 8 6
Cancer stage 89 89
(UIcC) I-11 39 14 0.027 47 6 0.055
n-1v 18 18 26 10
Lym_phanglOSlS 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 invasior 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
R12 3 1 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 46 25 0.789 60 11 0.301
Yes 11 7 13 5
CEAvefore surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 31 12 0.118 39 4 0.05
> 3.4 ng/ml 23 20 31 12

Tabelle53: Primartumor, MUC1: Korrelationen mit klinigeathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmiadectum (> 10cm ab ano)
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HSP90 Percent Intensity
Factor Groups n X pJs >50% p n 01 2-3 p
Sex 89 89
male 36 14 0.466 43 7 0.771
female 31 8 32 7
Age 89 89
(mean) X cy P 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) X nor 37 11 0.806 41 7 0.778
> 4.7 cm 30 11 34 7
Histological typ 89 89
Adenocarcinom| 58 18 0.728 62 14 0.208
Adenomucinous carcinon| 9 4 13 0
Grading 89 89
G112 46 11 0.131 50 7 0.243
G34 21 11 25 7
Tumor status 89 89
pT12 11 5 0.53 15 1 0.45
pT34 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
cM1 10 4 11 3
Cancer stage 89 89
(UIcC) 111 39 14 0.803 a7 6 0.236
-V 28 8 28 8
Lym!ohang|03|s 55 55
carcinmoatosa
Absent 31 6 0.177 35 2 0.082
Present 12 6 14 4
Vein invasion 55 55
Absent 42 7 0.066 45 4 0.452
Present 3 3 5 1
Perineural invasior 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
R12 3 1 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 55 16 0.368 60 11 1.0
Yes 12 6 15 3
CEAvefore surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 31 12 0.805 36 7 1.0
> 3.4 ng/ml 33 10 37 6

Tabelleb4: Primartumor, HSP90: Korrelationen mit klinipetthologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR Percent Intensity
Factor Groups n > yJ >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) X cy P 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) K noT 15 33 0.145 38 10 0.243
>4.7cm 7 34 37 4
Histological typ 89 89
Adenocarcinom| 19 57 1.0 63 13 0.683
Adenomucinous carcinon| 3 10 12 1
Grading 89 89
Gi12 14 43 1.0 50 7 0.243
G34 8 24 25 7
Tumor status 89 89
pTL2 4 12 1.0 13 3 0.711
pT34 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
cMO 19 56 1.0 65 10 0.223
cM1 3 11 10 4
Cancer stage 89 89
(UICC) -1l 14 39 0.803 46 7 0.555
-V 8 28 29 7
Lym_phanglOSlS 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 invasior 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
R12 2 2 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 19 52 0.543 62 9 0.147
Yes 3 15 13 5
CEAvefore surgery 86 86
< 3.4 ng/ml 11 32 1.0 36 7 1.0
> 3.4 ng/ml 10 33 37 6

Tabelle55: Primartumor, HGFR: Korrelationen mit klinipetthologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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IGF1R Percent Intensity
Factor Groups n X yJs >80% p n 01 2-3 p
Sex 89 89
male 17 33 0.279 11 39 0.622
female 18 21 11 28
Age 89 89
(mean) X cy D 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) X nor 18 30 0.828 9 39 0.218
>4.7cm 17 24 13 28
Histological typ 89 89
Adenocarcinom| 27 49 0.122 15 61 0.015
Adenomucinous carcinon| 8 5 7 6
Grading 89 89
Gi12 22 35 1.0 11 46 0.131
G34 13 19 11 21
Tumor status 89 89
pT12 6 10 1.0 4 12 1.0
pT34 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
cM1 4 10 2 12
Cancer stage 89 89
(UICC) I-11 21 32 1.0 16 37 0.211
-V 14 22 6 30
Lymphang|03|s 55 55
carcinmoatosa
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 invasior 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
R12 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

Tabelles6: Primartumor, IGF1R: Korrelationen mit klinipetihologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmigdectum (> 10cm ab ano)
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rpSeKinase: Percent Intensity
Fector 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) X cy P 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) K noT 25 23 0.831 39 9 0.448
>4.7cm 23 18 30 11
Histological typ 89 89
Adenocarcinomg 41 35 1.0 60 16 0.478
Adenomucinous carcinoma 7 6 9 4
Grading 89 89
Gi12 29 28 0.510 44 13 1.0
G34 19 13 25 7
Tumor status 89 89
pTL2 11 5 0.269 12 4 0.75
pT34 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
cMO 41 34 0.778 58 17 1.0
cM1 7 7 11 3
Cancer stage 89 89
(UIcC) -1l 30 23 0.665 41 12 1.0
H-1v 18 18 28 8
Lym_phanglOSlS 55 55
carcinmoatosa
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 invasior 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
R12 0 4 3 1
Recurrence/Progress 89 89
No 41 30 0.19 56 15 0.54
Yes 7 11 13 5
CEA préaoperativ 86 86
< 3.4 ng/ml 22 21 1.0 30 13 0.201
> 3.4 ng/ml 23 20 36 7

Tabelle57: Primartumor,rpS6K Korrelationen mit klinisepathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colbeft = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.2 TabellenPrimartumore Einzelmarker mit tumorbiologisen Faktoren

CD44v6.
Percent Intensity
Factor ni| Goups X pr >50% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 89
X pr entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
MUC1 89
0% 21 36 01 29 44
X M 10 22 0.649 2-3 5 11 0.583
HGFR 89
X y 7 15 0-2 29 46
> 80% 24 43 0.801 3 5 9 1.0
IGF1R 89
X oy 11 24 0-1 9 13
> 80% 20 34 0.653 2-3 25 42 0.804
EGFR 89
X pr 18 23 0-1 27 28
> 50% 13 35 0.12 2-3 7 27 0.008
KI67LI 89
(Labelingndex) X o 16 18 X o 15 19
>30% 15 40 0.069 1 S3006 19 36 0.38
HSP90 89
X pr 27 40 0-1 28 47
> 50% 4 18 0.073 2-3 6 8 0.768
rpSéKinase 89
0% 17 31 01 26 43
X o M 14 27 1.0 2-3 8 12 1.0
CD45 89
on connective tissue 1-2 17 34 1-2 21 30
3 14 24 0.823 3 13 25 0.519
HLADR 89
0% 14 26 01 17 28
X M: 17 32 1.0 2-3 17 27 1.0
BRAF 89
Wt 29 50 Wt 31 48
Mut 5 8 0.484 Mut 3 7 0.736
KRAS 89
Wit 21 37 Wt 22 36
Mut 10 21 0.817 Mut 12 19 1.0

Tabelle58: Primartumor, CD44véKorrelationen mit tumorbiologischen Faktorel
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Percent Intensity
Factor n | Groups 0% > 1% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 89
X pr 21 10 0-1 29 5
0.649 0.583
> 50% 36 22 2-3 44 11
MUC1 89
0% entfallt 0-1 entfallt
Ko M 2-3
HGFR 89
3 13 9 0-2 62 13
Koyn 0.615 0.711
> 80% 44 23 3 11 3
IGF1R 89
J¥ 17 18 0-1 17 5
Koy 0.023 0.53
> 80% 40 14 2-3 56 11
EGFR 89
J¥ 28 13 0-1 45 10
Kop 0.51 1.0
> 50% 29 19 2-3 28 6
KI67LI 89
Labeling index o J¥ 19 15 o J¥ 28 6
( g ) x 0.258 x 1.0
> 30% 38 17 > 30% 45 10
HSP90 89
J¥ 43 24 0-1 61 14
Ko 1.0 1.0
> 50% 14 8 2-3 12 2
rpS6Kinase 89
0% 29 19 0-1 55 14
. 0.51 0.508
X oOM: 28 13 2-3 18 2
CD45 89
on connective tissue 1-2 32 19 1-2 42 9
0.826 1.0
3 25 13 3 31 7
HLADR 89
0% 28 12 0-1 39 6
) 0.375 0.281
X o M: 29 20 2-3 34 10
BRAF 89
Wit 52 27 Wit 65 14
0.485 1.0
Mut 5 5 Mut 8 2
KRAS 89
Wit 38 20 Wit 49 9
0.817 0.404
Mut 19 12 Mut 24 7

Tabelle59: Primartumor, MUC1
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Percent Intensity
Factor n| Groups X pr >50% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 89
T¥ 27 4 0-1 28 6
P 0.073 0.768
> 50% 40 18 2-3 47 8
MUC1 89
0% 43 14 0-1 61 12
) 1.0 1.0
X M 24 8 2-3 14 2
HGFR 89
J¥ 21 1 0-2 64 11
IR 0.01 0.689
> 80% 46 21 3 11 3
IGF1R 89
¥ 27 8 01 18 4
Ky 0.806 0.741
> 80% 40 14 2-3 57 10
EGFR 89
X pr 33 8 01 45 10
0.333 0.554
>50% 34 14 2-3 30 4
KI67LI 89
Labeling index o J¥ 27 7 o J¥ 32 2
( g ) X 0.615 x 0.07
> 30% 40 15 > 30% 43 12
HSP90 89
XK pr entfallt 0-1 entfallt
> 50% 2-3
rpS6Kinase 89
0% 35 13 0-1 59 10
) 0.629 0.508
X M 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 5
HLADR 89
0% 30 10 01 37 8
) 1.0 0.772
X M 37 12 2-3 38 6
BRAF 89
Wit 62 17 Wit 67 12
0.112 0.654
Mut 5 5 Mut 8 2
KRAS 89
Wit 42 16 Wit 49 9
0.449 1.0
Mut 25 6 Mut 26 5

Tabelle60: Primartumor, HSP90: Korrelationen mit tumorbiologischen Fakto
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Percent Intensity
Factor n | Groups X yr >80% p Groups 0-2 3 p
CD44v6 89
¥ 7 24 0-1 29 5
P 0.801 1.0
> 50% 15 43 2-3 46 9
MUC1 89
0% 13 44 0-1 62 11
N 0.615 0.711
X M 9 23 2-3 13 3
HGFR 89
X yr entfallt 0-2 entfallt
> 80% 3
IGF1R 89
¥ 9 26 0-1 18 4
Ky 1.0 0.741
> 80% 13 41 2-3 57 10
EGFR 89
X pr 12 29 0-1 47 8
0.461 0.768
> 50% 10 38 2-3 28 6
KIG67LI 89
Labeling index o J¥ 8 26 o J¥ 28 6
( g ) X 1.0 X 0.768
> 30% 14 41 > 30% 47 8
HSP90 89
¥ 21 46 0-1 64 11
AP 0.01 0.689
>50% 1 21 2-3 11 3
rpS6Kinase 89
0% 15 33 01 56 13
. 0.145 0.177
XM 7 34 2-3 19 1
CD45 89
on connective tissue 1-2 13 38 1-2 43 8
1.0 1.0
3 9 29 3 32 6
HLADR 89
0% 12 28 0-1 39 6
. 0.331 0.573
X M 10 39 2-3 36 8
BRAF 89
Wit 20 59 Wt 69 10
1.0 0.047
Mut 2 8 Mut 6 4
KRAS 89
Wit 17 41 Wit 46 12
0.205 0.125
Mut 5 26 Mut 29 2

Tabelle61: Primartumor, HGFR: Korrelationen mit tumorbiologischen Fakto
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Percent Intesity
Factor n | Groups X yr >80% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 89
X pr 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
N 0.023 0.53
X M 18 14 2-3 5 11
HGFR 89
¥ 9 13 0-2 18 57
Koy 1.0 0.741
> 80% 26 41 3 4 10
IGF1R 89
X yr entfallt 0-1 entfallt
> 80% 2-3
EGFR 89
HE0% 17 24 0-1 13 42
0.828 0.804
>50% 18 30 2-3 9 25
KI67LI 89
Labeling index o J¥ 12 22 o J¥ 10 24
( g ) X 0.656 X 0.456
> 30% 23 32 > 30% 12 43
HSP90 89
X pr 27 40 01 18 57
0.806 0.741
> 50% 8 14 2-3 4 10
rpS6Kinase 89
0% 21 27 0-1 15 54
. 0.391 0.248
oM 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
X Mz 20 29 2-3 11 33
BRAF 89
Wit 30 49 Wit 18 61
0.506 0.255
Mut 5 5 Mut 4 6
KRAS 89
Wit 18 40 Wit 16 42
0.04 0.449
Mut 17 14 Mut 6 25

Tabelle62: Primartumor, IGF1R: Korrelationen mit tumorbiologischen Fakto
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rpSeKinase:

Percent Intensity
Factor n | Groups 0% %1% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 89
X pr 17 14 0-1 26 8
>50% 31 27 1.0 2-3 43 12 1.0
MUC1 89
0% 29 28 01 55 18
X o M 19 13 0.51 2-3 14 2 0.508
HGFR 89
X yr 15 7 0-2 56 19
> 80% 33 34 0.145 3 13 1 0.177
IGF1R 89
X yr 21 14 01 15 7
> 80% 27 27 0.391 2-3 54 13 0.248
EGFR 89
X pr 28 13 0-1 45 10
>50% 20 28 0.019 2-3 24 10 0.296
KI67LI 89
(Labeling index) X on 19 15 X o 26 8
> 30% 29 26 0.829 > 30% 43 12 1.0
HSP90 89
X pr 35 32 0-1 59 16
>50% 13 9 0.629 2-3 10 4 0.508
rpSéKinase 89
0% entfallt 0-1 entfallt
X OM: 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
X M 28 21 0.528 2-3 34 10 1.0
BRAF 89
Wit 42 37 Wt 60 19
Mut 6 4 0.748 Mut 9 1 0.446
KRAS 89
Wit 34 24 Wit 50 8
Mut 14 17 0.268 Mut 19 12 0.015

Tabelle63: Primartumor, rpS6K: Korrelationen mit tumorbiologischen Faktot

142



5.3.3 TabellenLebermetastaserkinzelmarker milin-path. Faktoren

CD44ve6:.
Percent Intensity
Factor Groups n X pJ >50% p n 01 2-3 p
Sex 59 59
male 16 21 0.288 16 21 0.785
female 13 9 8 14
Age 59 59
(mean) X cHO 13 12 0.795 11 14 0.79
> 62.6 16 18 13 21
Number ofLM 56 56
1 9 9 1.0 9 9 0.394
>1 19 19 14 21
Tumor size 56 56
(mean) X oddo 22 13 0.026 15 20 0.785
>3.93cm 6 15 8 13
Lo_callzc_atlon 53 53
Primarius*
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
RecurrencéProgress 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
Adenocarcinom 27 25 0.67 22 30 0.386
Mucinous adenocarcinon 2 4 1 5
Residual 59 59
RO 25 22 0.333 19 28 1.0
R12 4 8 5 7
CEAbefore surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 5 8 0.532 5 8 1.0
> 3.4 ng/ml 22 21 18 25

Tabelle64: Lebermetastasen, CB¥6: Korrelationen miklinischpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesallon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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Percent Intensity
Factor Groups n negative positive p n 0-1 2-3 p
Sex 59 59
male 27 10 0.537 35 2 0.351
female 18 4 19 3
Age 59 59
(mean) X CHO® 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 1.0
>1 27 11 35 3
Tumor size 56 56
(mean) X o ddo 28 7 0.343 33 2 0.352
>3.93cm 14 7 18 3
Logahzguon 53 53
Primarius*
Right 14 2 0.471 15 1 1.0
Left 28 9 34 3
Neoadjuvant 59 59
chemotherapy No 5 4 0.195 8 1 0.577
Yes 40 10 46 4
Extrahepatic 59 59
metastasis No 27 8 1.0 32 3 1.0
Yes 18 6 22 2
Recurrence/Progres 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 1
Histological type 58 58
Adenocarcinom 39 13 1.0 48 4 0.433
Mucinous adenocarcinon 5 1 5 1
Residual 59 59
RO 37 10 0.453 44 3 0.266
R12 8 4 10 2
CEAefore surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0 12 1 1.0
> 3.4 ng/ml 32 11 39 4

Tabelle65: Lebermetastasen, MUCL1: Korrelationen kfittischpathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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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) X CHO 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) X oddo 24 11 1.0 29 6 0.73
>3.93cm 15 6 16 5
Logahzgtlon 53 53
Primarius*
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 0.536
Yes 12 12 17
Recurrence/Progres 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
Adenocarcinom 38 14 0.068 42 10 0.119
Mucinous adenocarcinom 2 4 3 3
Residual 59 59
RO 34 13 0.174 37 10 0.453
R12 6 6 8 4
CEAbefore surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 9 4 1.0 9 4 0.717
> 3.4 ng/ml 29 14 33 10

Tabelle66: Lebermetastasen, HSP90: Korrelationen mit klingsthologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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Percent Intensity
Factor Groups n X yJ >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) X CHODJ 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) X oddgo 8 27 0.752 26 9 0.503
>3.93cm 6 15 18 3
Logahzgtlon 53 53
Primarius*
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/Progres 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
Adenocarcinom| 13 39 1.0 41 11 1.0
Mucinous adenocarcinon 1 5 5 1
Residual 59 59
RO 11 36 0.479 37 10 1.0
R12 4 8 10 2
CEAbeforesurgery 56 56
< 3.4 ng/ml 2 11 0.711 11 2 1.0
> 3.4 ng/ml 10 33 34 9

Tabelle67: Lebermetastasen, HGFR: Korrelationen mit kliqisthologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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Percent Intensity
Factor Groups n X yJs >80% p n 01 2-3 P
Sex 59 59
male 8 29 0.754 5 32 1.0
female 6 16 3 19
Age 59 59
(mean) X CHO® 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) X oddo 5 30 0.298 3 32 0.406
>3.93cm 6 15 4 17
Logahzguon 53 53
Primarius*
Right 3 13 0.51 2 14 1.0
Left 11 26 6 31
Neoadjuvant 29 59
chemotherapy No 2 7 1.0 8 1.0
Yes 12 38 43
Extrahepatic 59 59
metastasis No 9 26 0.762 6 29 0.453
Yes 5 19 2 22
Recurrence/Progres 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
Adenocarcinom 13 39 0.32 7 45 1.0
Mucinous adenocarcinon 0 6 0 6
Residual 59 59
RO 10 37 0.453 5 42 0.34
R12 4 8 3 9
CEAvefore surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 2 11 0.48 0 13 0.177
> 3.4 ng/ml 12 31 8 35

Tabelle68: Lebermetastasen, IGF1R: Korrelationen mit kliaisthologischen Faktoren.

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

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) X CH®D 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) X oddo 13 22 0.78 19 16 0.412
>3.93cm 9 12 14 7
Logahzguon 53 53
Primarius*
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/Progres 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
Adenocarcinom 22 30 0.386 31 21 0.684
Mucinous adenocarcinorn 1 5 3 3
Residual 59 59
RO 17 30 0.51 27 20 0.745
R12 6 6 8 4
CEAbefore surgery 56 56
< 3.4 ng/ml 4 9 0.747 6 7 0.524
> 3.4 ng/ml 17 26 26 17

Tabelle69: Lebermetastasen, rpS6K: Korrelationen mit klingahologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesallon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.4 TabellenLebermetastaserkinzelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6.
Percent Intensity
Factor n | Groups X prsr >50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
X pr entfallt 0-1 entfallt
> 50% 2-3
MUC1 59
0% 26 19 01 24 30
KM 3 11 0.03 23 0 5 0.073
HGFR 59
X ynm 10 5 0-2 20 27
> 80% 19 25 0.143 3 4 8 0.745
IGF1R 59
X yrw 7 7 0-1 4 4
> 80% 22 23 1.0 2-3 20 31 0.704
EGFR 59
X pr 12 11 0-1 16 18
>50% 17 19 0.792 2-3 8 17 0.291
KI67LI 59
(Labeling index) X o 13 7 X o 10 10
> 30% 16 23 0.103 > 30% 14 25 0.402
HSP90 59
X pr 23 17 0-1 19 26
>50% 6 13 0.095 2-3 5 9 0.762
rpSéKinase 59
0% 9 14 01 12 23
X M 20 16 0.288 2-3 12 12 0.285
CD45 59
on connective tissue 1-2 21 24 1-2 22 23
3 8 6 0.552 3 5 12 0.029
HLADR 59
0% 20 21 01 17 27
X M3Z 9 9 10 23 7 8 0762
BRAF 58
Wit 28 29 Wit 23 34
Mut 0 1 1.0 Mut 0 1 1.0
KRAS 58
Wit 16 21 Wit 12 25
Mut 12 9 0.414 Mut 11 10 0.168

Tabelle70: Lebermetastasen, CD44v6: Korrelationentoritorbiologischen Faktoren
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Percent Intensity
Factor n | Groups 0% %1% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 59
T¥ 26 3 0-1 24 0
P 0.03 0.073
> 50% 19 11 2-3 30 5
MUC1 59
0% entfallt 0-1 entfallt
XM 2-3
HGFR 59
J¥ 15 0 0-2 43 4
IR 0.013 1.0
> 80% 30 14 3 11 1
IGF1R 59
J¥ 12 2 0-1 6 2
Ky 0.482 0.131
> 80% 33 12 2-3 48 3
EGFR 59
T¥ 19 4 0-1 31 3
Kop 0.532 1.0
>50% 26 10 2-3 23 2
KI67LI 59
Labeling index o J¥ 17 3 o J¥ 18 2
( g ) X 0.342 x 1.0
> 30% 28 11 > 30% 36 3
HSP90 59
J¥ 29 11 01 42 3
P 0.514 0.583
> 50% 16 3 2-3 12 2
rpS6Kinase 59
0% 14 9 0-1 31 4
) 0.033 0.639
XooOM: 31 5 2-3 23 1
CD45 59
on connective tissue 1-2 33 12 1-2 41 4
0.482 1.0
3 12 2 3 13 1
HLADR 59
0% 35 6 01 41 3
) 0.021 0.593
X M 10 8 23 13 2
BRAF 58
Wit 44 13 Wit 53 4
0.241 0.086
Mut 0 1 Mut 0 1
KRAS 58
Wit 31 6 Wt 34 3
0.108 1.0
Mut 13 8 Mut 19 2

Tabelle71: Lebermetastasen, MUC1
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Percent Intensity
Factor n | Groups X0% >50% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
X pnr 23 6 0-1 19 5
>50% 17 13 0.095 2-3 26 9 0.762
MUC1 59
0% 29 16 01 42 12
% M 11 3 0.514 23 3 5 0.583
HGFR 59
X yr 10 5 0-2 34 13
> 80% 30 14 1.0 3 11 1 0.26
IGF1R 59
X ynr 10 4 0-1 6 2
> 80% 30 15 1.0 2-3 39 12 1.0
EGFR 59
X pr 18 5 0-1 25 9
>50% 22 14 0.254 2-3 20 5 0.758
KI67LI 59
(Labeling index) X on 16 4 X o 17 3
> 30% 24 15 0239 > 30% 28 11 0.342
HSP90 59
X pr entfallt 0-1 entfallt
>50% 2-3
rpSéKinase 59
0% 16 7 0-1 30 5
X M 24 12 1.0 2-3 15 9 0.061
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
X M 14 4 0.37 2-3 12 3 1.0
BRAF 58
Wit 39 18 Wt 43 14
Mut 0 1 0.328 Mut 1 0 1.0
KRAS 58
Wit 26 11 Wit 31 6
Mut 13 8 0.569 Mut 13 8 0.108

Tabelle72: Lebermetastasen, HSP90: Korrelationentamtorbiologischen Faktoren
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Percent Intensity
Factor n | Groups X yr >80% p Groups 0-2 3 p
CD44v6 59
T 10 19 0-1 20
P 0.143 0.745
> 50% 5 25 2-3 27
MUC1 59
0% 15 30 0-1 43 11
. 0.013 1.0
X M2 0 14 2-3 4 1
HGFR 59
X yr entfallt 0-2 entfallt
> 80% 3
IGF1R 59
¥ 5 9 0-1 7 1
Ky 0.316 1.0
> 80% 10 35 2-3 40 11
EGFR 59
¥ 9 14 0-1 28 6
AP 0.07 0.745
> 50% 6 30 2-3 19 6
KI67LI 59
Labeling index o J¥ 6 14 o J¥ 15 5
( g ) x 0.753 X 0.518
> 30% 9 30 > 30% 32 7
HSP90 59
J¥ 10 30 0-1 34 11
P 1.0 0.26
> 50% 5 14 2-3 13 1
rpS6Kinase 59
0% 4 19 0-1 27 8
. 0.361 0.745
KoM 11 25 2-3 20 4
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 8
. 1.0 0.479
XM 4 14 2-3 11 4
BRAF 58
Wit 14 43 Wit 46 11
1.0 0.207
Mut 0 1 Mut 0 1
KRAS 58
Wt 10 27 Wt 31 6
0.544 0.32
Mut 4 17 Mut 15 6

Tabelle73: Lebermetastasen, HGFR
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Percent Intensity
Factor n | Groups X yr >80% p Groups 01 2-3 p
CD44v6 59
¥ 7 22 0-1 4 20
P 1.0 0.704
> 50% 7 23 2-3 4 31
MUC1 59
0% 12 33 0-1 6 48
) 0.482 0.131
X M 2 12 23 2 3
HGFR 59
J¥ 5 10 0-2 40
Koy 0.316 1.0
> 80% 9 35 3 11
IGF1R 59
X yr entfallt 0-1 entfallt
> 80% 2-3
EGFR 59
T¥ 10 13 0-1 4 30
P 0.01 0.711
>50% 4 32 2-3 4 21
KI67LI 59
(Labeling index) X o 5 15 1.0 X o 3 17 10
> 30% 9 30 ' > 30% 5 34 '
HSP90 59
J¥ 10 30 01 6 39
P 1.0 1.0
> 50% 4 15 2-3 2 12
rpS6Kinase 59
0% 6 17 0-1 5 30
i 0.762 1.0
XooOM: 8 28 2-3 3 21
CD45 59
on connective tissue 1-2 12 33 1-2 38
0.482 0.666
3 2 12 3 1 13
HLADR 59
0% 11 30 01 5 39
. 0.516 0.407
X MZ 3 15 2-3 3 12
BRAF 58
Wit 14 43 Wit 8 49
1.0 1.0
Mut 0 1 Mut 0 1
KRAS 58
Wit 11 26 Wit 6 31
0.22 0.698
Mut 3 18 Mut 2 19

Tabelle74: Lebermetastasen, IGF1R

: Korrelationentuamitorbiologischen Faktoren
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rpSeKinase:

Percent Intensity
Factor n | Groups 0% %1% p Groups 0-1 2-3 p
CD44v6 59
X pr 9 20 01 12 12
>50% 14 16 0.288 2-3 23 12 0.285
MUC1 59
0% 14 31 01 31 23
K M 9 5 0.033 23 4 1 0.639
HGFR 59
X yr 4 11 0-2 27 20
> 80% 19 25 0.361 3 8 4 0.745
IGF1R 59
X y 6 8 0-1 5 3
> 80% 17 28 0.762 2-3 30 21 1.0
EGFR 59
X pr 10 13 0-1 22 12
>50% 13 23 0.596 2-3 13 12 0.423
KI67LI 59
(Labeling index) X oxn 9 11 X o 14 6
> 30% 14 25 0578 > 30% 21 18 0.273
HSP90 59
X pr 16 24 01 30 15
>50% 7 12 1.0 2-3 5 9 0.061
rpSéKinase 59
0% entfallt 0-1 entfallt
KoM 23
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
KM 9 9 0.265 23 9 6 1.0
BRAF 58
Wit 21 36 Wt 33 24
Mut 1 0 0.379 Mut 1 0 1.0
KRAS 58
Wit 14 23 Wit 22 15
Mut 8 13 1.0 Mut 12 9 1.0

Tabelle75: Lebermetastasen, rpS6K: Korrelationentmitorbiologischen Faktoren
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5.3.5 TabellenPrimartumorenDoppelmarkemit klin.-pat. Faktoren

CD44v6 >50%nd MUC1 positive:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 41 9 0.137
female 26 13
Age 89
(mean) X cy dm 27 12 0.323
> 68.1 40 10
Localization* 89
Right 28 14 0.089
Left 39 8
Tumor size 89
(mean) X not OV 36 12 1.0
>4.7cm 31 10
Histological typ 89
Adenocarcinoma 60 16 0.079
Adenomucinous carcinom 7 6
Grading 89
Gl2 46 11 0.131
G34 21 11
Tumor status 89
pT12 13 3 0.751
pT34 54 19
Nodal status 89
pNO 48 9 0.012
pN1-2 19 13
Metastatic status 89
cMO0 58 17 0.322
cM1 9 5
Cancer stage 89
(UICC) I-11 44 9 0.048
-V 23 13
Lymphangiosis carcinmoato: 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
R12 3 1
Recurrence/Progress 89
No 54 17 0.764
Yes 13 5
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 33 10 0.805
> 3.4 ng/ml 31 12

Tabelle76: Primartumor, CD44v6/MUCKorrelationen des Doppelmarkerst klinischpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left =clgltbn, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50%nd HGFR >80%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 28 22 0.398
female 18 21
Age 89
(mean) X cy dwm 16 23 0.09
>68.1 30 20
Localization* 89
Right 17 25 0.057
Left 29 18
Tumor size 89
(mean) X notr OV 27 21 0.399
>4.7cm 19 22
Histological typ 89
Adenocarcinoma 41 35 0.375
Adenomucinous carcinom 5 8
Grading 89
GL2 34 23 0.051
G34 12 20
Tumor status 89
pT12 8 8 1.0
pT34 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
(UICC) I-11 29 24 0.523
H-1v 17 19
Lymphangiosis carcinmoato: 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
R12 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

Tabelle77: Primartumor, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit kpaiseiiogischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >5and IGF1R-80%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 30 20 0.826
female 25 14
Age 89
(mean) X cy dwm 24 15 1.0
>68.1 31 19
Localization* 89
Right 24 18 0.513
Left 31 16
Tumor size 89
(mean) K47 cm 29 19 0.829
>4.7cm 26 15
Histological typ 89
Adenocarcinoma 46 30 0.759
Adenomucinous carcinom 9 4
Grading 89
GL2 38 19 0.258
G34 17 15
Tumor status 89
pT12 12 4 0.269
pT34 43 30
Nodal status 89
pNO 35 22 1.0
pN1-2 20 12
Metastatic status 89
cMO 49 26 0.139
cM1 8 6
Cancer stage 89
(Uicc) I-11 33 20 1.0
H-1v 22 14
Lymphangiosis carcinmoatos 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
R12 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

Tabelle78: Primartumor, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit kfaitailogischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >5and HSP90 >50%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89 39 11 0.792
male 32 7
female
Age 89
(mean) X cy dm 30 9 0.602
>68.1 41 9
Localization* 89
Right 33 9 0.798
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) X nodt O] 40 8 0.432
>4.7cm 31 10
Histological typ 89
Adenocarcinoma 62 14 0.289
Adenomucinous carcinom 9 4
Grading 89
G112 50 7 0.026
G34 21 11
Tumor status 89
pT12 13 3 1.0
pT34 58 15
Nodal status 89
pNO 45 12 1.0
pN1-2 26 6
Metastatic status 89
cMO0 61 14 0.47
cM1 10 4
Cancer stage 89
(UICC) I-Il 42 11 1.0
113V 29 7
Lymphangiosis carcinmoato: 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
R12 3 1
Recurrence/Progress 89
No 59 12 0.185
Yes 12 6
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 35 8 0.792
> 3.4 ng/ml 33 10

Tabelle79: Primartumor, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit kipaiadiogischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmgotlim (> 10cm ab ano)
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MUC1 positie and HGFR >80%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 39 11 0.465
female 27 12
Age 89
(mean) X cy dwm 27 12 0.465
>68.1 39 11
Localization* 89
Right 30 12 0.633
Left 36 11
Tumor size 89
(mean) X not OV 41 7 0.014
>4.7cm 25 16
Histological typ 89
Adenocarcinoma 58 18 0.308
Adenomucinous carcinom 8 5
Grading 89
G112 44 13 0.452
G34 22 10
Tumor status 89
pT12 14 2 0.222
pT34 52 21
Nodal status 89
pNO 48 9 0.006
pN1-2 18 14
Metastatic status 89
cMO 57 18 0.506
cM1 9 5
Cancer stage 89
(UIcC) -1l 45 8 0.007
H-v 21 15
Lymphangiosis carcinmoato: 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
CEAvefore surgery 86
< 3.4 ng/ml 37 6 0.014
> 3.4 ng/ml 26 17

Tabelle80: Primartumor, MUC1/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit kipageblogischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1 positie and IGF1R>80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 42 8 1.0
female 33 6
Age 89
(mean) X cy odm 33 6 1.0
>68.1 42 8
Localization* 89
Right 37 5 0.396
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) X nodt OV 41 7 0.778
>4.7cm 34 7
Histological typ 89
Adenocarcinoma 64 12 1.0
Adenomucinous carcinom 11 2
Grading 89
G112 48 9 1.0
G34 27 5
Tumor status 89
pT12 15 1 0.45
pT34 60 13
Nodal status 89
pNO 52 5 0.031
pN1-2 23 9
Metastatic status 89
cMO 66 9 0.041
cM1 9 5
Cancer stage 89
(uice) -1 49 4 0.016
H-1v 26 10
Lymphangiosis carcinmoato 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
R12 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

Tabelle81: Primartumor, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkeidimgichpathologischen Faktoren.

*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUC1positive and HSP90 >50%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 46 4 0.726
female 35 4
Age 89
(mean) X cy odwm 35 4 0.726
> 68.1 46 4
Localization* 89
Right 36 6 0.142
Left 45 2
Tumor size 89
(mean) X nodt O 47 1 0.022
>4.7cm 34 7
Histological typ 89
Adenocarcinoma 71 5 0.089
Adenomucinous carcinom 10 3
Grading 89
Gl2 54 3 0.13
G34 27 5
Tumor status 89
pT12 15 1 1.0
pT34 66 7
Nodal status 89
pNO 54 3 0.13
pN1-2 27 5
Metastatic status 89
cMO 69 6 0.607
cM1 12 2
Cancer stage 89
(UICC) -1l 50 3 0.261
H-v 31 5
Lymphangiosis carcinmoato: 55
Absent 36 1 0.035
Present 14 4
Vein invasion 55
Absent 46 3 0.379
Present 5 1
Perineural invasion 20
Absent Werte nicht ausreichend
Present
Residual 89
RO 7 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 6

Tabelle82: Primartumor, MUC1/HSP90: Korrelationen Beppelmarkers mit klinisgpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR >80%nd HSP90 >50%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 37 13 0.62
female 31 8
Age 89
(mean) X cy dwm 29 10 0.803
>68.1 39 11
Localization* 89
Right 33 9 0.803
Left 35 12
Tumor size 89
(mean) X nodt O] 38 10 0.618
>4.7 cm 30 11
Histological typ 89
Adenocarcinoma 59 17 0.496
Adenomucinous carcinom 9 4
Grading 89
G112 46 11 0.298
G34 22 10
Tumor status 89
pT12 11 5 0.517
pT34 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) -l 39 14 0.612
-1V 29 7
Lymphangiosis carcinmoato: 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
R12 4 0
Recurrence/Progress 89
No 55 16 0.757
Yes 13 5
CEA before surgery 86
< 3.4 ng/ml 31 12 0.616
> 3.4 ng/ml 34 9

Tabelle83: Primartumor, HGFR/HSP90: Korrelationen des DoppelmarkekBnisithpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cn) ab ano
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IGF1R>80%and HSP90 >50%

Factor Groups n No Yes p
Sex 89
male 39 11 0.083
female 36 3
Age 89
(mean) X cy odwm 32 7 0.771
>68.1 43 7
Localization* 89
Right 37 5 0.396
Left 38 9
Tumor size 89
(mean) X nodt O 40 8 1.0
>4.7cm 35 6
Histological typ 89
Adenocarcinoma 63 13 0.683
Adenomucinous carcinom 12 1
Grading 89
GL2 49 8 0.559
G34 26 6
Tumor status 89
pTL2 14 2 1.0
pT34 61 12
Nodal status 89
pNO 47 10 0.763
pN1-2 28 4
Metastatic status 89
cMO 64 11 0.689
cM1 11 3
Cancer stage 89
(uice) -1 43 10 0.386
H-1v 32 4
Lymphangiosis carcinmoato: 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
R12 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

Tabelle84: Primartumor, IGF1R/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit kpaisadtogischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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5.3.6 TabellenPrimartumorenDoppelmarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6 >5hand MUCL1 positie:

Factor n | Groups No Yes p
CDA44v6 89
XK pr entfallt
> 50%
MUC1 89
0% entfallt
X o OM:
HGFR 89
Koy K 14 8
> 80% 53 14 0.162
IGF1R 89
K oy 21 14
> 80% 46 8 0.011
EGFR 89
X pr 33 8
> 50% 34 14 0.333
KI67LI 89
(Labeling index) X on 26 8 10
> 30% 41 14 '
HSP90 89
K pr 53 14
> 50% 14 8 0.162
rpS6Kinase 89
0% 34 14
% M 33 8 0.333
CD45 89
on connective tissue 1-2 39 12
3 o8 10 0.807
HLADR 89
0% 32 8
X o OM: 35 14 0.46
BRAF 89
Wt 62 17
Mut 5 5 0.112
KRAS 89
Wt 43 15
Mut 24 7 0.801

Tabelle85: Primartumor,CD44v6/MUCIKorrelationen des Doppelmarkers mitnorbiologischen Faktoren
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CD44v6 >5and HGFR >80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
XK pr entfallt
> 50%
MUC1 89
0% 28 29
X MG 18 14 0.659
HGFR 89
XK yr entfallt
> 80%
IGF1R 89
X ynr 17 18
> 80% 29 25 0.669
EGFR 89
H50% 25 16
> 50% 21 27 0.137
KI67LI 89
(Labeling index) X o 20 14
> 30% 26 29 0.383
HSP90 89
X pr 41 26
> 50% 5 17 0.003
rpS6Kinase 89
0% 26 22
X M2 20 21 0.673
CD45 89
on connective tissue 1-2 26 25 10
3 20 18 '
HLADR 89
0% 23 17
X M2 23 26 0.395
BRAF 89
Wt 43 36
Mut 3 7 0.188
KRAS 89
Wt 33 25
Mut 13 18 0.191

Tabelle86: Primartumor, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarketsmatbiologischen Faktoren
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CD44v6 >5and IGF1R>80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
XK pr entfallt
> 50%
MUC1 89
0% 31 26
X MG 24 8 0.07
HGFR 89
XK yr 13 9
> 80% 42 25 0.804
IGF1R 89
X ynr entfallt
> 80%
EGFR 89
X pr 28 13
> 50% 27 21 0.279
KI67LI 89
(Labeling index) X o 22 12
> 30% 33 22 0.823
HSP90 89
X pr 43 24
>50% 12 10 0.456
rpS6Kinase 89
0% 32 16
X M2 23 18 0.383
CD45 89
on connective tissue 1-2 33 18 0.66
3 22 16
HLADR 89
0% 24 16
X M2 31 18 0.828
BRAF 89
Wt 50 29
Mut 5 5 0.497
KRAS 89
Wt 34 24
Mut 21 10 0.494

Tabelle87: Primartumor, CD44v6/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarketsmatbiologischen Faktoren
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CD44v6 >58and HSP90 >50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
K opr entfallt
> 50%
MUC1 89
0% 47 10
X M 24 8 0.421
HGFR 89
X ynr 21 1
> 80% 50 17 0.036
IGF1R 89
X y i 27 8
> 80% 44 10 0.788
EGFR 89
X pr 35 6
> 50% 36 12 0.293
KI67LI 89
(Labeling index) XH30% 30 4
> 30% 41 14 0.175
HSP90 89
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 89
0% 38 10
X M 33 8 1.0
CD45 89
on connective tissue 1-2 40 11
3 31 . 0.794
HLADR 89
0% 32 8
X M 39 10 1.0
BRAF 89
Wt 66 13
Mut 5 5 0.026
KRAS 89
Wt 45 13
Mut 26 5 0.586

Tabelle88: Primartumor, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarketsmatbiologischen Faktoren
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MUC1 positie and HGFR >80%:

Factor n | Groups No Yes p
CDA44v6 89
XK pr 22 9
> 50% 44 14 0.621
MUC1 89
0% entfallt
X o M
HGFR 89
K oy K entfallt
> 80%
IGF1R 89
X ynr 22 13
> 80% 44 10 0.081
EGFR 89
X pr 32 9
> 50% 34 14 0.476
KI67LI 89
(Labeling index) X o 22 12
> 30% 44 11 0.137
HSP90 89
X pr 52 15
> 50% 14 8 0.261
rpS6Kinase 89
0% 34 14
K M 32 9 0.476
CD45 89
on connective tissue 1-2 36 15
3 30 8 0.466
HLADR 89
0% 32 8
X M2 34 15 0.332
BRAF 89
Wt 61 18
Mut 5 5 0.117
KRAS 89
Wt 45 13
Mut 21 10 0.322

Tabelle89: Primartumor, MUC1/HGFR: Korrelationen des Doppelmarketsimitrbiologischen Faktoren
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MUC1 positie and IGF1R>80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
X pr 25 6
> 50% 50 8 0.548
MUC1 89
0% entfallt
X o OM:
HGFR 89
X yr 18 4
> 80% 57 10 0.741
IGF1R 89
X yr entfallt
> 80%
EGFR 89
X pr 36 5
> 50% 39 9 0.561
KI67LI 89
(Labeling index) X on 28 6
> 30% 47 8 0.768
HSP90 89
X pr 56 11 10
> 50% 19 3 '
rpSéKinase 89
0% 40 8
X OM: 35 6 1.0
CD45 89
on connective tissue 1-2 46 5
3 29 9 0.087
HLADR 89
0% 36 4
X MEZ 39 10 0.245
BRAF 89
Wt 67 12
Mut 8 5 0.654
KRAS 89
Wt 48 10
Mut 27 4 0.763

Tabelle90: Primartumor, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkettsimitrbiologischen Faktoren
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MUC1 positie andHSP903>50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
X pr 31 0
>50% 50 8 0.047
MUC1 89
0% entfallt
X M
HGFR 89
K yrn 22 0
> 80% 59 8 0.192
IGF1R 89
X ynr 30 5
> 80% 51 3 0.255
EGFR 89
X pr 39 2
> 50% 42 6 0.279
KI67LI 89
(Labeling index) X o 32 2
>30% 49 6 0.705
HSP90 89
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 89
0% 43 5
K MZ 38 3 0.721
CD45 89
on connective tissue 1-2 46 5 10
3 35 3 '
HLADR 89
0% 38 2
K MZ 43 6 0.287
BRAF 89
Wt 74 5
Mut 7 3 0.043
KRAS 89
Wt 52 6
Mut 29 2 0.708

Tabelle91: Primartumor, MUC1/HSP90: Korrelationen des Doppelmarketsimitrbiologischen Faktoren
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HGFR >80%nd HSP93>50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
X pr 27 4
> 50% 41 17 0.116
MUC1 89
0% 44 13
X M 24 8 0.801
HGFR 89
K oy K entfallt
> 80%
IGF1R 89
X yr 27 8 10
> 80% 41 13 '
EGFR 89
X pr 33 8
> 50% 35 13 0.46
KI67LI 89
(Labeling index) X on 27 7
> 30% 41 14 0.798
HSP90 89
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 89
0% 35 13
K M: 33 8 0.46
CD45 89
on connective tissue 1-2 38 13
3 30 8 0.801
HLADR 89
0% 30 10
X M 38 11 0.806
BRAF 89
Wt 62 17
Mut 6 4 0.238
KRAS 89
Wt 43 15
Mut 25 6 0.604

Tabelled2: Primartumor, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarketisnnaitbiologischen Faktoren
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IGF1R>80%and HSP9(3>50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 89
X pr 27 4
>50% 48 10 0.763
MUC1 89
0% 46 11
X M 29 3 0.363
HGFR 89
oy 21 1
>80% 54 13 0.174
IGF1R 89
X yr entfallt
> 80%
EGFR 89
X pr 35 6 10
> 50% 40 8 ’
KI67LI 89
(Labeling index) X on 28 6
>30% 47 8 0.768
HSP90 89
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 89
0% 41 7
X M 34 7 0.778
CD45 89
on connective tissue 1-2 44 7
3 31 7 0.57
HLADR 89
0% 34 6
X OM3: 4l 8 1.0
BRAF 89
Wit 68 11
Mut 7 3 0.189
KRAS 89
Wt 47 11
Mut 28 3 0.363

Tabelled3: Primartumor, IGF1R/HSP90: Korrelationen des Doppelmarketsmaitbiologischen Faktoren
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5.3.7 TabellenLebermetastaseroppelmarker miklin.-path. Faktoren

CD44v6 >50%nd MUC1 positie:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 29 8 0.512
female 19 3
Age 59
(mean) XX cH®DC 23 2 0.097
> 62.6 25 9
Number ofLM 56
1 16 2 0.474
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) X oddpo O§ 30 5 0.298
>3.93cm 15 6
Lokaleation 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 adenocarcinon 5 1
Residual 59
RO 40 7 0.209
R12 8 4
CEAbefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 0.705
> 3.4 ng/ml 35 8

Tabelle94: Lebermetastsen, CD44v6/MUC1: Korrelationen des Doppelmarkeddinisithpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50%nd HGFR >80%

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 19 18 0.278
female 15 7
Age 59
(mean) X cHDcC 15 10 0.795
> 62.6 19 15
Number of LM 56
1 9 9 0.566
>1 23 15
Tumor size 56
(mean) X oddpo O 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 adenocarcinom 2 4
Residual 59
RO 27 20 1.0
R12 7 5
CEAvefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 5 8 0.21
> 3.4 ng/ml 26 17

Tabelled5: Lebermetastsen, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmarkers mit-plitisabgischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesallon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50%nd IGF1R>80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 19 18 0.058
female 17 5
Age 59
(mean) X CcH®C 16 9 0.79
> 62.6 20 14
Number of LM 56
1 11 7 1.0
>1 23 15
Tumor size 56
(mean) X oddpo O 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 adenocarcinom 2 4
Residual 59
RO 29 18 1.0
R12 7 5
CEAvefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 6 7 0.332
> 3.4 ng/ml 28 15

Tabelle96: Lebermetastsen, CD44V6F1RKorrelationen des Doppelmarkers klinischpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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CD44v6 >50%nd HSP90 >55:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 28 9 0.749
female 18 4
Age 59
(mean) X CcH®DC 19 6 0.762
> 62.6 27 7
Number of LM 56
1 15 3 1.0
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) X oddo O 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 adenocarcinon 4 2
Residual 59
RO 39 8 0.113
R12 7 5
CEAbefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 11 2 0.711
> 3.4 ng/ml 33 10

Tabelle97: Lebermetastsen, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit-glatrsabgischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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MUCL1 positie and IGF1R>80%:

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 27 10 0.179
female 20 2
Age 59
(mean) X CcH®DC 22 3 0.207
> 62.6 25 9
Number of LM 56
1 16 2 0.473
>1 29 9
Tumor size 56
(mean) X oddo O 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 adenocarcinon 5 1
Residual 59
RO 39 8 0.24
R12 8 4
CEAbefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0
> 3.4 ng/ml 34 9

Tabelle98: Lebermetastsen, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkers mit iiaikologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesallon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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HGFR >80%nd HSP90 >3

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 28 9 1.0
female 17 5
Age 59
(mean) X CcHO®C 20 5 0.758
> 62.6 25 9
Number of LM 56
1 13 5 0.736
>1 30 8
Tumor size 56
(mean) X oddpo g 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 adenocarcinon 3 3
Residual 59
RO 37 10 0.453
R12 8 4
CEAbefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 11 2 0.48
> 3.4 ng/ml 31 12

Tabelle99: Lebermetastsen, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkkilisisukpathologischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)
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IGF1R>80%and HSP90 >5%

Factor Groups n No Yes p
Sex 59
male 27 10 0.767
female 17 5
Age 59
(mean) X CcH®DC 19 6 1.0
> 62.6 25 9
Number of LM 56
1 13 5 0.751
>1 29 9
Tumor size 56
(mean) X oddo O 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 adenocarcinon 2 4
Residual 59
RO 35 12 1.0
R12 9 3
CEAbefore surgery 56
< 3.4 ng/ml 10 3 1.0
> 3.4 ng/ml 32 11

Tabellel00: Lebermetastsen, IGF1IR/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkers mit-ghtietbgischen Faktoren.
*Right = caecum, right and transvesal colon; Left = left colon, sigmiod, rectum (> 10cm ab ano)

Hinweis:

DieTabellen mit den Korrelationen der Doppelmarker MIKEAFR sowie MUCHSP90 werden nicht
gezeigt da durch Uberschneidungen (MUC1 positive entsprechen den HGFR >80% exprimierenden
Gewebeproben) beziehungsweise kleine Fallzahlen keine neunen Ergebnissestt@ariowerden
konnen.
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5.3.8 Tabelleniebermetastaser)oppemarker mit tumorbiologischen Faktoren

CD44v6>50%and MUC1 positie:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
XK pr entfallt
> 50%
MUC1 59
0% entfallt
X o M:
HGFR 59
K oy 15 0
> 80% 33 11 0.05
IGF1R 59
X ynr 12 2 10
> 80% 36 9
EGFR 59
X pr 20 3
> 50% 28 8 0.502
KI67LI 59
(Labeling index) X o 19 1
> 30% 29 10 0.079
HSP90 59
X pr 32 8 10
> 50% 16 3
rpS6Kinase 59
0% 16 7
K M 32 4 0.089
CD45 59
on connecting tissue 1-2 35 10
3 13 1 0.269
HLADR 59
0% 37 4
X M2 11 7 0.025
BRAF 58
Wit 47 10
Mut 0 1 0.19
KRAS 58
Wt 31 6
Mut 16 5 0.504

Tabellel01: Lebermetastsen, CD44v6/MUCL: Korrelationen des Doppelmarkdtsmorbiologischen Faktoren
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CD44v6 >50%nd HGFR >80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
X pr entfallt
> 50%
MUC1 59
0% 31 14
KM 3 11 0.004
HGFR 59
X ynr entfallt
> 80%
IGF1R 59
X y i 10 4
> 80% 24 21 0.354
EGFR 59
X pr 17 6
> 50% 17 19 0.06
KI67LI 59
(Labeling index) X o 15 5
> 30% 19 20 0.094
HSP90 59
X pr 25 15
> 50% 9 10 0.398
rpSéKinase 59
0% 10 13
X M 24 12 0.107
CD45 59
on connective tissue 1-2 26 19 10
3 8 6 '
HLADR 59
0% 25 16
KM 9 9 0.569
BRAF 58
Wt 33 24
Mut 0 1 0.431
KRAS 58
Wt 20 17
Mut 13 8 0.594

Tabellel02 Lebermetastsen, CD44v6/HGFR: Korrelationen des Doppelmaikermorbiologischen Faktoren
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CD44v6 >50%nd IGF1R>80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
XK pr entfallt
> 50%
MUC1 59
0% 31 14
KM 5 9 0.033
HGFR 59
Ky 13 2
> 80% 23 21 0.03
IGF1R 59
X ynr entfallt
> 80%
EGFR 59
X pr 18 5
> 50% 18 18 0.054
KI67LI 59
(Labeling index) X o 15 5
> 30% 21 18 0.161
HSP90 59
X pr 27 13
> 50% 9 10 0.163
rpS6Kinase 59
0% 14 9
X M2 22 14 1.0
CD45 59
on connective tissue 1-2 28 17
3 3 6 0.762
HLADR 59
0% 25 16
X o OM: 11 7 1.0
BRAF 58
Wt 35 22
Mut 0 1 0.397
KRAS 58
Wt 21 16
Mut 14 7 0.579

Tabellel03 Lebermetastsen, CD44vG&F1RKorrelationen des Doppelmarker# tamorbiologischen Faktoren
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CD44v6 >50%nd HSP90 >50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
K opr entfallt
> 50%
MUC1 59
0% 35 10
X M 11 3 1.0
HGFR 59
K oy 12 3 10
> 80% 34 10 '
IGF1R 59
HB0% 11 3 10
> 80% 35 10 '
EGFR 59
X pr 19 4
> 50% 27 9 0.54
KI67LI 59
(Labeling index) X o 19 1
> 30% 27 12 0.043
HSP90 59
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 59
0% 17 6
K MZ 29 7 0.748
CD45 59
on connective tissue 1-2 33 12
3 13 1 0.159
HLADR 59
0% 31 10
KM 15 3 0.735
BRAF 58
Wt 45 12
Mut 0 1 0.224
KRAS 58
Wt 29 8
Mut 16 5 1.0

Tabellel04: Lebermetastsen, CD44v6/HSP90: Korrelationen des Doppelmarkarnorbiologischen Faktoren
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MUC1 positie and IGF1R>80%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
XK pr 26 3
> 50% 21 9 0.104
MUC1 59
0% entfallt
X o M
HGFR 59
XK yr 15 0
> 80% 32 12 0.026
IGF1R 59
X ynr entfallt
> 80%
EGFR 59
X pr 21 2
> 50% 26 10 0.103
KI67LI 59
(Labeling index) X o 17 3
> 30% 30 9 0.734
HSP90 59
X pr 31 9
> 50% 16 3 0.734
rpS6Kinase 59
0% 16 7
KM 31 5 0.185
CD45 59
on connective tissue 1-2 35 10
3 12 5 0.712
HLADR 59
0% 35 6
K M 12 6 0.158
BRAF 58
Wit 46 11
Mut 0 1 0.207
KRAS 58
Wt 32 5
Mut 14 7 0.097

Tabellel05: Lebermetastsen, MUC1/IGF1R: Korrelationen des Doppelmarkewsmarbiologischen Faktoren
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MUC1 positie and HSP90 >50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
X pr 29 0
> 50% 27 3 0.237
MUC1 59
0% entfallt
X OM:
HGFR 59
K oy 15 0
> 80% 41 3 0.564
IGF1R 59
X y i 14 0 10
> 80% 42 3 '
EGFR 59
X pr 23 0
> 50% 33 3 0.274
KI67LI 59
(Labeling index) X o 20 0
> 30% 36 3 0.544
HSP90 59
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 59
0% 21 2
X M 35 1 0.554
CD45 59
on connective tissue 1-2 42 3 10
3 14 0 '
HLADR 59
0% 40 1
X M 16 2 0.218
BRAF 58
Wt 55 2
Mut 0 1 0.052
KRAS 58
Wt 35 2
Mut 20 1 1.0

Tabellel06: Lebermetastsen, MUC1/HSP90: Korrelationen des Doppelmariéwsnarbiologischen Faktoren
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HGFR> 80%nd HSP90 >50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
K opr 25 4
> 50% 20 10 0.125
MUC1 59
0% 34 11
X OM: 11 3 1.0
HGFR 59
X ynr entfallt
> 80%
IGF1R 59
X y i 11 3 10
> 80% 34 11 '
EGFR 59
X pr 22 1
> 50% 23 13 0.005
KI67LI 59
(Labeling index) X o 18 2
> 30% 27 12 0.109
HSP90 59
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 59
0% 16 7
_—_— 29 7 0.363
CD45 59
on connective tissue l:-32 ig 113 0.152
HLADR 59
0% 31 10
X o M 14 4 1.0
BRAF 58
Wt 4 13
Mut 0 1 0.241
KRAS 58
Wt 29 8
Mut 15 6 0.75

Tabellel07: Lebermetastsen, HGFR/HSP90: Korrelationen des Doppelmaikemhatbiologischen Faktoren
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IGF1R 80%and HSP90 >50%:

Factor n | Groups No Yes p
CD44v6 59
K opr 24 5
> 50% 20 10 0.233
MUC1 59
0% 33 12
X M 11 3 1.0
HGFR 59
X ynr 11 4 10
> 80% 33 11 '
IGF1R 59
HB0% entfallt
> 80%
EGFR 59
X pr 20 3
> 50% 24 12 0.126
KI67LI 59
(Labeling index) X o 18 2
> 30% 26 13 0.064
HSP90 59
X pr entfallt
> 50%
rpSéKinase 59
0% 18 5
_—_— 26 10 0.762
CD45 59
on connective tissue 1-2 31 14
3 13 1 0.09
HLADR 59
0% 30 11
X MZ o 14 4 1.0
BRAF 58
Wt 43 14
Mut 0 1 0.259
KRAS 58
Wt 29 8
Mut 14 7 0.363

Tabellel08 Lebermetastsen, IGF1R/HSP90: Korrelationen des Doppelmaikemharbiologischen Faktoren
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5.3.9 TabellenUberlebensanalysen

Primértumor Lebermetastasen
Prozent Prozent
Faktor Gruppen n p Gruppen n p
Geschlecht m/w 89 0.388 m/w 59 0.163
Alter (meanin Jahre) X cy d 89 0.148 X 2.6 59 0.254
LokalisatiorPT rechts / links 89 0.157 rechts / links 53 0.071
Tumordurchmesser X nor 89 0.931 X .98cm 56 0.158
(mean)
Histologie AdenoCa 89 0.235 AdenoCa 58 0.429
Grading G12/34 89 0.127 G2/G3 55 0.008
T- Status T1:2/34 89 0.031 --
N-Status NO/ 12 89 0.001 --
M-Status MO/ 1 89 <0.001 --
uiCC EIVAIELY 89 <0.001 --
L-Status LO/1 55 0.002 --
V-Status VO/1 55 <0.001 --
Pn-Status Pn0/1 20 0.03 -
R-Status RO/ 12 89 <0.001 59 0.63
CEA préoperativ <3.4ng/m 86 0.004 56 0.819
Fernmetastasen im Ja/ Nein 89 <0.001 - -
Verlauf (ohne LK)
Extrahepatische - - - Ja/Nein 59 0.001
Fernmetastasen
Anzahl Lebermetastase N N N 1/>1 56 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 --

Tabellel09 Primartumor und LebermetastasdmgRankTestder klinischpathologischen Faktoremach Gruppen.
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Priméartumor

Lebermetastasen

LogRank Wilcoxon LogRank | Wilcoxon
Faktor Gruppen n p p n p p

CD44v6 X p el 89 0.109 0.133 59 0.054 0.006
MUC1 -1+ 89 0.917 0.946 59 0.019 0.007
HGFR K 0% 89 0.212 0.313 59 0.584 0.396
IGF1IR X0% 89 0.752 0.603 59 0.462 0.55
EGFR X p k89 0.014 0.018 59 0.56 0.46
HSP90 X p el 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
MUCL/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

Tabelle110: Primartumoren und LebermetastaseBegeniiberstellung LegankTest und Wilcoxoitestbei der

Uberlebensanalyseachprozentuale Expression dgumorbiologischen 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
IGF1IR 0-1/23 89 0.845 59 0.445
EGFR 0-1/23 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

Tabellel1l Primartumoren und Lebermetastasen: ERgnkTest dedntensitat des Expressiosmusters
dertumorbiologischeriFaktoren
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5.3.10Tabellen: Subgruppenanalysen

SubgruppePrimartumore:KRAS mutierfn=31)

Faktor Korrelationen . Uberlebensanalyse
(Exakter Test nach Fisher) (LogRank PWert)
CD44v6 mit Grading 34: p=0.032 0.832
MUC1 ns 0.036
HSP90 ns 0.868
HGFR mit rppS6>50%: p=0.012 0.302
IGFIR ns 0.935
EGFR ns 0.328
rpS6 mit HGFR >80%: p=0.012 0.682
CD446/MUC1 ns 0.149
CD446/HGFR ns 0.8
CD446/IGFER mit MUC1 pos: p=0.046 0.528
CD446/HSP90 ns 0.986
CD44v6/rpS6 ns 0.526
MUC1/HGFR ns 0.062
MUC1/IGFR ns 0.284
MUC1/HSP90 ns 0.402
MUC1/rpS6 ns 0.196
HGFR/IGFR ns 0.948
HGFR/HSP90 ns 0.868
HGFR/rpS6 ns 0.682
IGF1R/HSPO ns 0.392
IGF1R/rpS6 ns 0.815
BRAF - -
KRAS - -

Tabellel12 Primartumore Signifikante Korrelationethes Exakten Test nach Fished LogRankTestin der Subgruppe KRAS
mutierter Tumoren.Die P-Werte der Korrelationen berechnen sich aus dem Faktor/Biomark&paitel und der jeweils in
der 2. SpaltaufgefuhrtenVariable.ns= nicht signifikant
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SubgruppePrimartumore:RechtseitigesKolonkarzinon{n=42

Faktor Korrelationen . Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (LogRank, PWVert)
CD44v6 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
IGFIR ns 0.873
EGFR ns 0.029
rpSe6 ns 0.179
CD44v6/MUC1 mit Geschlecht: p=0.019 0.94
CD44v6/HGFR ns 0.191
CD44v6/IGFR ns 0.577
CD44v6/HSP90 mit L1 p=0.023 0.023
CD44v6/rpS6 ns 0.311
mit Alter (mean): p=0.026 und

MUC1/HGFR HSP(90 >5c))0/f: 520,02 0.682
MUCL/IGFR ns 0.83
MUC1/HSP90 ns 0.252
MUC1/rpS6 ns 0.672
HGFR/IGFR ns 0.605
HGFR/HSP90 ns 0.171
HGFR/rpS6 ns 0.346
IGFER/HSP90 ns 0.303
IGF1R/rpS6 ns 0.141
BRAF ns 0.007
KRAS ns 0.876

Tabellel13 Primartumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher uR@hlobest in der Subgruppe mit
ausschlief3lich linksseitigen Priméartumoren. Dieétte der Korrelationen berechnen sich dam Faktor/Biomarker in Spalte
1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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SubgruppePrimartumore:Linksseitigesolonkarzinon{n=47)

Faktor Korrelationen . Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (LogRank, PWVert)
e e
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
IGF1R ns 0.4

EGFR ns 0.418
rpS6 ns 0.807
CD44v6/MUC1 mit N1-2: p=0.019 (und UICC p=0.047) 0.286
CD44v6/HGFR ns 0.296
CD44v6/IGFR ns 0.028
CD44v6/HSP90 mit G 34: p=0.013 und BRAF mut: p=0.03 0.568
CD44v6/rpS6 ns 0.953
MUC1/HGFR ns 0.636
MUC1/IGFR ns 0.401
MUC1/HSP90 ns 0.142
MUC1/rpS6 ns 0.794
HGFR/IGFR ns 0.483
HGFR/HSP90 ns 0.986
HGFR/rpS6 ns 0.971
IGF1R/HSP90 ns 0.628
IGF1R/rpS6 ns 0.801
BRAF ns 0.142
KRAS ns 0.805

Tabellel14: Primartumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher uR@hlobest in der Subgruppe mit
ausschlief3lich rechtsseitigen Priméartumoren. DWdrte der Korrelationen berechnen sich aus dem Faktor/Biomarker in
Spalte 1 und der jeweils ireid2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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SubgruppePriméartumore;jungePatientenbis 60 Jahr¢gn=22

Faktor Korrelationen . Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (LogRank, PWVert)
CD44v6 ns 0.516
MUC1 ns 0.839
HSP90 ns 0.09
HGFR ns 0.469
IGF1R ns 0.14
EGFR ns 0.469
rpSe6 ns 0.98
CD44v6/MUC1 mit Nlrﬁi:t g:ROA'()F?’; 32%3(')%%":0'04 0.729
CD44v6/HGFR ns 0.489
CD44v6/IGFR mit M1: p=0.039 0.042
CD44v6/HSP90 ns 0.033
CD44v6/rpS6 ns 0.717
MUC1/HGFR ns 0.773
MUCL/IGFR ns 0.982
MUC1/HSP90 ns 0.002
MUC1/rpS6 ns 0.226
HGFR/IGFR ns 0.134
HGFR/HSP90 ns 0.443
HGFR/rpS6 ns 0.777
IGF1R/HSP90 ns 0.023
IGFIR/rpS6 ns 0.375
mit G34: p=0.005

BRAF mit L1: pp:0.029 0.007
KRAS ns 0.799

Tabellel15: Primartumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher uR@hlebest in deSubgruppe mit
Patienten die zum Zeitpunkt der initialen Tumorresektion maximal 60 Jahre alt waren-\ilBetePder 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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SubgruppePrimartumore:altere Patientemab 75 Jahrén=17)

Faktor Korrelationen _ Uberlebensanalyse
(exakter Teshach Fisher) (LogRank, PNert)
CD44v6 ns 0.895
MUC1 ns 0.195
HSP90 ns 0.783
HGFR mit KRAS mut: p=0.044 0.225
mit KRAS mut: p=0.004

IGFIR it K167 L1 >30%, p=0.015 0.5
EGFR ns 0.293

rpS6 ns 04
CD44v6/MUC1 ns 0.25
CD44v6/HGFR ns 0.413
CD44v6/IGFR ns 0.875
CD44v6/HSP90 ns 0.783
CD44v6/rpS6 ns 0.542
MUC1/HGFR ns 0.312
MUC1/IGFR mit KI67 LI >30%: p=0.029 0.646
MUC1/HSP90 ns 0.405
MUC1/rpS6 ns 0.333
HGFR/IGFR ns 0.875
HGFR/HSP90 ns 0.783
HGFR/rpS6 ns 0.202
IGF2R/HSP90 ns 0.646
IGF1R/rpS6 ns 0.468
BRAF ns 0.061
KRAS ns 0.168
Uberlebensanalyse junge vs. dltere Patienten 0.618

Tabellel16: Primartumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher uR@hlebest in deSubgruppe mit
Patienten die zum Zeitpunkt der initialen Tumorresektion Ubelahse altwaren. Die PNerte der Korrelationen berechnen
sich aus dem Faktor/Biomieer in Spalte 1 und der jeweils in der 2. Spalte aufgefiihrten Variable. ns= nicht signifikant
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SubgruppePrimartumore:Schlecht differenzierte Tumoren €&3n=32)

Faktor Korrelationen _ Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (LogRank, PNert)

CD44v6 ns 0.584
MUC1 ns 0.259
HSP90 ns 0.0%
HGFR ns 0.29
IGF1IR ns 0.533
EGFR ns 0.025
rpS6 ns 0.415
CD44v6/MUC1 ns 0.118
CD44v6/HGFR ns 0.309
CD44v6/IGFR ns 0.498
CD44v6/HSP90 ns 0.056
CD44v6/rpS6 ns 0.602
MUC1/HGFR ns 0.066
MUCL/IGFR ns 0.309
MUC1/HSP90 ns 0.001
MUC1/rpS6 ns 0.953
HGFR/IGFR ns 0.599
HGFR/HSP90 ns 0.212
HGFR/rpS6 ns 0.679
IGFIR/HSP90 ns 0.057
IGFIR/rpS6 ns 0.496
BRAF ns 0.012
KRAS ns 0.234

Tabellel17: Primartumore: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher uR@hlebest in deSubgruppenit
ausschlie3lich schlecht differenzierten Primartumoren (G 3 und G4)\Videet® der Korrelationen berechnen sich aus dem
Faktor/Biomarker in Spalte und der jeweils in der 2. Spalte aufgeflihrten Variable. ns= nicht signifikant
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Subgruppemultiplen Lebermetastasem=30)

Faktor Korrelationen Uberlebensanalyse
(exakter Test nach Fisher) (LogRank, PNert)
CDA44v6 mit HSP90 >50%3=0.031 0.262
mit rpS6 pos: p=0.028
MUC1 mit HLADR pos: p=0.034 0.065
mit extrahep. Metastasierung: p=0.004
HSP90 mit G34: p=0.008 0.018
mit CD44v6 >50%: p=0.031

HGFR ns 0.218
IGFIR mit EGFR >50%: p=0.004 0.752
EGFR mit IGF1R >80%: p=0.004 0.416
rpS6 mit MUC1 pos: p=0.028 0.639
CD44v6/MUCL mit HLADR pos: p=0.006 0.03

mit rpS6 pos: p=0.047
CD44v6/HGFR ns 0.173
mit HSP90 >50%: p=0.004

CD44vE/IGFR mit EGFR >50%: p=0.023 0315
mit extrahep. Metastasierung: p=0.016
CD44v6/HSP90 it O34 p=0.033 0.002
CD44v6/rpS6 ns 0.624
MUC1/HGFR siehe MUC1 0.065
MUC1/IGFR ns 0.275
MUC1/HSP90 ns <0.001
MUC1/rpS6 ns 0.048
HGFR/IGFR ns 0.515
mit extrahep. Metastasierung: p=0.016
HGFR/HSP90 it G34 p0.88 0.035
HGFR/rpS6 ns 0.704
mit extrahep. Metastasierung: p=0a
IGFIR/HSP90 mit G34: p=0.M8 0.018
mit CD44v6 >50%: p=0.031
IGFIR/rpS6 ns 0.629
BRAF - -
KRAS ns 0.232

Tabellel18 Lebermetastasen: Signifikante Korrelationen des Exakten Test nach Fisher dRahkdgst in deiSubgruppe
mit ausschlieBlichiROresezierten multiplen Lebermetastasen. Di&Verte der Korrelationen berechnen sich aus dem
Faktor/Biomarker in Spalte 1 unéidjeweils in der 2. Spalte aufgeflhrten Variable. ns= nicht signifikant
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