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Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom gehort zu den héufigsten Tumorentititen und
Krebstodesursachen in Deutschland. Besonders beim Auftreten von Metastasen kommt es
zu einer starken Verringerung des Gesamtiiberlebens der Patienten. Molekulare
Alterationen in verschiedenen karzinogenen Signalwegen scheinen einen Einfluss auf die
Metastasierung zu haben. Deshalb wurden in dieser Arbeit unterschiedliche organotropen
Metastasierungswegen auf eine spezifische Verteilung molekularpathologischer
Biomarker analysiert.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden zwei unabhingige Kollektive
zusammengestellt und jeweils als Fall-Kontroll-Studien designt. Das Kollektiv A bestand
aus 246 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom und wurde aufgeteilt in drei gleich
grofe Gruppen, wobei die eine Gruppe ausschlieBlich Lungenmetastasen, die andere
Gruppe ausschlieBlich Lebermetastasen und die Kontrollgruppe keine Metastasen aufwies.
Das Kollektiv B bestand aus 45 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom und wurde
ebenfalls in drei gleich groe Gruppen aufgeteilt, bei der die eine Gruppe aus Féllen mit
einer ZNS-Metastasierung, die andere Gruppe aus Fillen mit einer hepatischen
Metastasierung und die Kontrollgruppe aus Fillen ohne Metastasierung bestand. Das
Kollektiv A wurde mittels Pyrosequenzierung auf Mutationen in KRAS, NRAS und BRAF
untersucht sowie eine immunhistochemische Auswertung von CD133, B-Catenin, p53,
MLH1 und MSH2 durchgefiihrt. Beim Kollektiv B wurde die RNA-Expression von
EMILIN3, SV2B, MTA1, TMPRSS6, SMC3, ACVRIC und NFATS5, welche sich in zu dieser
Arbeit vorangegangenen Untersuchungen als potenziell relevante Biomarker
herauskristallisiert haben, mittels qPCR analysiert.

Dabei waren im Kollektiv A bei 52 von 82 (63,4%) Fillen mit einer pulmonalen
Metastasierung eine Mutation in KRAS, NRAS oder BRAF nachweisbar, was signifikant
hiufiger war als in der Kontrollgruppe (39 von 82 [47,6%]; p=0,04). In der Gruppe der
Lebermetastasen wiesen signifikant mehr Fille eine hohe CD133-Expression auf (25 von
82 [30,5%]) als in der Kontrollgruppe (12 von 82 [14,6%]; p=0,02). Beim direkten
Vergleich der Gruppe mit Lungenmetastasen mit der Lebermetastasen-Gruppe war die
Kombination aus MAP-Kinase-Mutation und starker B-Catenin-Expression hiufiger bei
den Fillen mit einer pulmonalen Metastasierung (23 von 82 [28,0%] vs. 11 von 82 [13,4%];
p=0,02). Im Kollektiv B war in der Gruppe mit ZNS-Metastasen NFATS5 mit einer relativen
RNA-Menge von 5,33x1072 (95%ClI: 2,76x1072-10,03x1072) stiirker exprimiert als in der
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Gruppe mit Lebermetastasen (3,00x1072 [95%CI: 1,32x1072-4,18x1072]) oder in der
Kontrollgruppe (1,78x1072 [95%CI: 1,26x1072-6,36x1072]; globales p=0,02). Zudem zeigte
sich eine signifikante Korrelation zwischen der Gruppe der ZNS-Metastasen und einer sehr
starken ACVRIC- und SMC3-Expression sowie den Kombinationen aus ACVRIC, SMC3
und NFATS5. Das gleichzeitige Auftreten einer starken NFATS5-, ACVRIC- und SMC3-
Expression fand sich ausschlieBlich in der Gruppe mit ZNS-Metastasen (5 von 15 [33,3%];
globales p=0,004).

Diese Arbeit zeigt, dass Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg und speziell die
Kombination aus MAP-Kinase-Mutation und Deregulation des Wnt/B-Catenin-
Signalweges mit der Metastasierung in die Lunge korrelieren. Eine starke Expression des
Stammzellmarkers CD133 korreliert mit der Metastasierung in die Leber. Fiir die
Metastasierung in das ZNS findet sich ein Zusammenhang mit der verstirkte RNA-
Expression von NFAT5, ACVRIC und SMC3. Diese Ergebnisse lassen auf die Existenz
mehrerer molekularer Subgruppen schlieBen, die sich in der Auspriagung verschiedener
Biomarker und in der Lokalisation der Metastasierung unterscheiden. Diese konnten einen
Einfluss auf die Risikostratifizierung fiir die Entstehung von Metastasen in der Leber,
Lunge und dem ZNS und damit auf das klinische Management von Patienten mit einem

kolorektalen Karzinom haben.
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Abstract (English)

Colorectal cancer is one of the most common tumour entities and causes of cancer death in
Germany. The occurrence of metastases leads to a strong reduction in patient’s survival.
Molecular alterations in various carcinogenic pathways seem to have an influence on the
formation of metastases. In this work, different metastatic patterns were analysed for a
specific distribution of molecular biomarkers.

To investigate this hypothesis, two case-control studies were conducted with two
independent collectives. Collective A consisted of 246 patients with colorectal cancer and
was divided into three equally sized groups, one group with only lung metastases, the other
group with only liver metastases and the control group with no metastases. Collective B
consisted of 45 patients with colorectal cancer and was also divided into three equally sized
groups, one group with brain metastases, the other one with hepatic metastases and the
control group with no metastases. Collective A was analysed for mutations in KRAS, NRAS
and BRAF using pyrosequencing and an immunohistochemical evaluation of CD133, j3-
catenin, p53, MLHI1 and MSH2 was performed. In collective B, the RNA expression of
EMILIN3, SV2B, MTAI, TMPRSS6, SMC3, ACVRIC and NFAT5, which emerged as
potentially relevant biomarkers in studies preceding this work, was investigated using
qPCR.

In collective A, 52 of 82 (63.4%) cases with pulmonary metastasis had a mutation in KRAS,
NRAS or BRAF, which was significantly more frequent than in the control group (39 of 82
[47.6%]; p=0.04). In the group with liver metastases, significantly more cases had high
CD133 expression (25 of 82 [30.5%]) than the control group (12 of 82 [14.6%]; p=0.02).
In a head-to-head comparison of the group with pulmonary metastases versus the group
with liver metastases, a combination of MAP-kinase mutation and strong [-catenin
expression was more frequent in the cases with pulmonary metastasis (23 of 82 [28.0%]
vs. 11 of 82 [13.4%]; p=0.02). In collective B, the group with brain metastases had a higher
expression of NFAT5 with a relative RNA quantity of 5.33x107 (95%CI: 2.76x107-
10.03x107?) than the group with liver metastases (3.00x1072 [95%CI: 1.32x1072-
4.18x1072]) or the control group (1.78x1072 [95%CI: 1.26x1072-6.36x1072]; global p=0.02).
In addition, there were significantly more cases with strong ACVRIC and SMC3 expression
and with combinations of ACVRIC, SMC3 and NFATY5 in the group with brain metastases.
The co-occurrence of strong NFATS5, ACVRIC and SMC3 expression was found
exclusively in the group with brain metastases (5 of 15 [33.3%]; global p=0.004).
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This work shows that mutations in the MAP-kinase pathway and specifically the
combination of MAP kinase mutation and deregulation of the Wnt/B-catenin pathway
correlate with metastasis to the lung. Strong expression of the stem cell marker CD133
correlates with metastasis to the liver. Furthermore, an increased RNA expression of
NFAT5, ACVRIC and SMC3 is associated with the formation of brain metastases. These
results suggest the existence of several molecular subgroups that differ in the expression of
various biomarkers and in the metastatic pattern. This could have an impact on the risk
stratification for the development of metastases to the liver, lung and brain and on the

clinical management of patients with colorectal cancer.
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1. Einleitung: Das kolorektale Karzinom

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das kolorektale Karzinom gehort zu den hiufigsten Krebserkrankungen in Deutschland.
So gab es im Jahr 2016 ca. 58.000 Neuerkrankungen. Damit liegt der Darm bei Frauen auf
dem zweiten und bei Minnern auf dem dritten Platz der hidufigsten Tumorlokalisationen.
Anders ausgedriickt bedeutet das, dass jeder 17. Mann und jede 20. Frau im Laufe ihres
Lebens die Diagnose ,,kolorektales Karzinom* erhilt. Gleichzeitig verstarben im Jahr 2016
in Deutschland ca. 25.000 Menschen an dieser Erkrankung, wodurch das kolorektale
Karzinom sowohl bei Minnern als auch bei Frauen die dritthidufigste Krebstodesursache
ist (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019, S. 17 und 38).

Weltweit finden sich sehr unterschiedliche Prédvalenzen fiir das kolorektale Karzinom.
Besonders in wirtschaftlich stirker entwickelten Landern findet sich ein erhohtes Auftreten
des kolorektalen Karzinoms, was auf einen starken Einfluss von Risikofaktoren auf die
Krebsentstehung schlieBen lisst (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2016, S. 28-29). So zeigt
sich beispielsweise bei Einwandererfamilien, die aus einem Land mit niedriger Inzidenz in
ein Land mit hoher Inzidenz migrieren, dass sich das Risiko der Nachkommen an einem
kolorektalen Karzinom zu erkranken an das Risiko der allgemeinen Bevdlkerung des
Einwanderungslandes in den nachfolgenden Generationen annéhert. Dementsprechend
handelt es sich beim kolorektalen Karzinom um eine Tumorentitit, deren Entstehung stark
von dufleren Faktoren beeinflusst wird (Haggar et al. 2009).

Zu den Risikofaktoren des kolorektalen Karzinoms zidhlen neben erblichen Faktoren,
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und einem Alter iiber 50 Jahren vor allem
Ubergewicht, Bewegungsmangel, ballaststoffarme Ernihrung, Verzehr von rotem Fleisch,
Alkohol- und Tabakkonsum (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019, S. 38). Bei diesen
modifizierbaren = Risikofaktoren = handelt es sich um  Lebensstil- und
Erndhrungsgewohnheiten, die in der Allgemeinbevilkerung sehr weit verbreitet sind
(Robert-Koch-Institut 2016, S. 14-15 und 18-19). Daraus lésst sich schlieBen, dass eine
Grof3zahl aller Erwachsenen mindestens einen Risikofaktor besitzt und damit potenziell zu
der Risikogruppe fiir die Entstehung des kolorektalen Karzinoms gehort.
Zusammenfassend zeigt sich, dass das kolorektale Karzinom aufgrund seiner hohen
Inzidenz und Mortalitit sowie aufgrund seiner haufig verkommenen Risikofaktoren von

sehr hoher Relevanz fiir die Gesundheit der Gesamtbevolkerung ist.
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1.2 Metastasierung

Obwohl das kolorektale Karzinom zu den héufigsten Tumorlokalisationen und
Krebstodesursachen gehort, hat es generell eine potenziell bessere Prognose im Vergleich
zu anderen Tumorentititen. Bei der Betrachtung des Uberlebens in Abhiingigkeit vom
UICC Stadium liegt das 5-Jahres-Uberleben im Stadium I bei ca. 90% und im Stadium III
bei ca. 66%. Dies fillt jedoch stark im Stadium I'V beim Auftreten einer Fernmetastase ab.
Hier liegt das relative 5-Jahres-Uberleben nur noch bei ca. 14% (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten 2019, S. 40). Die Organmetastasierung stellt beim kolorektalen
Karzinom einen der wichtigsten Prognosefaktoren dar (Qiu et al. 2015). Dieser Effekt ist
besonders schwerwiegend, da bei ca. 20% der Patienten bereits bei Diagnosestellung eine
synchrone Metastasierung vorliegt (Van der Geest et al. 2015) und ca. die Hilfte aller
Patienten im Laufe der Erkrankung eine metachrone Fernmetastasierung entwickeln (Van
Cutsem et al. 2014).

Im Allgemeinen erfolgt der Prozess zur Entstehung von Metastasen in mehreren Schritten.
Er beginnt mit dem Loslosen einzelner Tumorzellen vom Primarius und dem Eintritt dieser
Zellen in entweder das Blut- oder LymphgefdBsystem. Darauf folgt das Anhaften der
Zellen an das Gewebe eines anderen Organs und schlieBlich muss die neu gebildete
Metastase Wachstum und die Bildung einer eigenen Gefaversorgung im neuen Organ
initiieren. Fiir die Organspezifitit der Metastasierung geht man zum einen davon aus, dass
Metastasen in den Organen gebildet werden, die ein passendes Mikromilieu besitzen. Zum
anderen hingt die Spezifitidt auch von mechanischen Faktoren ab wie dem Verlauf des
Blut- und Lymphgefalsystems (Chambers et al. 2002).

Die haufigsten Lokalisationen der Organmetastasen beim kolorektalen Karzinom sind die
Leber und die Lunge. Die Studie von Holch et al. 2017 hat bei dem untersuchten Kollektiv
(bestehend aus Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom) gezeigt, dass
ca. 70% der Metastasen in der Leber und ca. 24% in der Lunge lokalisiert waren. Seltene
Lokalisationen, wie Knochen und ZNS, traten nur in 4% bzw. 2% der Fille auf (Holch et
al. 2017). Im Folgenden werden einige Eigenschaften der hepatischen, pulmonalen und
ZNS-Metastasierung beschrieben:

Hepatische Metastasierung:

Grundsitzlich werden die anatomischen Verhiltnisse dafiir verantwortlich gemacht, dass
die haufigste Metastasenlokalisation des kolorektalen Karzinoms die Leber ist. Da der
venose Abfluss des gesamten Kolons und die oberen Anteile des Rektums iiber das

Portalvenensystem zur Leber verlaufen (Aumiiller 2010, S. 639 und 647), erhoht das die
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Wahrscheinlichkeit fiir Lebermetastasen (Jin et al. 2012). Bei der Betrachtung des
Erkrankungsverlaufs bei Patienten mit Lebermetastasen sieht man, dass diese beim
kolorektalen Karzinom haufiger synchron als metachron entstehen und dass diese sich auch
etwas hdufiger beim Kolon- als beim Rektumkarzinom finden lassen (Holch et al. 2017).
Eine synchrone Metastasierung gilt als ein negativer prognostischer Faktor. So haben
Patienten mit synchronen Metastasen ein geringeres 5-Jahres-Uberleben als Patienten mit
einer metachronen Metastasierung (Ghiringhelli et al. 2014). Das Auftreten von
Metastasen in der Leber an sich ist ebenfalls ein negativer prognostischer Faktor fiir
Patienten mit kolorektalem Karzinom. So ist das mediane Uberleben von Patienten mit
Lebermetastasen geringer als das mediane Uberleben von Patienten mit einer alleinigen
pulmonalen Metastasierung (Prasanna et al. 2018).

Pulmonale Metastasierung:

Die Metastasierung in die Lunge entsteht im Gegensatz zu der Leber etwas hiufiger
metachron als synchron. Es handelt sich somit um eine Progression der Erkrankung, die
meist erst im spiteren Verlauf stattfindet (Holch et al. 2017). Die pulmonale
Metastasierung hat von allen Lokalisationen das beste mediane Uberleben (Prasanna et al.
2018). AuBerdem finden sich pulmonale Metastasen hiufiger beim Rektumkarzinom als
beim Kolonkarzinom (Qiu et al. 2015). Im Allgemeinen wird der Verlauf der Blutgefie
als Ursache hierfiir angesehen. Der venose Abfluss des mittleren und unteren Abschnitts
des Rektums findet iiber Aste der Venae iliacae in die Vena cava inferior statt, wodurch
die Leber umgangen wird (Aumiiller 2010, S. 647).

ZNS-Metastasierung:

Die seltene Metastasierung in das ZNS verhilt sich anders als die bisher genannten. So
findet diese in der Regel im sehr spédten Krankheitsverlauf statt. Metastasen im ZNS treten
ca. 24 bis 29 Monate nach der Erstdiagnose des Primirtumors auf (Damiens et al. 2012;
Michl et al. 2015). Die solitire Metastasierung in das ZNS ohne zusitzlichen
extrazerebralen Befall ist dabei selten. Es bestehen meist vorher schon Leber- und/oder
Lungenmetastasen. Die Lunge ist dabei noch hiufiger betroffen (Michl et al. 2015;
Damiens et al. 2012; Kye et al. 2012; Farnell et al. 1996) und der Primarius befindet sich
hiufiger im Rektum als im Kolon (Michl et al. 2015; Damiens et al. 2012; Tan et al. 2009).
Zudem weisen Patienten mit kolorektalem Karzinom und ZNS-Metastasen mit ca. 2-6
Monaten das kiirzeste mediane Uberleben von allen Metastasenlokalisationen auf (Michl

et al. 2015; Prasanna et al. 2018).
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1.3 Therapie und Nachsorge

Im Folgenden wird grob auf die Therapie und die Nachsorge des metastasierten
kolorektalen Karzinoms eingegangen. Die Entscheidung fiir den entsprechenden
Therapieweg ist analog der aktuellen S3-Leitlinie von mehreren Faktoren abhéngig. Dabei
hat neben dem Allgemeinzustand des Patienten und der Ausdehnung der Erkrankung auch
die Molekularbiologie des Tumors einen groBen Einfluss auf die Therapiewahl. Bei
Patienten mit einem guten Allgemeinzustand, einer primér resektablen Erkrankung und
prognostisch giinstigen Faktoren sollte eine Operation der Metastase angestrebt werden.
(AWMF 2019, S. 183-184 und 191-194). So spielen beispielsweise fiir die Einschitzung
der Resektabilitit von Lebermetastasen zum einen technische Faktoren und zum anderen
prognostische Faktoren eine Rolle, wie die Grofle und die Anzahl der Lebermetastasen
(Fong et al. 1999; Van Cutsem et al. 2016, S. 1395 - 1396).

Wenn die Resektion der Metastase nicht moglich ist, wird eine systemische Therapie mit
dem Ziel einer maximalen Tumorreduktion empfohlen. Dabei ist die Wahl der Therapie
von der Molekularbiologie des Tumors abhédngig. Hierfiir stehen Chemotherapie-
Doubletten wie FOLFOX, FOLFIRI oder CAPOX mit oder ohne Bevacizumab als
Therapiemoglichkeiten zur Verfiigung. Die Hinzunahme eines anti-EGFR-Antikorpers wie
Cetuximab oder Panitumumab ist von dem RAS-Status abhédngig. Zudem sollte beim
Vorliegen einer BRAF-Mutation eine sehr effektive Chemotherapie wie beispielsweise die
Chemotherapie-Triplette FOLFOXIRI verwendet werden. Dariiber hinaus gibt es Hinweise
darauf, dass die Patienten beim Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitit von einer
Therapie mit Immun-Checkpointinhibitoren profitieren. Jedoch ist dieser Therapieweg
noch nicht Teil der S3-Leitlinie (AWMEF 2019, S. 198-216).

Wihrend sich die Nachsorge bei Patienten im UICC Stadium I auf die Koloskopie
beschrinkt, erstreckt sie sich bei Patienten im UICC Stadium II oder I1I standardmifig auf
5 Jahre und besteht aus der regelméfBigen Durchfithrung einer Anamnese mit korperlicher
Untersuchung, einer CEA-Bestimmung, einer Koloskopie, einer Abdomensonografie und
bei Rektumkarzinomen einer CT-Untersuchung, einem Rontgen vom Thorax und eventuell
einer Sigmoidoskopie. Eine konsequente Nachsorge ist essentiell, da Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom in den 5 Jahren nach ihrer Therapie ein erhohtes Risiko fiir ein

Rezidiv und fiir die Bildung von Fernmetastasen haben (AWMF 2019, S. 231 und 235).
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1.4 Molekulare Alterationen kanzerogener Signalwege

1.4.1 Karzinogenesewege und epithelial-mesenchymale Transition

Die Entstehung von kolorektalen Karzinomen kann auf verschiedenen
Karzinogenesewegen ablaufen. Dabei ist die Adenom-Karzinom-Sequenz die haufigste
Form, bei der ein benignes Adenom durch das Anhdufen mehrerer molekularer
Alterationen in ein malignes Karzinom transformiert wird. Eine Verdnderung im APC-Gen
und die dadurch anschlieBende Aktivierung des WNT/B-Catenin-Signalweges ist meist fiir
die [Initilerung dieses Karzinogeneseweges verantwortlich. Weitere molekulare
Veridnderungen, die sich hiufig im Verlauf dieses Prozesses anhdufen, sind unter anderem
Mutationen in RAS und 7P53. Ein weiterer Entstehungsweg fiir das kolorektale Karzinom
ist die serratierte Karzinogenese. Hierbei sind sessil serratierte Adenome die
Vorlduferldasionen und auf molekularer Ebene finden sich hidufiger Mutationen in BRAF
und eine Mikrosatelliteninstabilitit als in der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz
(Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2017, S. 276; Kirchner et al. 2018, S. 403-405).

Fiir die Entstehung von Metastasen ist die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ein
wichtiger Prozess. Die EMT beschreibt einen zelluldiren Vorgang, bei der sich eine
eigentlich polare und mit der Basalmembran verbundene Epithelzelle durch verschiedene
biochemische Verinderungen in eine Zelle mit einem mesenchymalen Phénotyp
entwickelt. Dadurch erhilt die Zelle die Fahigkeiten zur Migration und Invasion (Kalluri
et al. 2009). Auf zelluldrer Ebene kommt es bei der EMT zu einer verringerten Expression
von Oberfldchenproteinen und Bestandteilen des Zytoskeletts wie E-Cadherin, Claudine,
Occludine und Zytokeratine und zu einer verstirkten Expression von mesenchymalen
Biomarkern (Zeisberg et al. 2009; Tripathi et al. 2018). Speziell die Expression von
E-Cadherin wird von mehreren zelluldren Proteinen beeinflusst. Dazu zédhlen die
Transkriptionsfaktoren TWIST, SNAIL und ZEB, die direkt E-Cadherin
herunterregulieren und gleichzeitig die Expression mesenchymaler Biomarker wie
Fibronectin, N-Cadherin and Vimentin steigern konnen (Georgakopoulos-Soares et al.
2020). Die EMT findet sich in physiologischen Prozessen wie bei der
Embryonalentwicklung und der Gewebsheilung. Es hat sich jedoch gezeigt, dass sich die
EMT auch in neoplastischen Zellen finden ldsst, ausgelost durch genetische und
epigenetische Alterationen in Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen. Es ist davon
auszugehen, dass die EMT ein relevanter Schritt fiir die Bildung von Metastasen ist (Kalluri

et al. 2009).
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1.4.2 MAP-Kinase-Signalweg

Sowohl bei der Karzinogenese als auch bei der Metastasenbildung spielen mehrere
Biomarker eine wichtige Rolle. Zu diesen Biomarkern zdhlen auch Verdnderungen im
MAP-Kinase-Signalweg. Allgemein beginnt dieser mit einer Bindung eines extrazelluldren
Liganden an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Kierszenbaum 2019, S. 108). Dadurch kann durch
GTP-Austauschfaktoren das GDP am RAS-Protein entfernt werden und durch ein GTP
ersetzt werden, wodurch RAS nun in seiner aktiven Form vorliegt. Die Inaktivierung des
RAS-Proteins erfolgt wiederum durch eine Hydrolyse des GTPs zu GDP, was zum einen
durch eine eigene GTPase-Aktivitdt von RAS geschieht und zum anderen durch GTPase
aktivierende Proteine verstirkt wird (Pantsar 2020). AnschlieBend folgt eine Kaskade, bei
der nacheinander RAF, MEK und die MAP-Kinase aktiviert werden. Diese kann selbst
wiederum verschiedene Transkriptionsfaktoren aktivieren, welche das Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und die Proliferation regulieren (Kierszenbaum 2019, S. 108). So wird
beispielsweise auch die Expression der Transkriptionsfaktoren TWIST, SNAIL und ZEB
vom MAP-Kinase-Signalweg reguliert, wodurch dieser auch einen Einfluss auf die EMT
hat (Tripathi et al. 2018).

Veridnderungen im MAP-Kinase-Signalweg gehoren zu den héufigsten Alterationen in
neoplastischen Zellen. So haben ca. 27% aller Tumore des Menschen eine Mutation im
RAS-Gen. Dabei sind in der RAS-Proteinfamilie am héaufigsten Mutationen in KRAS und
am zweithdufigsten in NRAS zu finden. HRAS ist nur sehr selten betroffen (Hobbs et al.
2016). Innerhalb der Gene von KRAS und NRAS finden sich die hdufigsten Mutationen im
Codon 12 und 13 des Exons 2 (Li et al. 2020). Aber es gibt auch seltenere Lokalisationen
wie im Codon 61 des Exons 3 und im Codon 117 und 146 des Exons 4 (Stolze et al. 2015).
Besonders die Mutationen im Codon 12, 13 und 61 fiihren zu einer Beeintrachtigung der
intrinsischen und durch GTPase aktivierende Proteine verstiarkten Hydrolyse des GTP,
wodurch das RAS dauerhaft aktiv bleibt (Lu et al. 2016).

In der RAF-Proteinfamilie finden sich beim kolorektalen Karzinom vor allem Mutationen
im BRAF. So weisen ca. 10% der Patienten mit einem metastasierten, kolorektalen
Karzinom hier eine Mutation auf. Im Codon 600 des Exons 15 finden sich die meisten
BRAF-Mutationen und dabei handelt es sich vor allem um V600E-Mutationen. V600 ist in
seiner physiologischen Form dafiir zustindig, dass RAF ohne die Aktivierung durch RAS
inaktiv bleibt. Eine Mutation fiihrt zu einer dauerhaften Aktivierung von RAF (Li et al.
2020).
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Einige Studien verweisen auf einen Zusammenhang zwischen Mutationen in KRAS, NRAS
und BRAF und einer schlechteren Prognose der Patienten. So zeigte die Studie von Modest
et al. 2016 bei Patienten mit Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg ein verringertes
Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben (Modest et al. 2016). Die Studie von
Tsilimigras et al. 2018 wies eine Korrelation zwischen einer Verringerung des generellen
und rezidivfreien Uberlebens und dem Vorhandensein von KRAS- und BRAF-Mutationen
speziell beim hepatisch metastasierten kolorektalen Karzinom nach (Tsilimigras et al.
2018). Neben dem moglichen prognostischen Einfluss dieser Marker zeigt sich auch, dass
eine Mutation in KRAS, NRAS oder BRAF Einfluss auf die Lokalisation der Metastasierung
haben kann. So findet sich eine Mutation in diesen Genen hidufiger bei Patienten mit

Metastasen in der Lunge oder im ZNS (Tie et al. 2011).

1.4.3 B-Catenin

Der Biomarker B-Catenin ist Teil des WNT-Signalweges. Hierbei spielt vor allem die
intrazelluldre Protein-Kinase GSK-3 eine zentrale Rolle. Im Grundzustand ist diese
dauerhaft aktiv, wodurch sich das Protein Axin binden kann, an dem wiederum APC und
B-Catenin gebunden sind, und wodurch GSK-3 B-Catenin phosphorylieren kann. Dadurch
wird B-Catenin von Proteasomen abgebaut und die B-Catenin-Konzentration innerhalb der
Zelle bleibt konstant niedrig. Die Bindung von WNT an seinen Rezeptor fiihrt zu einer
Inhibition von GSK-3, die Phosphorylierung von [B-Catenin bleibt aus und dessen
Konzentration steigt. Nun kann das B-Catenin zusammen mit dem Transkriptionsfaktor
TCF/LEF-1 verschiedene Gene regulieren, die fiir das Zellwachstum zustindig sind, wie
beispielsweise c-myc. Bei einem Ausfall des APC-Proteins kann B-Catenin nicht inaktiviert
werden, wodurch es ebenfalls zu einem Anstieg der Konzentration kommt (Doenecke
2005, S. 506-507 und S. 755).

Eine hohe B-Catenin-Expression und das Vorhandensein von B-Catenin im Zellkern fiihrt
zu einer erhohten Zellproliferation und kann Teil der Tumorgenese sein (Shang et al. 2017).
Neben dem Einfluss des WNT-Signalweges auf das Zellwachstum kann dieser auch im
Zusammenhang mit einer moglichen EMT stehen. So hat sich gezeigt, dass der zusammen
mit B-Catenin wirkende Transkriptionsfaktor LEF-1 eine EMT auslésen kann (Kim et al.
2002). Bei Patienten mit einem sporadischen kolorektalen Karzinom finden sich sehr
hiufig Verdnderungen bei Proteinen des WNT-Signalweges vor allem beim APC. Dies
wird als frithes Ereignis in der Entstehung des kolorektalen Karzinoms gesehen (Cheng et

al. 2019). Die Auswirkung einer hohen nukledren B-Catenin-Expression auf die Prognose



1. Einleitung: Das kolorektale Karzinom 23

der Patienten ist nicht komplett eindeutig. Einige Studien zeigen, dass eine hohe Expression
von B-Catenin im Zellkern mit einem schlechteren Uberleben korreliert (Lugli et al. 2007;
Yoshida et al. 2015). Aber es finden sich auch andere Untersuchungen, die diese

Korrelation nicht aufzeigen (Chung et al. 2001; Wanitsuwan et al. 2008).

144 CD133

Ein weiterer relevanter Biomarker ist das CD133. CD133 ist ein transmembranes Protein,
welches als Marker fiir Tumorzellen verwendet wird, die die Fihigkeiten einer Stammzelle
besitzen (Horst et al. 2008). Nach dem sogenannten CSC-Modell ist das Tumorgewebe
hierarchisch aufgebaut und an oberster Stelle dieser Hierarchie ist eine kleine
Zellpopulation, die in ihren FEigenschaften normalen Stammzellen dhnelt. Diese
Tumorstammzellen sind nach dem CSC-Modell fiir die Aufrechterhaltung der
Zellpopulation und damit des Tumors selbst verantwortlich (Kim et al. 2017). Fiir diese
stammzelldhnlichen Zellen hat sich gezeigt, dass sie eine starke Expression von CD133
aufweisen und speziell auch beim kolorektalen Karzinom eine Rolle spielen (Ricci-Vitiani
et al. 2007). Neben der Relevanz von CD133 als Stammzellmarker wird fiir CD133 auch
angenommen, dass es sich um einen Prognosefaktor des kolorektalen Karzinoms handelt.
Bei starker Expression von CD133 zeigt sich eine Verringerung des 5- und 10-Jahres-
Uberlebens der Patienten (Horst et al. 2008). Zudem finden sich bei einer starken CD133-
Expression haufiger Fernmetastasen als bei einer niedrigen Expression (Neumann et al.

2012).

1.4.5 pS3

Zu den klassischen Alterationen beim kolorektalen Karzinom zihlen auch Verianderungen
im p53. Mehr als die Hilfte aller Tumore, die beim Menschen vorkommen, weisen eine
Mutation im entsprechenden Gen von p53 auf. Grundsitzlich wird pS3 durch seine
Bindung an den Faktor MDM?2 dauerhaft von Proteasomen abgebaut und dessen
Konzentration in der Zelle konstant niedrig gehalten (Doenecke 2005, S. 754). Beim
Auftreten von DNA-Schidigungen wird die Bindung zwischen p53 und MDM?2 gehemmt
und damit der Abbau von p53 verhindert. Durch die Anhdufung von p53 kommt es nun zu
einem Stoppen des Zellzyklus in der G1-Phase unter anderem durch die Aktivierung von
p21. Dadurch soll die Zelle die Moglichkeit bekommen die Schiden in der DNA zu
reparieren, bevor sie in die S-Phase iibergeht. Au3erdem kann p53 unter anderem durch

die Aktivierung der Bcl-2-Proteinfamilie die Apoptose der Zelle auslésen. Aufgrund dieser
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Funktionen wird p53 zu den Tumorsuppressoren gezihlt (Zilfou und Lowe 2009).
Karzinome mit Verdanderungen im p53 zeigen héufiger eine lymphatische oder vaskulére
Invasion, eine hohere Resistenz gegeniiber Chemotherapien und sie korrelieren mit einem

schlechteren Uberleben (Li und Zhou et al. 2015).

1.4.6 Mismatch-Reparatur-Gene

Eine weitere relevante, pathologische Alteration in Zellen des kolorektalen Karzinoms sind
Mutationen in den Mismatch-Reparatur-Genen. Die Aufgabe der Mismatch-Reparatur-
Gene ist die Korrektur von Basenfehlpaarungen und kleinere Insertionen der DNA
(Murken 2006, S. 86). Beim Auftreten von Mutationen in diesen Genen kommt es zu einer
Anhidufung von Replikationsfehlern, wozu auch die Mikrosatelliteninstabilitit gehort, also
eine Variabilitit in der Lange von kurzen, repetitiven Basensequenzen in der DNA. Eine
Mikrosatelliteninstabilitit tritt sehr hiufig bei erblich bedingten Formen des kolorektalen
Karzinoms auf, aber auch bei sporadischen Fillen (Xiao and Freeman 2015). Die
Mismatch-Reparatur-Gene MLHI und MSH?2 sind dabei am hdufigsten betroffen. Beim
kolorektalen Karzinom finden sich Ausfille von MLH1 oder MSH?2 héaufiger bei Tumoren
der rechten Kolonseite und Patienten mit einem MLH1- oder MSH2-Verlust weisen auch

ein besseres Gesamtiiberleben auf (Wang et al. 2019).

1.4.7 Weitere Biomarker

Neben den bisher genannten, etablierten und gut untersuchten Biomarkern gibt es auch
weitere Faktoren, die Einfluss auf die Karzinogenese und Metastasenbildung haben
konnten, iiber deren Rolle beim kolorektalen Karzinom es aber bisher nur wenige Studien
gibt. In Vorarbeiten zu dieser Arbeit haben sich die Biomarker EMILIN3, SV2B, MTAI,
TMPRSS6, SMC3, ACVRIC und NFAT5 als solche potenziellen Kandidaten
herauskristallisiert.

Das Protein EMILIN3 gehort zur EMILIN-Familie. Deren Funktion liegt vor allem darin,
dass sie Bestandteil der extrazellularen Matrix sind. Es werden jedoch auch
Wechselwirkungen mit Proteinen wie TGF-f beschrieben. Speziell zum EMILIN3 ist nur
wenig bekannt. Im Tiermodell hat sich gezeigt, dass es vor allem wihrend der
Embryogenese im mesenchymalen Gewebe aufzufinden ist. Im Erwachsenenstadium
nimmt die Expression jedoch stark ab (Schiavinato et al. 2012).

Ein weiteres, moglicherweise relevantes Protein ist das SV2B, welches Teil der SV2-

Familie ist. Dabei handelt es sich um synaptische Vesikel-Proteine, die vor allem im ZNS
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exprimiert werden (Bajjalieh et al. 1993). Es ist davon auszugehen, dass die Funktion dieser
Proteine vor allem die Regulation der Exozytose der synaptischen Vesikel und damit die
Freisetzung der Neurotransmitter umfasst (Nowack et al. 2010).

Das Protein MTA1 befindet sich hauptsdchlich im Zellkern und es besitzt eine sehr
weitliufige Funktion. Uber viele Gene und Proteine hat es Einfluss auf Zellwachstum,
DNA-Reparatur, Angiogenese und in Tumorzellen auch auf Invasion und Metastasierung
(Sen et al. 2014).

Bei dem Protein TMPRSS6 handelt es sich um eine transmembrane Serin-Protease, die
hauptsichlich in der Leber exprimiert wird. Es ist bekannt, dass das TMPRSS6 einen
Einfluss auf den Eisenstoffwechsel aufgrund seiner regulatorischen Funktion auf Hepcidin
hat (Dion et al. 2018).

Das Protein SMC3 ist im Zellkern Teil des Cohesin-Komplexes, wodurch es relevant fiir
die Kohision und die Trennung der Schwesterchromatiden wihrend der Mitose ist
(Ghiselli et al. 2003). Im Allgemeinen findet sich im kolorektalen Karzinom eine vermehrte
SMC3-Expression. Es hat sich gezeigt, dass eine Uberexpression von SMC3 zu einer
vermehrten Zelltransformation und -wachstum fiihrt (Ghiselli und Iozzo 2000). Au3erdem
gibt es Hinweise, dass SMC3 zu einer verstirkten Aktivierung von -Catenin fiithren kann,
wodurch es ebenfalls Einfluss auf die Tumorgenese und Metastasierung haben konnte
(Ghiselli et al. 2003).

Beim ACVRIC (auch ALK7 genannt) handelt es sich um eine Typ I Rezeptor
Serin/Threoninkinase, die Teil des TGF-B-Signalweges ist. Nach Bindung eines Mitglieds
der TGF-B-Liganden an die transmembranen Typ [ und II Rezeptor Serin/Threoninkinasen
kommt es zur Aktivierung der Smad-Proteine (Bondestam et al. 2001). Diese wirken als
Transkriptionsfaktoren und fiithren unter anderem zu einer verminderten Zellproliferation,
wodurch sie Einfluss auf die Karzinogenese haben (Shi und Massagué 2003). Zu den
Organen, die am meisten mRNA von ACVRIC exprimieren, zidhlen das Gehirn, das Kolon
und der Pankreas (Bondestam et al. 2001). Uber die Auswirkungen einer Uberexpression
von ACVRIC ist die Studienlage nicht eindeutig. Wahrend viele Studien (beispielsweise
zu Gallenblasen-, Brust- und Ovarialkarzinomen) zeigen, dass die Expression von
ACVRIC mit einer besseren Prognose korreliert (Loomans und Andl 2016), existieren auch
Studien zum Retinoblastom, die einen Zusammenhang zwischen einer erhohten Expression
von ACVRIC und einer verstirkten Invasion finden (Asnaghi et al. 2019).

SchlieBlich ist noch das NFATS zu nennen. Die urspriinglich nachgewiesene Funktion des

Proteins NFATS war der Schutz der Zelle vor Hyperosmolaritit, welche zu einem
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Schrumpfen der Zelle und zur Apoptose fithren kann. Bei einer Erhohung der Osmolaritét
innerhalb der Zelle kommt es unter anderem zu einer Aktivierung von NFATS sowie zu
dessen verstirkten Transkription und Translokation in den Zellkern. Dabei wirkt es als
Transkriptionsfaktor fiir verschiedene Transporterproteine und Enzyme, die zu einer
erhohten Konzentration organischer Osmolyte in der Zelle fithren. Dadurch wird ein intra-
und extrazellulidres Gleichgewicht erreicht. Diese Funktion des NFATS ist physiologisch
in der Niere sowie in lymphatischen Organen nachweisbar, wo grundsitzlich eine erhohte
Osmolaritdt im Interstitium herrscht. Eine Hyperosmolaritét findet sich jedoch auch bei
einer lokalen oder systemischen Entziindungsreaktion, weshalb NFATS5 hierauf ebenfalls
Einfluss haben konnte. Zudem hat sich aber auch gezeigt, dass NFATS mehrere Gene
regulieren kann, die nicht direkt im Zusammenhang mit der Anpassung an osmotischen
Stress stehen (Neuhofer 2010). So gibt es Hinweise, dass in Tumorzellen die Aktivitdt von
NFATS mit einer erhohten Invasion, Zellmigration und Metastasierung korreliert (Jauliac

et al. 2002).

1.5 Fragestellung

Wie bisher aufgezeigt, handelt es sich beim kolorektalen Karzinom um eine Erkrankung,
die aufgrund ihrer hohen Inzidenz und ihrer weit verbreiteten Risikofaktoren besonders
relevant ist. Gleichzeitig gehort zu den wichtigsten Prognosefaktoren das Vorhandensein
von Metastasen, welche das Uberleben eines Patienten sehr stark reduzieren. Jedoch
verhilt sich der klinische Verlauf bei Metastasen in verschiedenen Organen anders.
Zusitzlich ist auch eine Vielzahl von Biomarkern bekannt, die einen Einfluss auf die
Tumorgenese, die Metastasierung und auf die Auswahl der Therapie haben konnen. Es
liegt also beim kolorektalen Karzinom eine starke Heterogenitdt sowohl im Verlauf der
Erkrankung als auch in der Auspriagung der Biomarker vor. Das Ziel dieser Arbeit ist die
Analyse der Metastasenlokalisationen Lunge, Leber und ZNS auf die Expression
verschiedener Biomarker. Dadurch konnen Hinweise auf die Existenz molekularer
Subgruppen mit speziellen klinischen Verlaufen gewonnen werden. Hierzu wird in zwei
Kollektiven untersucht, ob es eine spezifische Verteilung von Mutationen im MAP-Kinase-
Signalweg und ein spezielles immunhistochemisches Ausprigungsmuster von CD133,
p53, B-Catenin, MLH1 und MSH2 bei der hepatischen und pulmonalen Metastasierung des
kolorektalen Karzinoms sowie ein charakteristisches RNA-Expressionsmuster fiir die
Gene EMILIN3, SV2B, NFATS5, MTAI, SMC3, ACVRIC und TMPRSS6 bei der

Metastasierung in das zentrale Nervensystem gibt.
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2. Material und Methoden

2.1 Die untersuchten Patientenkollektive

Kollektiv A:

Fiir die Untersuchung dieser Hypothese werden zwei unabhingige Kollektive erstellt und
jeweils als eine Fall-Kontroll-Studie designt. Das erste Kollektiv A besteht aus 246
Patienten mit einem histologisch nachgewiesenen kolorektalen Karzinom, die in drei gleich
grofle Gruppen unterteilt sind. Die erste Gruppe PUL besteht aus Patienten mit einer
nachgewiesenen Metastasierung in die Lunge. In der zweiten Gruppe HEP befinden sich
ausschlieBlich Patienten mit einem kolorektalem Karzinom, das hepatisch metastasiert ist,
und in der Kontrollgruppe MO befinden sich nur Patienten, die innerhalb eines Zeitraums
von fiinf Jahren keine Metastasierung aufgewiesen haben. Die Metastasen der PUL- und
HEP-Gruppe sind entweder histologisch oder radiologisch nachgewiesenen worden und es
wurden sowohl synchrone als auch metachrone Metastasen in dieser Studie eingeschlossen.
Bei allen Patienten des Kollektivs A wurde die Diagnose im Pathologischen Institut der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen gestellt und mithilfe der Datenbanken des
Tumorregisters Miinchen ausgewdhlt. Félle mit Zweitmalignomen wurden ausgeschlossen.
Die einzelnen Gruppen innerhalb des Kollektivs A werden zueinander nach ihrer pT-
Kategorie, Grading und der Kolonseite des Primértumors gematcht. Das Kollektiv A wird
herangezogen zur Mutationsanalyse im MAP-Kinase-Signalweg und zur Untersuchung der
immunhistochemischen Auspriagung von CD133, p53, B-Catenin, MLH1 und MSH2 bei
einer pulmonalen und hepatischen Metastasierung im Vergleich zueinander und zur
Kontrollgruppe (Michl et al. 2021). Es wird keine RNA-Expressionsanalyse an dem
Kollektiv A durchgefiihrt, da die Vorarbeiten zu dieser Arbeit einen moglichen Einfluss
der dabei untersuchten Gene speziell auf die Metastasierung in das ZNS gezeigt haben.
Kollektiv B:

Das zweite Kollektiv B besteht aus 45 Patienten mit einem histologisch nachgewiesenen
kolorektalen Karzinom, die ebenfalls in drei gleich groe Gruppen unterteilt sind. Hier
setzt sich die Gruppe BRA aus Patienten zusammen, die im Laufe ihrer Erkrankung
Metastasen im ZNS aufwiesen. Die Gruppe HEP ist charakterisiert durch eine hepatische
Metastasierung und die Kontrollgruppe MO sind wiederum Patienten, bei denen keine
Metastasen innerhalb von fiinf Jahren aufgetreten sind. Der Nachweis der Metastasen in
der BRA- und HEP-Gruppe erfolgte entweder histologisch oder radiologisch. Die
Diagnosestellung der Fille des Kollektivs B ist durch das Pathologische Institut der
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Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen und die Auswahl der Fille ist mittels der
Datenbanken des Tumorregisters Miinchen erfolgt. Zweitmalignome waren ein
Ausschlusskriterium fiir die Félle. Die drei Gruppen des Kollektivs B werden zueinander
nach ihrer pT-Kategorie, pN-Kategorie, Grading, Kolonseite des Primirtumors, der
genauen Lokalisation des Primarius und nach dem Geschlecht gematcht. Aufgrund der
Seltenheit der ZNS-Metastasen war es nicht moglich, das Kollektiv A um eine
ausreichende Anzahl von passenden Patienten mit ZNS-Metastasen zu erweitern, sondern
es musste ein zweites, unabhingiges Kollektiv B erstellt werden. Das Kollektiv B wird zur
Analyse der RNA-Expression der Gene EMILIN3, SV2B, NFATS5, MTAI, SMC3, ACVRIC
und TMPRSS6 von kolorektalen Karzinomen, die in das ZNS metastasiert sind, im
Vergleich zu hepatisch metastasierten und nicht-metastasierten kolorektalen Karzinomen
herangezogen. Es wird keine Mutationsanalyse und immunhistochemische Auswertung
beim Kollektiv B durchgefiihrt, da die dabei untersuchten Biomarker hiufig beim
kolorektalen Karzinom nachweisbar sind und dadurch lediglich ein prozentualer
Unterschied der verschiedenen Gruppen bei der Auspriagung dieser Biomarker zu erwarten
ist. Somit wiirden sich bei der geringen Fallzahl des Kollektivs B von 15 Féllen pro Gruppe

keine signifikanten Ergebnisse finden lassen.

2.2 Mutationsanalyse

2.2.1 DNA-Isolation

Der erste Schritt der DNA-Isolation ist die Entparaffinierung. Hierzu inkubieren
Leerschnitte der Fille auf Firbegestellen nacheinander drei Mal in Xylol (reinst) und drei
Mal in Ethanol (absolut) fiir jeweils 5 Minuten, was einer Vereinfachung des
Entparaffinierungsprotokolls fiir immunhistochemische Fiarbungen entspricht (Nagy 2008,
S. 191). Ein mit dem Tumorareal eingezeichneter HE-Schnitt wird als Vorlage fiir die
entparaffinierten Leerschnitte verwendet. Das markierte Areal wird mittels eines Skalpells
abgekratzt und das Gewebe wird in ein Eppendorf Safe-Lock Tube 0,5 ml gegeben (Van
Cutsem et al. 2016, S. 1388).

Fiir die weiteren Schritte wird das QIAamp® DNA Micro Kit verwendet. Mittels eines
Vortexmischers werden 15ul des ATL-Buffer und 10ul der Proteinase K vermischt und zu
dem Gewebe in das 0,5ml-Reaktionsgefdl gegeben. Das Reaktionsgefdl wird kurz mit
einer Tischzentrifuge zentrifugiert und anschlieBend in einem Eppendorf ThermoMixer®
0,5ml fiir 3 Stunden bei 56° C inkubiert. Nach der Inkubation werden 25ul des ATL-Buffer,
50ul des AL-Buffer und 50ul Ethanol (absolut) hinzugefiigt und anschlieBend fiir 5
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Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die ca. 180ul dieser Mischung werden zentral auf
den Filter der QIAamp® MinElute® Column, die in einem 2ml Collection Tube steht,
pipettiert und fiir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wird die Séule in
ein neues Collection Tube gegeben, 0,5ml des AW 1-Waschpuffers werden hinzugefiigt
und fiir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wird ein weiteres Mal in ein
neues Collection Tube gegeben und 0,5ml des AW2-Waschpuffers werden hinzugefiigt.
Danach wird erneut fiir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. SchlieBlich wird das
Collection Tube nochmals ausgetauscht und fiir 3 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert.
Zum Schluss wird die Sédule in ein SafeSeal Tube 1,5ml gesetzt und es werden 20ul des
Elution Buffer AE auf den Filter der Sédule pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 5
Minuten bei Raumtemperatur wird die Probe fiir eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert
(Qiagen® 2014, S. 28-30). Die isolierte DNA befindet sich nun gelost in dem 1,5ml-
Reaktionsgefidl und kann bei -20°C gelagert werden (Qiagen® 2014, S. 12).

2.2.2 PCR

Auf die DNA-Isolation folgt eine PCR. Hierzu werden die fiir den entsprechenden
Genabschnitt passenden Primer zusammengemischt und eine 20uM Losung hergestellt.
Bei den untersuchten Genabschnitten handelt es sich um KRAS Exon 2, 3, 4 Kodon 117
und 146, NRAS Exon 2, 3, 4 Kodon 117 und 146 und BRAF Exon 15. AnschlieBend wird
ein Mastermix erstellt, der sich pro Probe aus 16,2ul Wasser, 2ul eines 10x Puffers, 0,2ul
eines dNTP Mixes, 0,2ul einer Taq-Polymerase und 0,4ul der 20uM Primermischung
zusammensetzt, und in eine Multiply®-uStrip Pro 8er Kette gegeben. Danach wird noch
1ul der isolierten DNA hinzugefiigt. Dies entspricht dem Protokoll des Herstellers, jedoch
wird hier nur die Hilfte der Menge des dNTP Mixes und die doppelte Menge an Taq-
Polymerase verwendet. Nach einer kurzen Zentrifugation in einer Tischzentrifuge werden
die Proben in einen PCR-Cycler gegeben. Fiir den PCR-Cycler wird ein Protokoll
verwendet, bei dem die Proben zuerst fiir 15 Minuten bei 95°C erhitzt werden. Dann folgen
nacheinander 30 Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden bei 60°C und eine Minute bei 72°C.
Dieser Schritt wiederholt sich dann fiir 45 Zyklen. Schlielich endet das Protokoll mit 72°C
fiir 10 Minuten (Qiagen® 2010, S. 14-16 und 31). Fiir jedes Gen werden zusitzlich eine
Negativkontrolle mit Wasser und eine Kontrolle mit der DNA eines gesunden
Erwachsenen durchgefiihrt. Die Negativkontrolle zeigt dabei mogliche Kontaminationen
auf und die DNA des gesunden Erwachsenen wird benétigt, um am Ende das Ergebnis der

Pyrosequenzierung mit der Basensequenz eines gesunden Menschen zu vergleichen.
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2.2.3 Pyrosequenzierung

Fiir die Pyrosequenzierung wird der Pyrosequenzierer PyroMark® Q24, die PyroMark®
Q24 Vacuum Workstation zur Vorbereitung der Proben vor der Sequenzierung und fiir die
anschlieBende Auswertung die entsprechende PyroMark® Q24 Software verwendet. Die
Workstation besteht zum einen aus der Station selbst, die Stellplidtze fiir eine
Flachbodenplatte und fiir eine Spitzbodenplatte und mehrere Wannen fiir die verschiedenen
bendtigten Reagenzien besitzt, und zum anderen aus einer Pumpe. Zuerst wird eine
PyroMark® Q24 Cartridge mit einem Enzyme Mixture, Substrate Mixture und den
einzelnen Thymin-, Adenin-, Cytosin- und Guaninnukleotiden aus dem PyroMark® Gold
Q24 Reagents beladen und in den Sequenzierer eingesetzt. Danach werden in eine
Spitzbodenplatte pro Probe 24ul Wasser, 40ul PyroMark® Q24 Binding Buffer und 1ul
Streptavidin Sepharose™ pipettiert. AnschlieBend werden 15ul des PCR-Produktes
hinzugefiigt und fiir 5 Minuten bei 1400 rpm auf einen Mikroplatten-Schiittler gestellt.
Danach wird eine 0,3uM Losung der Sequenzierprimer mit dem PyroMark® Q24
Annealing Buffer hergestellt und die Flachbodenplatte wird mit 25ul dieser Primerlosung
beladen. Auch hierfiir werden bereits etablierte Sequenzierprimer fiir die Genabschnitte
KRAS Exon 2, 3,4 Kodon 117 und 146, NRAS Exon 2, 3, 4 Kodon 117 und 146 und BRAF
Exon 15 verwendet.

Fiir die weiteren Schritte werden die einzelnen Wannen der Workstation mit 70%igem
Ethanol, mit einer PyroMark® Q24 Denaturation Solution und einem PyroMark® Q24
Wash Buffer befiillt und die Spitz- und die Flachbodenplatte werden an die fiir sie
vorgesehenen Einsenkungen der Workstation gesetzt. Die Pumpe wird eingeschalten und
die Kanile des Pumpenkopfes werden fiir 15-20 Sekunden in die Spitzbodenplatte
gehalten. AnschlieBend wird der Pumpenkopf fiir 5-7 Sekunden in die Wanne mit
70%igem Ethanol, danach fiir 5-7 Sekunden in die Wanne mit der Denaturation Solution
und zuletzt noch fiir 10-12 Sekunden in die Wanne mit dem Wash Buffer gesetzt.
Darauthin wird der Pumpenkopf iiber die Flachbodenplatte gehalten, die Pumpe wird
ausgeschaltet, die Kanile des Pumpenkopfes werden in die Népfe der Platte gedriickt und
fiir 7 Sekunden in der Platte geriittelt. Die Flachbodenplatte wird fiir 2 Minuten auf eine
80°C heiBe Heizplatte gelegt und anschlieBend in den Sequenzierer gestellt, der dann
gestartet wird (Qiagen® 2016). Das nach der Pyrosequenzierung entstandene Pyrogramm
zeigt nun die Basensequenz des analysierten Genabschnittes. Zur Identifizierung von

Mutationen in dem Genabschnitt wird das Pyrogramm mit der Kontrolle des gesunden
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Erwachsenen verglichen. In der Abbildung 1 ist dieser Vergleich beispielhaft an dem

Genabschnitt KRAS Exon 2 Kodon 12-13 dargestellt.

Basensequenz: GGTGGCGTAGG

Basensequenz: GATGGCGTAGG
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Abbildung 1: Pyrogramme des Genabschnitts KRAS Exon 2 Kodon 12-13. Die horizontale Achse
gibt die Abfolge der bei der Pyrosequenzierung hinzugegebenen Nukleotiden an und die vertikale
Achse zeigt die entsprechende Lichtreaktion. Beim oberen Pyrogramm handelt es sich um den
Wildtyp, wiahrend das untere beispielhaft die Mutation ¢.35G>A (pG12D) darstellt. Der Pfeil weist
auf die entsprechende Punktmutation. Legende: A=Zeitpunkt der Hinzugabe von ATP;
C=Zeitpunkt der Hinzugabe von CTP; E=Zeitpunkt der Hinzugabe des Enzym-Mixes;
G=Zeitpunkt der Hinzugabe von GTP; S=Zeitpunkt der Hinzugabe des Substrat-Mixes;
T=Zeitpunkt der Hinzugabe von TTP.

2.3 Analyse der RNA-Expression

2.3.1 Effizienztestung der Primer
Zur Analyse der RNA-Expression des Kollektivs B wird fiir die Gene EMILIN3, SV2B,
ACVRIC, TMPRSS6, SMC3, MTAI und NFATS5 eine quantitative Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) durchgefiihrt. Hierfiir werden die entsprechenden Primer neu
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erstellt und die dazugehorigen UPL-Sonden herausgesucht. AnschlieBend muss die
Effizienz der neu designten Primer getestet werden.

Die Effizienz der Primer und der Sonden wird an verschiedenen Zelllinien des kolorektalen
Karzinoms getestet. Dazu wird die Expression aller untersuchten Gene in den Zelllinien
mittels qPCR analysiert. Die Zelllinie mit der hochsten RNA-Expression des
entsprechenden Gens wird fiir die weiteren Testungen verwendet. Welche Zelllinien fiir

die verschiedenen Gene benutzt werden, kann der Tabelle 1 entnommen werden.

Gen Verwendete Zelllinie
EMILIN3 CaCo2
SV2B SW480
TMPRSS6 HCTI116
ACVRIC HCTI116
NFAT5 HCTI116
MTAI CaCo2
SMC3 HCT116

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zelllinien fiir die
einzelnen Gene in der Effizienztestung.

Fiir die Effizienztestung wird die bereits isolierte RNA aus diesen Zelllinien in einer
Reversen Transkription in cDNA umgewandelt. Dann wird mithilfe einer qPCR die dabei
entstandene cDNA vervielfiltigt. Der Ablauf der Reversen Transkription und der gPCR ist
in Punkt 2.3.3 (siehe S. 37) und 2.3.4 (siehe S. 38) genauer beschrieben.

AnschlieBend wird die cDNA mithilfe des Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gels und
PCR Clean-up Kits fiir die ndchsten Schritte aufgereinigt. Dabei werden die PCR-Produkte
mit dem Binding Buffer NTI in einem Verhéltnis 1:2 vermischt und auf den Filter der
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Column, die in einem 2ml Collection Tube steht,
gegeben und bei 11000 rpm fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Das Collection Tube wird
geleert und 700ul des Wash Buffer NT3 werden auf den Filter der Clean-up Column
hinzugegeben und bei 11000 rpm fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Dieser Schritt wird noch
einmal wiederholt und anschlieBend wird das Collection Tube nochmals geleert und bei
11000 rpm fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Nun wird die Clean-up Column in ein 1,5ml-
Reaktionsgefdll gesteckt und 20ul des Elution Buffer NE werden auf den Filter gegeben.
Nach einer Inkubation von einer Minute bei Raumtemperatur wird die Probe ein letztes
Mal bei 11000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Die aufgereinigten PCR-Produkte
befinden sich nun in dem 1,5ml-Reaktionsgefdl (Macherey-Nagel™ 2017, S. 17-18).
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Um besser zu evaluieren, ob die entstandenen Amplikons der Primer auch den zuvor
berechneten Lingen entsprechen, kann zusitzlich eine Gelelektrophorese mit der
aufgereinigten cDNA durchgefiihrt werden. Fiir die Herstellung des Gels werden 100ml
eines 1x TAE Puffers mit 2g Agarose vermischt und kurz erhitzt, bis eine klare Fliissigkeit
entsteht. Zu der Mischung werden Sul einer GelRed® Nucleic Acid Gel Stain hinzugefiigt
und anschlieBend wird die Mischung in den Geltriger zum Aushirten geschiittet. In das
Gel wird noch ein 14-Zihne Kamm gesteckt, damit anschlieend die notwendigen Taschen
im Gel vorhanden sind. Nach einer Aushirtungszeit von 20 Minuten wird das Gel in die
Hauptpufferkammer gelegt und die Kammer wird mit dem 1x TAE Buffer befiillt, bis das
Gel vollstindig bedeckt ist. Die Proben werden mit einem 6x DNA Loading Dye im
Verhiltnis 5:1 vermischt und 10ul dieser Mischung werden in eine der Taschen des Gels
gegeben. Zusitzlich werden noch Sul einer GeneRuler™ Low Range DNA Ladder in eine
der Taschen pipettiert. Daraufhin wird die Spannung am Bio-Rad® PowerPac™ 300 auf
100V und die Laufzeit auf 20 bis 40 Minuten eingestellt. Das dabei entstandene
Bandenmuster ist in Abbildung 2 dargestellt. Die vorher berechneten Lédngen der
Amplikons passen zu den Positionen der Banden. Somit konnte nochmal verifiziert

werden, dass die neu designten Primer auch die gewiinschten PCR-Produkte generieren

(Lee et al. 2012).
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MILIN3 (139 bp)
ACVRIC (64 bp)
TMPRSS6 (68 bp)
SMC3 (75 bp)
NFATS (71 bp)
SV2B (67 bp)
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Abbildung 2: Bandenmuster der Amplikons der Primer fiir
EMILIN3, ACVRIC, TMPRSS6, SMC3, NFATS, SV2B und MTAI.
Angegeben ist die Basenpaarlinge der Amplikons der
entsprechenden Gene und die DNA-Leiter als Groflenreferenz.
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Fiir die eigentliche Effizienztestung wird eine qPCR mit definierten Verdiinnungen der
vorher aus den Zelllinien hergestellten und aufgereinigten cDNA durchgefiihrt. Die
Konzentration der entstandenen c¢DNA wird mithilfe eines NanoDrop™
Spectrophotometers ND-1000 vermessen. Dafiir wird 1ul der aufgereinigten Probe auf das
Spektrometer gegeben (Thermo Fisher Scientific 2011). Mithilfe dieses Wertes und der
nachfolgenden Rechnung kann nun ermittelt werden, wie weit die Probe verdiinnt werden

muss, damit eine Verdiinnung von 50000 cDNA-Kopien pro Mikroliter entsteht:

6,022x10%3 mol~1xb
ax660—2—
mol

1. Anzahl der Kopien pro ul =

Anzahl der Kopien pro pl
50000

2. Fiir 50000 Kopien pro ul erforderliche Verdiinnung =

a = Anzahl der Basenpaare der cDNA
b = cDNA-Konzentration in g/ul
660 g/mol £ durchschnittliche molare Masse eines Basenpaares

6,022 x 10% mol! 2 Avogadro-Konstante

Anschliefend wird eine Verdiinnungsreihe fiir jedes Gen erstellt mit 50000, 5000, 500, 50
und 5 Kopien pro Mikroliter. Fiir jede dieser Verdiinnungen wird eine qPCR in Triplikaten
durchgefiihrt und der Mittelwert der Cq-Werte dieser Triplikate ermittelt. Fiir die
Berechnung der Effizienz wird nun die Konzentration, die urspriinglich mittels des
NanoDrop™ Spectrophotometers gemessen wurde, mit der Verdiinnung geteilt, die sich
aus der vorherigen Rechnung ergeben hat, also die nétig war, um eine Losung mit 50000
Kopien pro Mikroliter herzustellen. Dadurch wird die cDNA-Konzentration der Losung
fiir 50000 Kopien in ng/ul berechnet. Dieser Wert wird noch einmal verdoppelt, da in der
gPCR 2ul verwendet werden. Dies ergibt nun die Masse von 100000 Kopien der cDNA in
Nanogramm. Die Masse der cDNA der anderen Verdiinnungen der Reihe wird bestimmt,
indem jeweils durch Zehn geteilt wird. Diese Masse der cDNA bei den verschiedenen
Verdiinnungen wird anschlieBend noch mit einem dekadischen Logarithmus logarithmiert
und in ein Diagramm eingetragen. Der dekadische Logarithmus der Masse liegt dabei auf
der horizontalen Achse und die entsprechenden, mittleren Cq-Werte der Verdiinnungsreihe
auf der vertikalen Achse. In Abbildung 3 (siehe S. 35) ist dieses Diagramm beispielhaft
mit den Werten von MTA 1 dargestellt.
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y=-3,3213x + 6,3904

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
log(DNA-Menge in ng)

Abbildung 3: Diagramm zur Berechnung der Effizienz beispielhaft aus der Verdiinnungsreihe von
MTAI. Die horizontale Achse gibt den dekadischen Logarithmus der Masse der cDNA bei den
verschiedenen Verdiinnungen an und die vertikale Achse die entsprechenden Cg-Werte. Die
Funktionsgleichung der daraus entstandenen Geraden ist iiber dem Diagramm angegeben.

Die Steigung des daraus entstehenden Diagramms wird in die folgende Gleichung

eingetragen, wodurch dann die Effizienz berechnet wird:

Effizienz = 10(~1/Steigung) _ 1

Ergibt diese Berechnung einen Wert >90%, werden die Primer als effizient angesehen und
fir die weiteren Versuche verwendet. Bei einer zu niedrigen Effizienz konnen die
Konzentrationen der Primer in der qPCR veridndert werden (Dorak 2007, S. 40-41 und
135). Grundsitzlich wurde fiir jedes Primerpaar eine Konzentration von 500nM fiir den
Vorwirts- und Riickwirts-Primer benutzt. Bei einer zu geringen Effizienz knnen noch die
Konzentration 50nM, 300nM und 900nM sowie sdmtliche Kombinationen dieser
Konzentrationen getestet werden. Fiir alle Primer auller fiir ACVRC war die Konzentration
von 500nM fiir beide Primer effizient. Bei ACVRIC war eine Konzentration von 900nM
fiir beide Primer notig.

Die Effizienztestung hat nun ergeben, dass die speziell fiir die Gene erstellten Primer in
der gPCR cDNA aus Zelllinien nachweisen konnen, Amplikons in den Gro3en generieren
konnen, die zuvor berechnet wurden, und eine hohe Effizienz aufweisen, sodass diese

Primer nun fiir die eigentlichen Proben verwendet werden konnen.
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2.3.2 RNA-Isolation

Nachdem die Effizienz der Primer nachgewiesen worden ist, folgt nun die eigentliche
RNA-Expressionsanalyse der FFPE-Gewebe-Proben. Diese beginnt mit der RNA-
Isolation, fiir die eine Deparaffinization Solution und das RNeasy® FFPE Kit verwendet
werden. Zuerst werden 160ul der Deparaffinization Solution in ein SafeSeal Tube 1,5ml
gegeben. Anschlieend wird ein Leerschnitt einer Probe iiber einen HE gefédrbten Schnitt
gelegt und das auf dem HE-Schnitt markierte Tumorareal wird von dem Leerschnitt mit
einem Skalpell abgekratzt. Das abgekratzte Gewebe wird in das 1,5ml-Reaktiongefall mit
der Deparaffinization Solution gegeben. Das Gefd3 wird fiir mindestens 10 Sekunden
mittels eines Vortex-Mixers vermischt und kurz in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Anschliefend wird die Probe in einem Eppendorf ThermoMixer® 1,5ml bei 56°C fiir 3
Minuten inkubiert. Danach werden 150ul des Buffers PKD hinzugegeben und die Probe
wird fiir eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert. In dem Reaktionsgefdll haben sich nun
zwel Phasen gebildet, eine blaue obere Phase und eine farblose untere Phase. In die untere
farblose Phase werden nun 10ul der Proteinase K hinzugefiigt und die farblose Losung
wird gemischt, indem die Losung vorsichtig in die Pipette aufgenommen und wieder
abgegeben wird. Dabei diirfen sich die blaue und die farblose Phase jedoch nicht
vermischen. Nun wird die Probe fiir 15 Minuten bei 56°C inkubiert und danach fiir 15
Minuten bei 80°C. Dabei werden zwei Eppendorf ThermoMixer® 1,5ml verwendet. Nach
der Inkubation werden 110ul der unteren farblosen Phase in ein neues SafeSeal Micro Tube
2,0ml gegeben. Dieses wird anschliefend fiir 3 Minuten auf Eis inkubiert und dann fiir 15
Minuten bei 13500 rpm zentrifugiert (Qiagen® 2020, S. 12-13).

Fiir die weiteren Schritte wird der QIAcube® Connect verwendet. Zur Vorbereitung
werden die Rotor Adapters mit der RNeasy MinElute® Spin Column und einem 1,5ml
Elution Tube ohne Verschlussmechanismus beladen. AnschlieBend wird ein Reagent
Bottle Rack mit vier Reagent Bottles (30ml) beladen und die einzelnen Flaschchen mit dem
Buffer RBC, mit 100%igem Ethanol, mit dem Buffer RPE und mit RNase freiem Wasser
befiillt. In ein SafeSeal Micro Tube 2,0ml werden 145ul der DNase I und 232ul DNase
Booster Buffer pipettiert. Dies entspricht der Menge fiir 12 Proben (Qiagen® 2015).
SchlieBlich werden die Rotor Adapters, die SafeSeal Micro Tubes 2,0ml mit den Proben,
das Reagent Bottle Rack, die 1000ul QIAcube® Filter-Tips und das einzelne SafeSeal
Micro Tube 2,0ml mit dem DNase-Mix an die entsprechenden Positionen im QIAcube®
platziert (Qiagen® 2019, S. 27). Nun wird der QIAcube® geschlossen und das
entsprechende Programm fiir das RNeasy® FFPE Kit ausgewdhlt. Nach Ende des
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Programms ist die isolierte RNA der Probe in dem 1,5ml Elution Tube, das in den Rotor
Adapter gesteckt wurde. Die Konzentration der RNA wird nun noch mittels des
NanoDrop™ Spectrophotometers ND-1000 vermessen und anschlieend kann die Probe

bei -70°C gelagert werden (Qiagen® 2020, S. 27).

2.3.3 Reverse Transkription

Der néchste Schritt zur Analyse der RNA-Expression ist die Reverse Transkription. Zuerst
muss ein Endvolumen bestimmt werden, das nach der RT entstehen soll und fiir die
weiteren Analysen in der gPCR ausreicht. Da in dieser Arbeit zehn Gene analysiert werden,
jedes Gen in Triplikaten getestet wird und fiir jede einzelne Analyse der qPCR 2ul der
umgeschriebenen Probe notig sind, wird ein gewiinschtes Endvolumen von 60ul pro Probe
gewihlt. Fiir ein Endvolumen von 60ul sind 12ul eines 5x Reaction Buffers, 1,5ul eines
Thermo Scientific™ RiboLock RNase-Inhibitors, 6ul eines Thermo Scientific™ dNTP
Mixes, 3ul eines Thermo Scientific™ Random Hexamer Primers und 3pul einer Thermo
Scientific™ RevertAid™ Reverse Transcriptase notig. Diese Mengen werden in eine
Multiply®-uStrip Pro 8er Kette pipettiert, um den Master Mix fiir eine Probe herzustellen.
Damit in der anschlieBenden qPCR genug cDNA vorhanden ist, wird zudem eine RNA-
Konzentration von 25ng/ul festgelegt, die jede Probe bei der RT aufweisen sollte. Um das
Volumen einer Probe zu bestimmen, das notig ist, um eine Konzentration von 25ng/ul bei

einem Endvolumen von 60ul zu erreichen, wird folgende Rechnung verwendet:

ng
257 P X604l

Benotigtes Volumen der Probe = - g
RNA-Konzentration der Probe in H

Dieses Volumen der Probe wird zum vorher hergestellten Master Mix pipettiert und das
restliche Volumen, das noch zum gewiinschten Endvolumen fehlt, wird mit RNase freiem
Wasser aufgefiillt. Diese so entstandene Losung entspricht jetzt dem gewiinschten
Endvolumen von 60ul und besitzt die benstigte RNA-Konzentration von 25ng/ul.

Die Proben in der Multiply®-uStrip Pro 8er Kette werden nun in ein Eppendorf
Mastercycler™ PCR System gestellt und das fiir die RT entsprechende Protokoll wird
gestartet. Hierbei werden die Proben zuerst fiir 10 Minuten bei 25°C und anschlie3end fiir
60 Minuten bei 42°C inkubiert. SchlieBlich werden sie noch fiir 10 Minuten auf 70°C
erhitzt. Die Proben konnen anschlieBend bei -20°C gelagert werden (Thermo Fisher

Scientific 2016).
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2.3.4 qPCR
Der letzte Schritt zur Analyse der RNA-Expression ist die qPCR. Fiir die gPCR muss zuerst

ein Master Mix fiir jedes getestete Gen hergestellt werden. Dabei werden Sul der
LightCycler® 480 Probes Master Mischung und 0,1ul der entsprechenden UPL-Sonde
sowie die beiden entsprechenden Primer und RNase-freies Wasser zusammengemischt.
Der Anteil des Wassers und der Primer ist abhéngig von der notigen Konzentration der
Primer. Wie in Punkt 2.3.1 (siehe S. 35) bereits beschrieben wurde, sind fiir alle
Primerpaare (auBler fiir die Primer von ACVRIC) eine Konzentration von 500nM am
effizientesten. Fiir die Primer von ACVRIC ist hingegen eine 900nM Konzentration nétig.
Fiir die 500nM Primer werden fiir die Herstellung des Master Mixes jeweils 0,05ul der
beiden 100uM Primerlosungen und entsprechend 2,8ul Wasser benétigt. Fiir die 900nM
Primer von ACVRIC werden 0,09ul der 100uM Primer und 2,72ul Wasser gebraucht. Die
8ul des Master Mixes werden anschlieend in eine LightCycler® 480 Multiwell Plate 96
pipettiert. Danach werden noch 2ul der Probe dazugegeben. Fiir eine bessere Genauigkeit
der Ergebnisse wird jedes Gen einer Probe in Triplikaten getestet. Fiir jeden Master Mix
wird ebenfalls eine Negativkontrolle mit Wasser in Triplikaten durchgefiihrt, um mégliche
Kontaminationen aufzudecken. Zudem wird fiir jedes Gen eine Positivkontrolle mit der
verdiinnten cDNA der Zellkulturen aus der Effizienztestung vorgenommen, um
sicherzustellen, dass bei der qPCR alle Schritte korrekt abgelaufen sind. Die Platte wird
nach der Beladung mit einer LightCycler® 480 Sealing Foil verschlossen und fiir zwei
Minuten bei 1500 x g in einer Hettich Zentrifuge Universal 320 zentrifugiert. Dann wird
die Platte in ein Bio-Rad® CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System gestellt, das
entsprechende Protokoll wird ausgewdhlt und das Gerit gestartet (Roche Diagnostics
GmbH 2017, S. 5 und 9). Nun werden die Proben fiir 10 Minuten bei 95°C erhitzt.
AnschlieBend folgen 10 Sekunden bei 95°C, 15 Sekunden bei 60°C und eine Sekunde bei
72°C und daraufhin werden die Signale gemessen. Dieser Schritt wird in 45 Zyklen
wiederholt. Zum Schluss endet das Protokoll mit 30 Sekunden bei 40°C (Roche
Diagnostics GmbH 2017, S. 7). Das Real-Time PCR Detection System gibt nach Ablauf
des Programms ein Diagramm aus, das den Verlauf der entstandenen Menge der PCR-
Produkte zeigt, und den Cqg-Wert fiir jede Messung. Das Diagramm einer Probe ist
beispielhaft in Abbildung 4 (siehe S. 39) dargestellt.
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Abbildung 4: Ergebnisdiagramm der qPCR beispielhaft von einem Fall fir NFAT5, ACVRIC,
SMC3 und den Referenzgenen GAPDH, YWHAZ und -Actin. Dargestellt ist der Verlauf der Menge
der PCR-Produkte in Abhingigkeit zum PCR-Zyklus. Der PCR-Zyklus, der am Schnittpunkt der
Kurven mit der Grenzlinie liegt, ist der entsprechende Cq-Wert.

Zur Auswertung der Ergebnisse der gPCR wird folgendermallen vorgegangen:

Fiir jedes untersuchte Gen jeder Probe wird aus den Triplikaten ein Mittelwert der
Cqg-Werte berechnet.

Jede Analyse, die keinen Wert oder einen Cq-Wert iiber 40 ergibt, wird als ,,nicht
nachweisbar angesehen.

Der Abstand der Triplikate untereinander sollte kleiner als 0,5 sein. Bei Werten
iber 35 werden auch Abstinde von +1,0 akzeptiert.

Wenn nur zwei der drei Triplikate in einem Abstand von £0,5 bzw. £1,0 liegen, der
Cqg-Wert des dritten Triplikates jedoch nicht, wird der Mittelwert nur aus den
beiden nahe beieinanderliegenden Cqg-Werten berechnet und der dritte Wert wird
als ,,Ausreifler* angesehen.

Wenn nur einer der drei Triplikate ein Ergebnis liefert und bei den anderen beiden
kein Cq-Wert bestimmt werden kann, wird die Analyse dieses Gens komplett als

,hicht nachweisbar* angesehen.

Um die Proben anhand der Mittelwerte der Cq-Werte vergleichen zu konnen, miissen diese

zuerst noch ins Verhiltnis zu den Referenzgenen gesetzt werden. Dafiir werden die
Referenzgene GAPDH, YWHAZ und [-Actin herangezogen, die neben EMILIN3, SV2B,
MTAI, TMPRSS6, ACVRIC, SMC3 und NFATS fiir jede Probe mitbestimmt werden.



2. Material und Methoden 40

Hierfiir wird fiir jede Probe ebenfalls aus den Triplikaten von GAPDH, YWHAZ und p-
Actin ein Mittelwert der Cq-Werte bestimmt und anschlieend ein gemeinsamer Mittelwert
aus allen drei Referenzgenen berechnet. Dieser Mittelwert ist der Referenzwert fiir die
entsprechende Probe. Darauthin wird die Differenz der mittleren Cqg-Werte der
untersuchten Gene zu dem Mittelwert der Referenzgene berechnet. Aus diesem mittleren
Abstand der Cq-Werte wird schlielich der relative Anteil der RNA-Menge des Gens zu

der RNA-Menge der Referenzgene folgendermalien berechnet:

Relativer Anteil der RN A—Menge — 2-(Cq des Gens - Cq der Referenzgene) _ 2-(mittlerer Abstand)

Mit diesem relativen Anteil der RNA-Menge der untersuchten Gene zu der RNA-Menge
der Referenzgene konnen die Proben nun untereinander verglichen werden (Dorak 2007,
S. 65-66). Grundsitzlich ergibt eine niedrigere RNA-Expression einen groferen Cq-Wert.
Demnach miisste bei dem Fall eines nicht nachweisbaren Gens (also bei einem nicht oder
sehr niedrig exprimierten Gen) der Cq-Wert des entsprechenden Gens auf ,,unendlich*
gesetzt werden. Wird dies nun in die vorherige Gleichung zur Berechnung des relativen
Anteils der RNA-Menge eingesetzt, erhilt man bei einem

o gollm (2~ (Cqdes Gens—Cq der Referenzgene)y piheryngsweise ,,0“. Somit wird bei den
q des Gens—oo

Fillen, bei denen kein Cqg-Wert nachweisbar ist, der relative Anteil der RNA-Menge mit
,, 0% angegeben.

Fiir die Gene NFATS5, TMPRSS6, ACVRIC und SMC3 werden zudem Hochrisikogruppen
bestimmt. Bei NFATS entspricht ein relativer Anteil der RNA-Menge von >1,87x1072, bei
ACVRIC ein relativer Anteil von >6,60x1073, bei SMC3 ein relativer Anteil von
>13,73x1072 und bei TMPRSS6 ein relativer Anteil von >3,64x107* einer starken
Expression und alle Fille mit einer starken Expression werden der Hochrisikogruppe des

entsprechenden Gens zugeordnet.
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2.4 Immunhistochemische Auswertung

Das Kollektiv A wird neben der Mutationsanalyse auch immunhistochemisch untersucht.
Hierfiir sind neben den Leerschnitten auch Sum dicke FFPE-Schnitte der Proben
vorhanden, die entsprechend der verschiedenen Biomarker angefarbt worden sind. Diese
Farbungen sind in Abbildung 5 (siehe S. 43) dargestellt und die Liste der verwendeten
Antikorper findet sich in Tabelle 7 (siehe S. 55). Anschlieend werden die Schnitte mit
einem Leica DM LB Durchlichtmikroskop untersucht und dabei wird fiir die einzelnen
Marker folgendermallen vorgegangen:

MLHI1/MSH?2:

Die Mismatch-Reparatur-Proteine MLH1 bzw. MSH2 zeigen nach der Férbung in
physiologischen Zellen eine nukledre Proteinexpression sowie eine diffuse Farbung des
Zytoplasmas. Bei Proben, die eine pathologische Verdnderung der Mismatch-Reparatur-
Gene aufweisen, kommt es zu einem kompletten Ausfall der entsprechenden Proteine. Dies
duBert sich in den immunhistochemisch gefirbten Proben durch eine komplette Negativitit
des Zellkerns (Neumann et al. 2012).

p33:

Fiir die Auswertung der p53-Expression werden immunhistochemische Verteilungsmuster
definiert, die an die Kriterien beim Overialkarzinom angelehnt sind. Ein fleckenférmiges,
immunhistochemisches Bild mit unterschiedlich stark gefirbten Zellkernen im
Tumorgewebe wird fiir die weitere Auswertung als ,, reguliert“ bezeichnet. Auflerdem ist
aus den Studien fiir das Overialkarzinom bereits bekannt, dass es bei einer Mutation im
Gen von p53 entweder zu einer starken Uberexpression in der Immunhistochemie oder zu
einem kompletten Verlust kommt. Somit werden die Fille, die entweder eine starke,
gleichmifige Farbung von mehr als 80% der Zellkerne im Tumorgewebe aufweisen oder
bei denen sdmtliche Zellkerne ungeférbt sind, in einer Gruppe zusammengefasst und als
pathologisch bzw. ,,dereguliert“ klassifiziert (Yemelyanova et al. 2011).

B-Catenin:

Die immunhistochemische Fiarbung von B-Catenin zeigt in physiologischen Zellen eine
Féarbung der Zellmembran und des Zytoplasmas, jedoch keine Farbung der Zellkerne. Bei
einer Verdnderung des Biomarkers finden sich Zellkerne, die stirker positiv gefirbt sind
als das umgebende Zytoplasma. Hierbei wird ein Score verwendet, der abhiingig ist vom
Anteil der gefirbten Zellkerne im Tumorgewebe zu den ungefidrbten Zellkernen. Das
Fehlen einer nukledren Farbung entspricht dem Score 0, >0% und <30% geférbte Zellkerne

dem Score 1, >30% und <60% dem Score 2 und >60% dem Score 3. Alle Fille mit einem
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Score von 0 oder 1 werden als Fille mit einer niedrigen Expression bezeichnet und alle
Fille mit einem Score von 2 oder 3 als Fille mit einer hohen Expression (Neumann et al.
2012).

CD133:

In der immunhistochemischen Auswertung des Stammzellmarker CD133 weisen
physiologische Zellen keine Firbung auf. Pathologisch ist die Uberexpression von CD133,
was sich in einer verstirkten Anfiarbung der Zellmembran bzw. in einer Anfarbung des
Detritus im Lumen der Tumordriisen dul3ert. Die Proben, bei denen <50% der Tumordriisen
angefarbt sind, werden fiir die weitere Auswertung der Gruppe mit niedriger Expression
zugeordnet und die Proben mit >50% positiven Tumordriisen der Gruppe mit hoher

Expression (Horst et al. 2008).
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Abbildung 5: Immunhistochemische Firbungen der Biomarker B-Catenin, CD133,
p53, MLH1 und MSH2. A) Hohe, nukledre B-Catenin-Expression. B) Niedrige,
nukledre B-Catenin-Expression. C) Hohe CD133-Expression mit Anfiarbung der
Zellmembran und des Zelldetritus. D) Niedrige CD133-Expression. E) Dereguliertes
Expressionsmuster von p53 mit starker, nukledrer Farbung. F) Dereguliertes
Expressionsmuster von p53 mit einem kompletten Ausbleiben der nukleédren Fiarbung.
G) Reguliertes Expressionsmuster von p53. H) Positive, nukleédre Firbung von MLH1.
I) Negative, nukleédre Farbung von MLH1. J) Positive, nukleédre Firbung von MSH2.
(Michl et al. 2021)
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2.5 Statistische Auswertung

Als Grundlage fiir die statistische Auswertung werden zwei Tabellen fiir die beiden
Kollektive mittels Microsoft® Excel erstellt und die Ergebnisse aus den bereits
beschriebenen Versuchen zusammengetragen. Darauthin werden die Daten in das
Programm IBM® SPSS® Statistics 26.0 importiert.

Fiir den Vergleich der Tumor- und Patientencharakteristika zwischen den Gruppen wird
fiir die nominal-skalierten bzw. dichotomen Variablen ein beidseitiger Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrt. Da es sich bei der Kategorie ,,Alter* jedoch um eine metrische Variable
handelt, wird hier anders vorgegangen. Zuerst wird ein Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt,
um die Normalverteilung zu priifen. Im Kollektiv A ist die Variable ,,Alter nicht-
normalverteilt, weshalb der Median berechnet wird und anschlieBend der Kruskal-Wallis-
Test fiir den globalen Vergleich und der Mann-Whitney-U Test fiir den Vergleich zwischen
der PUL- und der HEP-Gruppe verwendet wird. Im Kollektiv B weist die Kategorie ,,Alter*
eine Normalverteilung auf, weshalb der Mittelwert angegeben wird und fiir die globale
Testung eine ANOV A und fiir den Vergleich zwischen der BRA- und der HEP-Gruppe ein
t-Test durchgefiihrt wird.

Im Kollektiv A wird die Signifikanz der Korrelation der einzelnen Biomarker und der
Biomarkerkombinationen im globalen Vergleich und im direkten Vergleich der Gruppen
zueinander mittels des Chi-Quadrat-Tests bestimmt.

Im Kollektiv B wird fiir den relativen Anteil der RNA-Menge von NFATS5, ACVRIC,
SMC3 und TMPRSS6 zu der RNA-Menge der Referenzgene zuerst ein Shapiro-Wilk-Test
durchgefiihrt. Da dieser jedoch keine Normalverteilung zeigt, wird anschlieBend der
Kruskal-Wallis-Test fiir den globalen Vergleich und der Mann-Whitney-U Test fiir den
Vergleich der Gruppen untereinander verwendet. Die Grenzwerte fiir die Einteilung der
Hochrisikogruppen werden mittels einer ROC-Analyse und dem Youden-Index bestimmt.
Fiir den Vergleich der Hochrisikogruppen von NFAT5, ACVRIC und SMC3 sowie deren
Kombinationen wird der Chi-Quadrat-Test verwendet.

Zudem wird fiir das Kollektiv A eine multivariate Analyse durchgefiihrt. Dabei werden die
einzelnen Gruppen miteinander verglichen und, da es sich dann bei der abhingigen
Variable um eine dichotome kategoriale Variable handelt, wird die bindr logistische
Regression zur Berechnung verwendet. Bei den unabhingigen Variablen, die in die
Analyse einflieBen, handelt es sich um das Alter bei Erstdiagnose, um den
Lymphknotenstatus und um die fiinf untersuchten Biomarker. Das Alter wird in Fille iiber

65 Jahre und in Fille unter 65 Jahren unterteilt und gegeniibergestellt. Beim
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Lymphknotenstatus werden die Félle mit einem Befall der Lymphknoten in der N1- und
N2-Kategorie zusammengefasst (N+) und mit den Féllen ohne Lymphknotenmetastasen
(NO) verglichen.

AuBerdem wird fiir das Kollektiv A zusitzlich noch eine Uberlebenszeitanalyse
durchgefiihrt. Dabei wird fiir das Gesamtiiberleben (OS) die Zeit zwischen der
Erstdiagnose und dem Todesdatum ermittelt und fiir das progressionsfreie Uberleben (PFS)
die Zeit zwischen der Erstdiagnose und dem Auftreten der ersten Progression bzw. dem
Todesdatum. Die Fille, bei denen kein Todesdatum oder kein Datum der ersten Progression
angegeben war, werden am Datum der letzten Beobachtung zensiert. Aus diesen Daten
werden fiir die einzelnen Biomarker Kaplan-Meier-Kurven erstellt und die Gruppe der
pulmonalen Metastasen wird mit der Gruppe der hepatischen Metastasen verglichen.
Hierfiir wird fiir die Bestimmung der Signifikanz der Log-Rank-Test verwendet. Fiir alle
durchgefiihrten, statistischen Tests wird ein p-Wert kleiner als 0,05 als statistisch

signifikant gewertet.
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2.6 Materialien

2.6.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Sitz

BAYHA® Skalpellklingen
Biosphere® Filter Tips

- Low Retention —

0,1 —10ul

Biosphere® Filter Tips

- Low Retention —

2 —100ul

Collection Tube (2ml)
Elution Tube (1,5ml)
Eppendorf Safe-Lock
Tubes 0.5ml

Kimtech™ Purple
Nitrile™ Gloves
LightCycler® 480
Multiwell Plate 96
LightCycler® 480 Sealing
Foil

Multiply®-uStrip Pro 8er
Kette (0,2ml)
NucleoSpin™ Gel and
PCR Clean-up Column
PCR-Platte, 24-well, no-
skirt, standard profile,
-clear- (=Spitzbodenplatte)
PyroMark® Q24 Plate
(=Flachbodenplatte)
QIAamp® MinElute®
Column

QIAcube® Filter-Tips
(1000ul)

QIAcube® Rotor Adapter

C. Bruno Bayha GmbH
SARSTEDT AG & Co. KG

SARSTEDT AG & Co. KG

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

Eppendorf AG

Kimberly-Clark

Corporation

F. Hoffmann-La Roche AG

F. Hoffmann-La Roche AG

SARSTEDT AG & Co. KG

MACHEREY-NAGEL

GmbH & Co. KG

BRAND GmbH & Co. KG

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

Tuttlingen, Deutschland
Niimbrecht, Deutschland

Niimbrecht, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Dallas, USA

Basel, Schweiz

Basel, Schweiz

Niimbrecht, Deutschland

Diiren, Deutschland

Wertheim, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland
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RNeasy MinElute® Spin
Column

SafeSeal Micro Tube
2.0ml

SafeSeal SurPhob®
Spitzen 1250ul, steril
SafeSeal Tube 1,5ml

QIAGEN N.V.

SARSTEDT AG & Co. KG

Biozym Scientific GmbH

SARSTEDT AG & Co. KG

Hilden, Deutschland

Niimbrecht, Deutschland

Hessisch Oldendorf,

Deutschland
Niimbrecht, Deutschland

Tabelle 2: Auflistung aller verwendeten Verbrauchsmaterialien.
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2.6.2 Materialien (wiederverwendbar)

Materialien

. Hersteller Sitz
(wiederverwendbar)
Farbetrog mit Deckel, BRAND GmbH & Co. KG Wertheim, Deutschland

Natron-Kalk-Glas

neoBox 81 plus, Kryobox
(9x9 Plitze; fiir
1,5ml/2,0ml Gefile)
neoLab®
Aufbewahrungsrack fiir
PCR-Tubes, 96-Well
neoLab® Combi-Rack fiir
Reaktionsgefille, 96-Well
(Oberseite:1,5ml/2,0ml;
Unterseite:0,5ml)
PyroMark® Q24 Cartridge
QIAcube® Reagent Bottle
(30ml)

QIAcube® Reagent Bottle
Rack

Thermo Scientific™
Edelstahl-Farbegestell mit
Drahtbiigel

neolLab Migge GmbH

neolLab Migge GmbH

neoLab Migge GmbH

QIAGEN N.V.
QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Heidelberg, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Waltham, USA

Tabelle 3: Auflistung aller wiederverwendbaren Materialien.
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2.6.3 Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien und

Chemikalien

Hersteller

Sitz

1x TAE Buffer (Tris-
acetate-EDTA)

5x Reaction Buffer

6x DNA Loading Dye

Ambion® Nuclease-Free
Water (not DEPC-Treated)
Biozym LE Agarose

Deparaffinization Solution
dNTP Mix, PCR Grade,
10mM each
Ethanol absolute p. A.
GelRed® Nucleic Acid
Gel Stain
GeneRuler™ Low Range
DNA Ladder
HotStarTag® DNA
Polymerase Kit,
beinhaltet:

- HotStarTaq®

Polymerase 5 U/ul

- PCR Buffer, 10x
Human Genomic DNA:
Male
LightCycler® 480 Probes
Master
Macherey-Nagel™
NucleoSpin™ Gel und

Thermo Fisher
Scientific Inc.
Thermo Fisher
Scientific Inc.
Thermo Fisher
Scientific Inc.
Thermo Fisher
Scientific Inc.
Biozym Scientific
GmbH
QIAGEN N.V.
QIAGEN N.V.

AppliChem GmbH

Biotium, Inc.

Thermo Fisher
Scientific Inc.

QIAGEN N.V.

Promega
Corporation

F. Hoffmann-La
Roche AG
MACHEREY-
NAGEL GmbH &
Co. KG

Waltham, USA

Waltham, USA

Waltham, USA

Waltham, USA

Hessisch Oldendorf, Deutschland

Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Fremont, USA

Waltham, USA

Hilden, Deutschland

Fitchburg, USA

Basel, Schweiz

Diiren, Deutschland
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PCR Clean-up Kit,
beinhaltet:

- Binding Buffer NTI

- Elution Buffer NE

- Wash Buffer NT3
PyroMark® Gold Q24
Reagents, beinhaltet:

- Enzyme Mixture

- Substrate Mixture

- dATPaS

- dCTP

- dGTP

- dTTP
PyroMark® Q24
Annealing Buffer

PyroMark® Q24 Binding  QIAGEN N.V.

Buffer
PyroMark® Q24

Denaturation Solution

PyroMark® Wash Buffer = QIAGEN N.V.

concentrate
QIAamp® DNA Micro
Kit, beinhaltet:
- AL-Buffer
- ATL-Buffer
- AWI1 Waschpuffer
- AW2 Waschpuffer
- Elution Buffer AE
- Proteinase K
RNeasy® FFPE Kit,
beinhaltet:
- Buffer PKD
- Buffer RBC
- Buffer RPE

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland
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- DNasel
- DNase Booster
Buffer

- Proteinase K
Streptavidin Sepharose™
High Performance
(=Beads)
Thermo Scientific™
dNTP Mix (10uM each)
Thermo Scientific™
Random Hexamer Primer
(0,2ug/ul)
Thermo Scientific™
RevertAid™ Reverse
Transcriptase (200U/ul)
Thermo Scientific™
RiboLock RNase-Inhibitor
(40U/ul)
Xylol, Isomerengemisch

reinst

GE Healthcare

Thermo Fisher
Scientific Inc.
Thermo Fisher

Scientific Inc.

Thermo Fisher

Scientific Inc.

Thermo Fisher

Scientific Inc.

AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland

Chalfont Saint Giles,

GrofBbritannien

Waltham, USA

Waltham, USA

Waltham, USA

Waltham, USA

Tabelle 4: Auflistung aller verwendeten Reagenzien und Chemikalien.
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2.6.4 Primer

Basensequenz 5¢-3¢ Hersteller  Sitz
S-Actin V: ACAGGATGCAGAAGGAGATCA biomers.net  Ulm,

R: CGATCCACACGGAGTACTTG GmbH Deutschland
ACVRIC  V: TTATGATGTGACCGCCTCTG biomers.net  Ulm,

R: TGCAATTGTCCTTTGAACCA GmbH Deutschland
BRAF V: TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG biomers.net  Ulm,
Exon 15, R: TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT GmbH Deutschland
Kodon (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
600-601 S: GTAAAAATAGGTGATTTTGG
EMILIN3  V: GAGCACCTCAGCGACCAT biomers.net  Ulm,

R: CTGGGCCTTTCCTTCCAT GmbH Deutschland
GAPDH V: AGCCACATCGCTCAGACAC biomers.net  Ulm,

R: GCCCAATACGACCAAATCC GmbH Deutschland
KRAS V: NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA biomers.net  Ulm,
Exon 2, R: TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT GmbH Deutschland
Kodon 12- (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
13 S: TGTGGTAGTTGGAGCT
KRAS V: AATTGATGGAGAAACCTGTCTCTT biomers.net  Ulm,
Exon 3, R: TCCTCATGTACTGGTCCCTCATT GmbH Deutschland
Kodon 59- (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
61 S: TCTCTTGGATATTCTCGAC
KRAS V: CTGAAGATGTACCTATGGTCCTAG biomers.net  Ulm,
Exon 4, R: CTGAGCCTGTTTTGTGTCTACTG GmbH Deutschland
Kodon (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
117 S: ACCTATGGTCCTAGTAGGAA
KRAS V: GGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTA biomers.net  Ulm,
Exon 4, R: AGTTATGATTTTGCAGAAAACAGA GmbH Deutschland
Kodon (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
146 S: GAATTCCTTTTATTGAAAC
MTAI V: CGTGTTCTACATGCCCAAAG biomers.net  Ulm,

R: GTTTCCGAGGATGAGAGCAG GmbH Deutschland
NFATS V: GTCAGACAAGCGGTGGTGA biomers.net  Ulm,

R: TGCTTCAGAGGCAAATCCA GmbH Deutschland
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NRAS V: CTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG biomers.net Ulm,
Exon 2’ R: TGGATTGTCAGTGCGCTTTT GmbH Deutschland
Kodon 12- (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
13 S: TGGTGGTGGTTGGAG
NRAS V: AAACCTGTTTGTTGGACATACTG biomers.net Ulm,
Exon 3’ R: TATTGGTCTCTCATGGCACTGT GmbH Deutschland
Kodon 59- (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
61 S: TTGTTGGACATACTGGAT
NRAS V: ATGATGTACCTATGGTGCTAGTGG biomers.net Ulm,
Exon 4, (Modifikation am 5°‘-Ende mit Biotin) GmbH Deutschland
Kodon R: CGTAACTCTTGGCCAGTTCG
117 S: TCCTTGTTGGCAAATC
NRAS V: GCAACTGGCCAAGAGTTACG biomers.net Ulm,
Kodon (Modifikation am 5‘-Ende mit Biotin)
146 S: TCCATTCATTGAAACCT
SMC3 V: TGGAGAAAAATCCAGACAATTAAGA biomers.net Ulm,
SV2B V: TGGAGCATCATCCCACACTA biomers.net  Ulm,
R: TCCAGCTATGGAAGTGGTAATTG GmbH Deutschland
TMPRSS6 V: GCCAGTGGACGATCCAGA biomers.net  Ulm,
YWHAZ V: GATCCCCAATGCTTCACAAG biomers.net  Ulm,

Tabelle 5: Auflistung aller fiir die Mutationsanalyse und RNA-Expressionsanalyse verwendeten
Primer einschlieBlich der 5°-3‘ Basensequenz. Legende: A=Adenin; C=Cytosin; G=Guanin;

N=jedes

Nukleotid mdglich;

R=Riickwirts-Primer;

V=Vorwirts-Primer. (Michl et al. 2021)

S=Sequenzierprimer;

T=Thymin;
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2.6.5 UPL-Sonden

UPL-Sonden Gen Hersteller Sitz

UPL Probe 018 SMC3 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 021 ACVRIC Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 025 NFATS Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 030 YWHAZ Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 045 SV2B Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 054 MTAI Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 057 EMILIN3 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 060 GAPDH Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 063 [-Actin Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

UPL Probe 075 TMPRSS6 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Corporation

Tabelle 6: Auflistung aller verwendeten UPL-Sonden.
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2.6.6 Antikorper
Ursprung Klon Xsflgun Firma  Sitz Nachweis
B-Catenin  Maus clone  nicht Ventana  Oro Ventana
(monoklo- 14 notwendig  Medical Valley, OptiView
nal) Systems, USA DAB IHC
Inc. Detection
Kit
pS3 Maus DO-7 1:1000 Thermo  Waltham, Ventana
(monoklo- Fisher USA OptiView
nal) Scienti- DAB IHC
fic Inc. Detection
Kit
CD133 Maus AC133 1:50 Miltenyi  Auburn, Ventana
(monoklo- Biotec USA OptiView
nal) Inc. DAB IHC
Detection
Kit
MLHI1 Maus ESO5  1:100 Leica Newcastle Ventana
(monoklo- Bio- upon UltraView
nal) systems  Tyne, UK DAB IHC
Detection
Kit
MSH2 Maus G219- nicht Ventana  Oro Ventana
(monoklo- 1129 notwendig  Medical Valley, OptiView
nal) Systems, USA DAB IHC
Inc. Detection
Kit

Tabelle 7: Auflistung der fiir die Immunhistochemie verwendeten Antikorper. (Michl et al. 2021)
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2.6.7 Geriite
Gerit Hersteller Sitz
AEG Electrolux ARCTIS Electrolux AB Stockholm, Schweden

70340 GS1 Gefrierschrank
Bio-Rad® CFX Connect™
Real-Time PCR Detection
System

Bio-Rad® PowerPac™ 300

Eppendorf Centrifuge
5427 R

Eppendorf Research® plus
Pipette, 0,5 - 10ul
Eppendorf Research® plus
Pipette, 10 - 100ul
Eppendorf Research® plus
Pipette, 100 - 1000ul
Eppendorf ThermoMixer®
0,5ml

Eppendorf ThermoMixer®
1,5ml

Eppendorf Vapo.Protect
Mastercycler™ pro PCR
System, 96-well

Hettich Zentrifuge
Universal 320

Kern Préizisionswaage KB
1200-2N

Leica DM LB
Durchlichtmikroskop
Liebherr Universal-
kiihlschrank FKv 4310
NanoDrop™ Spectro-

photometer ND-1000

Bio-Rad Laboratories,

Inc.

Bio-Rad Laboratories,
Inc.

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG

KERN & SOHN GmbH
Leica Microsystems
GmbH
Liebherr-International
S.A.

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Hercules, USA

Hercules, USA

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Tuttlingen, Deutschland

Balingen, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Bulle, Schweiz

Waltham, USA
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neoLab® Mini-Zentrifuge
Spectrafuge™ mit Rotor fiir
2 x 0,2 ml 8er PCR-Strips
und Rotor fiir 8 x 1,5/2,0 ml
Reaktionsgefille
PRAZITHERM Prizisions -
Heizplatte

PyroMark® Q24,
Pyrosequenzierer
PyroMark® Q24 Vacuum
Workstation

QIAcube® Connect
Thermo Scientific™ Owl™
EasyCast™ B1 Minigel-
Elektrophoresesystem,
beinhaltet:

- EasyCast™
abgedichteter UVT
Geltrager

- Hauptpufferkammer

- Kamm, 14-Well

- SuperSafe™ Deckel
mit
Netzanschlusskabeln

Thermo Scientific™
VARIOMAG Monoshake,
Mikroplatten-Schiittler
Ultra-
Tiefkiithlunterbauschrank
TUS 80-100

Vortex-Genie 2

neoLab Migge GmbH

HARRY GESTIGKEIT
GmbH
QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

QIAGEN N.V.

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Thermo Fisher Scientific

Inc.

FRYKA-Kiltetechnik
GmbH

Scientific Industries, Inc.

Heidelberg, Deutschland

Diisseldorf, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland

Hilden, Deutschland
Waltham, USA

Waltham, USA

Esslingen am Neckar,

Deutschland

Bohemia, USA

Tabelle 8: Auflistung aller verwendeten Geriite.
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2.6.8 Software
Software Firma Sitz
Bio-Rad® CFX Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, USA

Manager™ Software 3.1

IBM® SPSS® Statistics International Business
26.0 Machines Corporation
(IBM)

Microsoft® Office 2016 Microsoft Corporation
NanoDrop™ ND-1000 Thermo Fisher Scientific
Software V3.5.2 Inc.

PyroMark® Q24 Software QIAGEN N.V.

2.0.8

Armonk, USA

Redmond, USA
Waltham, USA

Hilden, Deutschland

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Software.



3. Ergebnisse 59

3. Ergebnisse

3.1 Patienten- und Tumorcharakteristika

Kollektiv A:

In der nachfolgenden Tabelle 10 (siehe S. 60) sind die Patienten- und Tumorcharakteristika
des Kollektivs A zusammengefasst und in Abbildung 6 (siehe S. 61) grafisch dargestellt:
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Gesamtanzahl PUL HEP MO P
N=246 N=82 N=82 N=82 Global | PUL vs. HEP
Geschlecht
Weiblich 27 (32,9) 32 (39,0) 42 (51,2) 0,053 0,42
Minnlich 55 (67,1) 50 (61,0) 40 (48,8)
Alter bei Erstdiagnose
Median in Jahren 64,4 63,5 71,3 <0,001 0,28
>70 Jahre 28 (34,1) 24 (29,3) 46 (56,1) 0,001 0,50
> 65 Jahre 39 (47,6) 37 (45,1) 64 (78,0) <0,001 0,75
< 65 Jahre 43 (52,4) 45 (54,9) 18 (22,0)
Kolonseite des Primarius
Rechtes Kolon 9 (11,0) 9 (11,0) 9(11,0) 1,00 1,00
Linkes Kolon 73 (89,0) 73 (89,0) 73 (89,0)
Lokalisation des Primarius (I)
Kolon 25 (30,5) 32 (39,0) 51 (62,2)
Rektosigmoid 7 (8,5) 10 (12,2) 7 (8.,5) <0,001 0,29
Rektum 50 (61,0) 40 (48,8) 24 (29,3)
Lokalisation des Primarius (II)
Zokum 5(6,1) 5(6,1) 4 (4,9)
Colon ascendens 4 (4,9) 4 (4,9) 3(@3.,7)
Rechte Kolonflexur - - -
Colon transversum - - 2(2,4)
Linke Kolonflexur - 1(1,2) 2124
Kolon descendens 15 (18,3) 8(9,8) 4(4,9) <0,001 0,01
Sigma - 14 (17,1) 36 (43,9)
Rektosigmoid 7 (8,5) 10 (12,2) 7 (8.,5)
Rektum, oberes Drittel 16 (19,5) 12 (14,6) 6 (7,3)
Rektum, mittleres Drittel 19 (23,2) 17 (20,7) 12 (14,6)
Rektum, unteres Drittel 9(11,0) 10 (12,2) 6(7,3)
Nicht klassifizierbar 7 (8,5) 1(1,2) -
Grading
Low grade (G1, G2) 54 (65,9) 56 (68,3) 56 (68,3) 097 0.59
High grade (G3) 27 (32,9) 26 (31,7) 26 (31,7) ’ ’
Unbekannt 1(1,2) - -
pT-Kategorie
pTO 224 - -
pT1 3(3,7) 44,9 4(4,9)
pT2 11 (13,4) 11 (13,4) 8 (9,8) 0,50 0,49
pT3 57 (69,5) 58 (70,7) 60 (73,2)
pT4 7 (8,5) 9(11,0) 10 (12,2)
Unbekannt 22,4 - -
pN-Kategorie
pNO 32 (39,0) 31 (37,8) 52 (63,4)
pN1 31(37,8) 37 (45,1) 26 (31,7) 0,001 0,14
pN2 14 (17,1) 14 (17,1) 3(3,7)
Unbekannt 5(6,1) - 1(1,2)
Zeitpunkt der Metastasierung
Metachron 42 (51,2) 23 (28,0) n.a. - 0,002
Synchron 40 (48,8) 59 (72,0) n.a.

Tabelle 10: Patienten- und Tumorcharakteristika des Kollektivs A (N=246). Fiir jede Kategorie sind die absolute
Anzahl der Patienten und in den Klammern der prozentuale Anteil angegeben. Legende: PUL=Patienten mit
ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit ausschlieflich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne
Metastasen; n.a.=nicht auswertbar. (Michl et al. 2021)
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Abbildung 6: Vergleich der Patienten- und Tumorcharakteristika des Kollektivs A durch
Balkendiagramme und einen Box-Plot. Legende: PUL=Patienten mit ausschlieBlich
Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne
Metastasen. (Michl et al. 2021)
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Wie bereits erwihnt, besteht das Kollektiv A aus 246 Patienten mit einem histologisch
nachgewiesenen Adenokarzinom im Kolon oder im Rektum, aufgeteilt auf jeweils drei
gleich grofle Gruppen, bei der die eine Gruppe aus Patienten mit ausschlieflich
Lungenmetastasen (PUL), die andere aus Patienten mit ausschlieBlich Lebermetastasen
(HEP) und die dritte Gruppe aus Patienten ohne Metastasen (M0) besteht. Insgesamt waren
145 Patienten ménnlich (59%) und 101 Patienten weiblich (41%). Beim Vergleich der
Verteilung des Geschlechts zwischen den Gruppen zeigte sich im globalen Test mit einem
p-Wert = 0,053 knapp kein statistisch signifikanter Unterschied. Das mediane Alter war
statistisch signifikant hoher in der MO-Gruppe verglichen mit der PUL- und der HEP-
Gruppe (71,3 vs. 64,4 vs. 63,5 Jahre; globales p<0,001). Beim direkten Vergleich des
Alters zwischen der PUL- und der HEP-Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied
(p=0,28).

In allen drei Gruppen war der Primarius hdufiger im linken Kolon (N=219 [89%]) als im
rechten Kolon (N=27 [11%]) und diese Seitenverteilung war auch in allen Gruppen
identisch. Wihrend eine Mehrheit der Patienten der PUL- und der HEP-Gruppe den
Primarius im Rektum aufwiesen (50 [61,0%] und 40 [48,8%]), lag in der MO-Gruppe beim
Grofiteil der Patienten der Primarius im restlichen Kolon (N=51 [62,2%]). Dabei
unterschied sich diese Verteilung statistisch signifikant im Vergleich zwischen der PUL-
und der MO-Gruppe (PUL vs. MO: p<0,001) und im Vergleich zwischen der HEP- und der
MO-Gruppe (HEP vs. M0O: p=0,01), aber nicht zwischen der PUL- und der HEP-Gruppe
untereinander (PUL vs. HEP: p=0,29). Bei einer genaueren Betrachtung der Lokalisation
befand sich der Priméirtumor in der PUL- und der HEP-Gruppe am hiufigsten im mittleren
Drittel des Rektums (19 [23,2%] und 17 [20,7%]), hingegen war der Primarius in der MO-
Gruppe vor allem im Sigma lokalisiert (N=36 [43,9%]). Bei den nicht klassifizierbaren
Fillen in der Kategorie ,,Lokalisation des Primarius (II)* handelte es sich um Fille, bei
denen der Primirtumor mehrere Gebiete befiel, weshalb diese Fille nicht genauer eingeteilt
werden konnten. Jedoch war es trotzdem moglich sie dem Kolon, dem Rektosigmoid oder
dem Rektum zuzuteilen, weshalb in der Kategorie ,,LLokalisation des Primarius (I)* keine
unklassifizierbaren Félle vorlagen. Die PUL-Gruppe wies eine fast gleichméBige
Verteilung der syn- und metachronen Fille auf (40 [48,8%] vs. 42 [51,2%]), wohingegen
in der HEP-Gruppe die Karzinome héufiger synchron als metachron auftraten (59 [72,0%]
vs. 23 [28,0%]; p=0,002 bei PUL vs. HEP).

In allen Gruppen waren die Tumore mehrheitlich low-grade-Tumore und die Verteilung

der low- und high-grade-Karzinome war auch in allen drei Gruppen annihernd identisch,
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weshalb sich im globalen Test auch kein statistisch signifikanter Unterschied fand
(globales p=0,97). Dariiber hinaus waren in allen Gruppen die meisten Karzinome in der
pT3-Kategorie (PUL=57 [69,5%]; HEP=58 [70,7%]; M0=60 [73,2%]), weshalb sich auch
hier kein signifikanter Unterschied zeigte (globales p=0,50). In der pN-Kategorie fand sich
jedoch eine differente Verteilung in den Gruppen. Wihrend sich in der PUL- und der HEP-
Gruppe annihernd gleich viele Fille in der pNO- und pN1-Kategorie befanden (p=0,14 bei
PUL vs. HEP), unterschied sich hierbei die MO-Gruppe, da die Fille hier groftenteils in
der pNO-Kategorie (52 [63,4%]; globales p=0,001) waren (Michl et al. 2021).
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Kollektiv B:

Die Patienten- und Tumorcharakteristika des Kollektivs B sind in der nachfolgenden

Tabelle 11 zusammengefasst und in Abbildung 7 (siehe S. 65) grafisch dargestellt:

Gesamtanzahl BRA HEP MO P
N=45 N=15 N=15 N=15 Global | BRA vs. HEP
Geschlecht
Weiblich 9 (60,0) 7(46,7) 10 (66,7) 0,53 0,46
Minnlich 6 (40,0) 8 (53,3) 5 (33,3)
Alter bei Erstdiagnose
Mittelwert in Jahren 64,1 62,5 73,3 0,004 0,66
> 70 Jahre 4 (26,7) 2 (13,3) 11 (73,3) 0,002 0,36
> 65 Jahre 7 (46,7) 7 (46,7) 13 (86,7) 0,04 1,00
< 65 Jahre 8(53,3) 8(53,3) 2 (13,3)
Kolonseite des Primarius
Rechtes Kolon 6 (40,0) 6 (40,0) 6 (40,0) 1,00 1,00
Linkes Kolon 9 (60,0) 9 (60,0) 9 (60,0)
Lokalisation des Primarius (I)
Kolon 9 (60,0) 9 (60,0) 9 (60,0)
Rektosigmoid - - - 1,00 1,00
Rektum 6 (40,0) 6 (40,0) 6 (40,0)
Lokalisation des Primarius (II)
Zokum 1(6,7) 1(6,7) 2 (13,3)
Colon ascendens 4(26,7) 4(26,7) 3(20,0)
Rechte Kolonflexur 1(6,7) 1(6,7) 1(6,7)
Colon transversum - - -
Linke Kolonflexur - - -
Colon descendens - - - 1,00 1,00
Sigma 3(20,0) 3(20,0) 3(20,0)
Rektosigmoid - - -
Rektum, oberes Drittel 1(6,7) 1(6,7) 1(6,7)
Rektum, mittleres Drittel 1(6,7) 1(6,7) -
Rektum, unteres Drittel 4(26,7) 4(26,7) 5(33,3)
Grading
Low grade (G1, G2) 10 (66,7) 10 (66,7) 9 (60,0) 0,91 1,00
High grade (G3) 5 (33,3) 5 (33,3) 6 (40,0)
pT-Kategorie
pTO - - -
pTl - - -
pT2 - - 4 (26,7) 0,07 0,59
pT3 11 (73,3) 12 (80,0) 7 (46,7)
pT4 3(20,0) 3(20,0) 4(26,7)
Unbekannt 1(6,7) - -
pN-Kategorie
pNO 4 (26,7) 4 (26,7) 4 (26,7)
pN1 3(20,0) 3(20,0) 8 (53,3) 0,25 0,79
pN2 7 (46,7) 8(53,3) 3(20,0)
Unbekannt 1(6,7) - -

Tabelle 11: Patienten- und Tumorcharakteristika des Kollektivs B (N=45). Fiir jede Kategorie sind die absolute
Anzahl der Patienten und in den Klammern der prozentuale Anteil angegeben. Legende: BRA=Patienten mit
ZNS-Metastasen; HEP=Patienten mit ausschliefSlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.
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Abbildung 7: Vergleich der Patienten- und Tumorcharakteristika des Kollektivs B durch
Balkendiagramme und einen Box-Plot. Legende: BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen;
HEP=Patienten mit ausschlie8lich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.



3. Ergebnisse 66

Das Kollektiv B bestand aus 45 Fillen, die in drei gleichgroe Gruppen mit Patienten, die
entweder ZNS-Metastasen besalen (BRA) oder nur hepatisch metastasiert waren (HEP)
oder keine Metastasierung aufwiesen (MO0), aufgeteilt waren. Insgesamt waren 26 Patienten
weiblich (57,8%) und 19 Patienten ménnlich (42,2%). Bei der Geschlechterverteilung
zwischen den Gruppen zeigte sowohl die globale Testung als auch der direkte Vergleich
zwischen der BRA- und der HEP-Gruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied
(Global: p=0,53; BRA vs. HEP: p=0,46). Beim Alter war der Mittelwert statistisch
signifikant hoher in der MO-Gruppe verglichen mit der BRA- und der HEP-Gruppe (73,3
vs. 64,1 vs. 62,5 Jahre; globales p=0,004). Beim Vergleich des Alters nur zwischen der
BRA- und der HEP-Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied (p=0,66).

Jede Gruppe besal} gleichviele Fille mit dem Primarius auf der linken bzw. auf der rechten
Kolonseite. Dabei war eine Mehrheit der Félle auf der linken Seite mit jeweils 9 Féllen pro
Gruppe (60,0%) und eine Minderheit auf der rechten Seite mit jeweils 6 Fillen pro Gruppe
(40,0%) lokalisiert. Auch bei der Verteilung der Primédrtumore auf das Kolon und das
Rektum war die Anzahl in jeder Gruppe identisch. So lag mehrheitlich in jeder Gruppe der
Primarius mit jeweils 9 Fillen im Kolon (60,0%) und mit jeweils 6 Féllen im Rektum
(40,0%). Bei der genaueren Betrachtung der Lokalisation des Primarius waren die meisten
Fille im Colon ascendens (BRA=4 [26,7%]; HEP=4 [26,7%]; M0=3 [20,0%]), im Sigma
(BRA=3 [20,0%]; HEP=3 [20,0%]; M0=3 [20,0%]) und im unteren Drittel des Rektums
(BRA=4[26,7%]; HEP=4 [26,7%]; M0=5 [33,3%]) verortet. Sowohl bei der groberen als
auch bei der genaueren Einteilung der Lokalisation der Primédrtumore waren die Fille in
jeder Gruppe anndhernd identisch verteilt, sodass sich auch in jeder dieser Kategorien
sowohl in der globalen Testung als auch im Vergleich der Gruppe der ZNS-Metastasen und
der Gruppe der Lebermetastasen mit einem p-Wert von 1,00 kein statistisch signifikanter
Unterschied zeigte.

Auch bei der Verteilung des Gradings des Primarius waren die Gruppen fast identisch. Die
meisten Fille wiesen einen low-grade-Tumor auf (BRA=10 [66,7%]; HEP=10 [66,7%];
M0=9 [60,0%]) und dabei waren die Gruppen hier ebenfalls nicht signifikant
unterschiedlich (globales p=0,91). Bei der pT-Kategorie waren die meisten Fille in der
Kategorie pT3 (BRA=11 [73,3%]; HEP=12 [80,0%]; M0=7 [46,7%]), jedoch besal} die
MO-Gruppe noch 4 Fille in der pT2- Kategorie (26,7%), wihrend die BRA- und die HEP-
Gruppe keine Fille in dieser Kategorie aufwiesen. Trotzdem zeigte sich knapp kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (globales p=0,07). Dariiber hinaus waren

die Fille der BRA- und der HEP-Gruppe vor allem in der pN2-Kategorie (BRA=7 [46,7%];
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HEP=8 [53,3%]), wihrend die meisten Félle der MO-Gruppe in der pN1-Kategorie waren
(MO=8 [53,3%]). Dabei fand sich wiederum kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen (globales p=0,25). Daten zu dem Zeitpunkt der Metastasierung
waren beim Kollektiv B nicht vorhanden, weshalb der Vergleich zwischen der BRA- und
der HEP-Gruppe nach ihrem Anteil an metachronen und synchronen Fillen nicht moglich

war.
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3.2 Immunhistochemie und Mutationsanalyse

Die Fille des Kollektivs A wurden auf Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg, genauer in
KRAS und NRAS Exon 2, 3, und 4 und in BRAF Exon 15, analysiert und es wurde deren
immunhistochemische Auspriagung von B-Catenin, CD133, p53 und MLH1 bzw. MSH2

betrachtet. Die Hiufigkeit der aufgetretenen Biomarker in den verschiedenen Gruppen ist

in Tabelle 12 aufgelistet:

Gesamt PUL HEP MO Globales
N=246 N=82 N=82 N=82 P
MAP-Kinase-Status
MAP-Kinase-Mutation 133 52 (63,4) 42 (51,2) 39 (47,6) 0.10
MAP-Kinase-Wildtyp 113 30 (36,6) 40 (48,8) 43 (52,4) ’
RAS Mutation 124 48 (58,5) 41 (50,0) 35 42,7) 0.13
RAS Wildtyp 122 34 (41,5) 41 (50,0) 47 (57,3) ’
KRAS Mutation 117 46 (56,1) 38 (46,3) 33 (40,2)
Exon 2 103 42 (51,2) 33 (40,2) 28 (34,1)
Exon 3 8 1(1,2) 4 (4,9)* 33,7 0,12
Exon 4 6 33,7 1(1,2) 224
KRAS Wildtyp 129 36 (43,9) 44 (53,7) 49 (59,8)
NRAS Mutation 8 22,4 4 (4,9) 224
Exon 2 5 1(1,2) 2(2,4)* 2(2,4)
Exon 3 3 1(1,2) 224 - 0,60
Exon 4 - - - -
NRAS Wildtyp 238 80 (97,6) 78 (95,1) 80 (97,6)
BRAF Mutation 9 4 (4,9) 1(1,2) 4 (4,9)
V600E 8 4 (4,9) 1(1,2) 33,7 035
K601E 1 - - 1(1,2) ’
BRAF Wildtyp 237 78 (95,1) 81 (98,8) 78 (95,1)
Stammzellmarker
CD133 hoch 57 20 (24,4) 25 (30,5) 12 (14,6) 0.05
CD133 niedrig 189 62 (75,6) 57 (69,5) 70 (85,4) ’
Wnht-Signalweg
[-Catenin hoch 109 41 (50,0) 33 (40,2) 35 (42,7) 0.43
B-Catenin niedrig 137 41 (50,0) 49 (59,8) 47 (57,3) ’
p53-Signalweg
p53 reguliert 80 28 (34,2) 24 (29,3) 28 (34,2) 0.74
p53 dereguliert 166 54 (65,8) 58 (70,7) 54 (65,8) ’
Mikrosatelliteninstabilit:it
MSS 239 81 (98,8) 80 (97,6) 78 (95,1) 0.36
MSI 7 1(1,2) 2(2,4) 4 (4,9 ’

Tabelle 12: Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs A nach der Hiufigkeit der aufgetretenen Mutationen im
MAP-Kinase-Signalweg und nach ihrer immunhistochemischen Ausprigung von CD133, B-Catenin und p53
sowie nach der Mikrosatelliteninstabilitit. Fiir jede Kategorie sind die absolute Anzahl der Patienten und in den
Klammern der prozentuale Anteil angegeben. *Ein Fall wies gleichzeitig eine Mutation in KRAS Exon 3 und
NRAS Exon 2 auf. Legende: PUL=Patienten mit ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit
ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen; MSS=mikrosatellitenstabil;
MSI=mikrosatelliteninstabil. (Michl et al. 2021)
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Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg waren in der PUL-Gruppe bei 52 Fillen (63,4%),
in der HEP-Gruppe bei 42 Fillen (51,2%) und in der MO-Gruppe bei 39 Fillen (47,6%)
nachweisbar (globales p=0,10). Diese Mutationen waren somit in der Gruppe der
Lungenmetastasen am hiufigsten vertreten. Der Grofteil der MAP-Kinase-Mutationen
waren RAS-Mutationen und hierbei waren es iiberwiegend Mutationen in KRAS Exon 2.
Dies verhielt sich auch in allen drei Gruppen &dhnlich. Ein Fall in der Gruppe der
Lebermetastasen wies gleichzeitig eine Mutation in KRAS Exon 3 und NRAS Exon 2 auf.
Mutationen in NRAS waren seltener als in KRAS und es zeigte sich in der globalen Testung
auch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Auch BRAF-
Mutationen waren weniger hdufig vorhanden und die Gruppen unterschieden sich hierbei
auch nicht signifikant (PUL=4 [4,9%]; HEP=1 [1,2%]; M0=4 [4,9%]; globales p=0,35).
Die Mehrheit der BRAF-Mutationen waren V600OE-Mutationen. Nur ein Fall in der MO-
Gruppe wies eine K601E-Mutation (c.1801A>G) auf.

Fiir den Stammzellmarker CD133 zeigte sich eine hohe immunhistochemische Expression
am héaufigsten in der Gruppe der Lebermetastasen (N=25 [30,5%]), jedoch war dies in der
globalen Testung knapp nicht statistisch signifikant (PUL=20 [24,4%]; M0=12 [14,6%];
globales p=0,053). In der Expression von B-Catenin fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (globales p=0,43) und auch die p53-Expression war in
allen drei Gruppen fast identisch ausgeprigt (globales p=0,74).

Die Testung der Fille auf Mikrosatelliteninstabilitidt erfolgte durch den Nachweis eines
Mismatch-Reparatur-Defektes auf Basis der immunhistochemischen Auspridgung von
MLH1 bzw. MSH2. Jedoch wies keiner der Fille einen kompletten Verlust von MSH2 auf,
sodass bei diesem Kollektiv lediglich die Expression von MLH1 eine Rolle spielte. Hierbei
fand sich aber nur bei einem geringen Anteil der Fille ein MLH1-Verlust und dadurch ein
Mismatch-Reparatur-Defekt (PUL=1 [1,2%]; HEP=2 [2,4%]; M0=4 [4,9%]). Der
Unterschied zwischen den Gruppen war auch nicht statistisch signifikant (globales
p=0,36).

Neben der globalen Testung aller drei Gruppen wurden die einzelnen Gruppen auch direkt
miteinander verglichen. Die p-Werte dieser direkten Vergleiche sind in Tabelle 13 (siehe

S. 70) zusammengefasst:
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M1 - MO PUL < M0 HEP <~ M0 PUL — HEP

Einzelne Biomarker

MAP-Kinase-Status 0,15 0,04 0,64 0,11

CD133-Expression 0,03 0,12 0,02 0,38

B-Catenin-Expression 0,72 0,35 0,75 0,21

MSI-Status 0,18 0,17 0,41 0,56

pS3-Expression 0,70 1,00 0,50 0,50
Markerkombinationen

MAP-Kinase-Status

PLUS B-Catenin-Expression 0,50 0,09 0,52 0,02

MAP-Kinase-Status

PLUS CD133-Expression 0,01 0,02 0,01 0,69

p-Catenin-Expression

PLUS CD133-Expression 0,67 0,80 0,62 0,81

Tabelle 13: Direkter Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs A untereinander nach dem Auftreten der
einzelnen Biomarker bzw. der Markerkombinationen. Alle angegebenen Werte sind p-Werte und signifikante
p-Werte sind fett gedruckt. Die Alterationen sind fiir den MAP-Kinase-Status durch den Nachweis einer
Mutation, fiir CD133 und B-Catenin durch eine hohe immunhistochemische Expression, fiir p53 durch eine
deregulierte Expression und fiir den MSI-Status durch den immunhistochemischen Verlust von MLH1 oder
MSH?2 definiert. Legende: PUL=Patienten mit ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit
ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen; M1=PUL und HEP zusammengefasst;
MSI=Mikrosatelliteninstabilitit. (Michl et al. 2021)

Beim direkten Vergleich der PUL-Gruppe mit der MO-Gruppe fanden sich statistisch
signifikant mehr Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg (p=0,04). Eine hohe Expression
von CD133 hingegen war in der Gruppe der Lebermetastasen und in der M1-Gruppe
hiufiger nachzuweisen verglichen mit der Kontrollgruppe (HEP vs. MO: p=0,02; M1 vs.
MO: p=0,03). Die M1-Gruppe entspricht einer Vereinigung der PUL- und der HEP-Gruppe.
Bei allen anderen direkten Vergleichen der einzelnen Biomarker zeigten sich keine

statistisch signifikanten Unterschiede (Michl et al. 2021).
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3.3 RNA-Expressionsanalyse

Fiir das Kollektiv B wurde die RNA-Expression fiir die Gene EMILIN3, SV2B, MTAI,
TMPRSS6, SMC3, ACVRIC und NFATS analysiert. Die Ergebnisse der qPCR sind in

Tabelle 14 zusammengestellt und zur besseren Veranschaulichung in Abbildung 8 (siehe

S. 72) dargestellt:

Total BRA HEP MO Globales
N=45 N=15 N=15 N=15 P
Relativer Anteil zu den
Referenzgenen
5,33x1072 3,00x1072 1,78x1072
NFATS (2,76x107%; (1,32x107% (1,26x107%; 0,02
10,03x107%) 4,18x107%) 6,36x1072)
3,35x1073
’ 3. 0,80x1073 0,67x1073
ACVRIC ig” %Zéll(())‘;) (0: 1.98x107%) | (0:4,72x107) 0,15
8,36x102 6,70x102 7,02x1072
SMC3 (4,97x107%; (4,32x107% (4,99x107%; 0,38
21,85x107%) 9,73x107%) 9,63x107%)
TMPRSS6 0(0;0) 0 (0; 5,60x107) 0(0;0) 0,07
NFATS5-Expression
schwach 0 (0,0) 6 (40,0) 8(53,3) 0.01
stark 15 (100,0) 9 (60,0) 7 (46,7) ’
ACVRIC-Expression
schwach 8 (53,3) 13 (86,7) 13 (86,7) 0.049
stark 7 (46,7) 2 (13,3) 2 (13,3) ’
SMC3-Expression
schwach 9 (60,0) 14 (93,3) 14 (93,3) 0.02
stark 6 (40,0) 1(6,7) 1(6,7) ’
TMPRSS6-Expression
schwach 13 (86,7) 8 (53,3) 13 (86,7) 0.049
stark 2 (13,3) 7 (46,7) 2 (13,3) ’

Tabelle 14: Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs B nach ihrer RNA-Expression von NFAT5, ACVRIC,
SMC3 und TMPRSS6. Angegeben ist der Median der relativen Anteile der RNA-Menge der jeweiligen Gene zu
der RNA-Menge der Referenzgene mit dem 95%-Konfidenzintervall und die Haufigkeiten der starken bzw.
schwachen Auspriagungen der Gene als absolute Anzahl der Fille mit dem prozentualen Anteil in Klammern. Fiir
NFATS ist eine starke Expression durch einen relativen Anteil zu den Referenzgenen von >1,87x1072, fiir ACVRIC
durch einen relativen Anteil von >6,60x1073, fiir SMC3 durch einen relativen Anteil von >13,73x107% und fiir
TMPRSS6 durch einen relativen Anteil >3,64x10~* definiert. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Legende:
BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen; HEP=Patienten mit ausschlielich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne

Metastasen.
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Abbildung 8: Box-Plots zum Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs B nach dem relativen
Anteil der RNA-Menge von NFATS5, ACVRIC, SMC3 und TMPRSS6 zu der RNA-Menge der
Referenzgene. Legende: BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen; HEP=Patienten mit ausschlieBlich
Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.

Fiir den Vergleich der RNA-Expression wurde fiir jeden Fall der relative Anteil der RNA-
Menge des zu untersuchenden Gens zu der RNA-Menge der Referenzgene bestimmt und
der Median dieser relativen Anteile in den einzelnen Gruppen berechnet. Fiir NFATS war
der Median in der Gruppe der ZNS-Metastasen um das Dreifache hoher als in der
Kontrollgruppe, hingegen war in der Gruppe der Lebermetastasen der Median um das 1,7-
fache hoher als in der MO-Gruppe (BRA=5,33x1072 [95%CI: 2,76x1072-10,03x107%];
HEP=3,00x10"2 [95%CI: 1,32x1072-4,18x1072]; MO0=1,78x107% [95%CI: 1,26x107%-
6,36x107%]). Dieser Unterschied war in der globalen Testung auch statistisch signifikant

(globales p=0,02). Fiir NFAT5 entsprachen die Fille, deren relativer Anteil von NFATS zu
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den Referenzgenen iiber dem Grenzwert von >1,87x1072 lagen, einer starken Expression.
Jeder Fall in der BRA-Gruppe wies diese starke Expression auf und dies war beim
Vergleich der Haufigkeit der starken Expression in der globalen Testung auch signifikant
(BRA=15 [100,0%]; HEP=9 [60,0%]; M0=7 [46,7%]; globales p=0,01).

Bei der Analyse von ACVRIC ergab sich in der BRA-Gruppe ein Median, der um das
Fiinffache hoher lag als der Median der Kontrollgruppe. Die Gruppe der Lebermetastasen
wies hingegen mit einem 1,2-fachen hoheren Median als die MO-Gruppe eine leicht hohere
RNA-Expression von ACVRIC auf. Trotzdem waren diese Unterschiede nicht statistisch
signifikant (BRA=3,35x107* [95%CL: 0,17x107*-13,74x10~]; HEP=0,80x10~* [95%CT: 0-
1,98x1073]; M0=0,67x1072 [95%CI: 0-4,72x107%]; globales p=0,15). Im Falle von ACVRIC
wurden die Fille als ,,stark exprimiert* definiert, wenn der relative Anteil von ACVRIC zu
den Referenzgenen iiber dem Grenzwert von >6,60x107> lag. Diese starke Expression war
in der globalen Testung signifikant hidufiger in der Gruppe der ZNS-Metastasen als in der
HEP- und der MO-Gruppe (BRA=7 [46,7%]; HEP=2 [13,3%]; M0=2 [13,3%]; globales
p=0,049).

Auch bei der Expression von SMC3 fand sich ein um das 1,2-fache hoherer Median in der
Gruppe der ZNS-Metastasen als in der Kontrollgruppe (BRA=8,36x1072 [95%CI:
4,97x1072-21,85x107%]; M0=7,02x1072 [95%CL: 4,99x1072-9,63x1072]). Im Vergleich dazu
war der Median in der HEP-Gruppe niedriger als der Median in der MO-Gruppe
(HEP=6,70x1072 [95%CI: 4,32x1072-9,73x1072)]). Hierbei zeigte sich aber keine
statistische Signifikanz beim globalen Vergleich der Gruppen miteinander (globales
p=0,38). Wenn ein Fall einen relativen Anteil von SMC3 zu den Referenzgenen iiber dem
Grenzwert von >13,73x1072 aufwies, wurde dieser fiir SMC3 als ,stark exprimiert*
definiert. Diese Hochrisikogruppe mit einer sehr starken SMC3-Expression war hidufiger
in der BRA-Gruppe nachzuweisen (BRA=6 [40,0%]) und nur selten in der HEP- und MO-
Gruppe (HEP=1 [6,7%]; M0=1 [6,7%]). Dieser Unterschied war auch statistisch signifikant
(globales p=0,02).

Die Analyse der Expression von TMPRSS6 ergab in jeder Gruppe einen Median von ,,0%.
Lediglich in der Gruppe der Lebermetastasen gab es einige Fille, die ein Ergebnis iiber ,,0*
brachten. Dadurch lag die obere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls in der HEP-Gruppe
bei 5,60x1073, wihrend in der BRA- und in der MO-Gruppe sowohl die untere als auch die
obere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls ,,0° ergaben. Dieser Unterschied war knapp
nicht signifikant. Als Hochrisikogruppe bzw. als starke Expression wurden beim TMPRSS6

die Fille bezeichnet, deren relativer Anteil von TMPRSS6 zu den Referenzgenen iiber dem
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Grenzwert von >3,64x107* lagen. Diese starke Expression von TMPRSS6 fand sich
hiufiger in der HEP-Gruppe (HEP=7 [46,7%]) im Vergleich zur Gruppe der ZNS-
Metastasen und der Kontrollgruppe (BRA=2 [13,3%]; M0=2 [13,3%]), was statistisch
signifikant war (globales p=0,049).

In der nachfolgenden Heat-Map der Abbildung 9 sind die Ergebnisse nochmal

veranschaulicht:

TMPRSS6

NFATS

ACVRIC

SMC3

2E5E EEEEEEEEEEEEEEE

Abbildung 9: Heat-Map zum Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs B nach dem relativen
Anteil der RNA-Menge von NFATS5, ACVRIC, SMC3 und TMPRSS6 zu der RNA-Menge der
Referenzgene. Die Farbe ist abhingig von der Hohe des relativen Anteils des entsprechenden Gens.
Bei NFATS5, ACVRIC und SMC3 verlaufen die Farben von ,,Rot“ iiber ,,Schwarz* zu ,,Griin‘, wobei
zusitzlich die 90%-Quantile als oberer Wert und die 10%-Quantile als unterer Wert angegeben ist.
Bei TMPRSS6 verlaufen die Farben von ,,Schwarz* zu ,,Griin“ und dabei gibt der untere Wert den
Median und der obere Wert die 90%-Quantile an. Legende: BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen;
HEP=Patienten mit ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.

RNA von EMILIN3, SV2B und MTAI war in keinem Fall des Kollektivs B nachweisbar,
weshalb hier auch keine Expressionsanalyse durchgefiihrt werden konnte.

Zusitzlich zu dem globalen Vergleich der Gruppen wurden die Gruppen auch einzeln
miteinander verglichen. Die entsprechenden p-Werte fiir diese Vergleiche sind in der

nachfolgenden Tabelle 15 (siehe S. 75) zusammengestellt worden:
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BRA <~ M0 HEP < M0 BRA — HEP
Relativer Anteil zu den
Referenzgenen
NFATS5 0,01 0,47 0,04
ACVRIC 0,10 0,93 0,09
SMC3 0,24 0,90 0,22
TMPRSS6 0,68 0,11 0,04
Hochrisikogruppen
NFATS5-Hochrisikogruppe 0,001 0,46 0,01
ACVRIC-Hochrisikogruppe 0,046 1,00 0,046
SMC3-Hochrisikogruppe 0,03 1,00 0,03
TMPRSS6-Hochrisikogruppe 1,00 0,046 0,046
Markerkombinationen
NFATS5-Hochrisikogruppe
PLUS 0,01 0,31 0,003

ACVRIC-Hochrisikogruppe
NFATS5-Hochrisikogruppe
PLUS 0,03 1,00 0,03
SMC3-Hochrisikogruppe
ACVRIC-Hochrisikogruppe
PLUS 0,01 1,00 0,01
SMC3-Hochrisikogruppe
NFAT5-Hochrisikogruppe
PLUS
ACVRIC-Hochrisikogruppe 0,01 1,00 0,01
PLUS
SMC3-Hochrisikogruppe
Tabelle 15: Direkter Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs B untereinander nach dem relativen Anteil der
RNA-Menge des entsprechenden Gens zu der RNA-Menge der Referenzgene, nach der Verteilung der
Hochrisikogruppen und nach den Markerkombinationen. Alle angegebenen Werte sind p-Werte und signifikante
p-Werte sind fett gedruckt. Fiir NFATS ist die Hochrisikogruppe durch einen relativen Anteil der RNA-Menge
zu der RNA-Menge der Referenzgene von >1,87x107%, fiir ACVRIC durch einen relativen Anteil von
>6,60x1073, fiir SMC3 durch einen relativen Anteil von >13,73x1072 und fiir TMPRSS6 durch einen relativen
Anteil >3,64x107* definiert. Legende: BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen; HEP=Patienten mit ausschlieBlich
Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.

Hierbei hat sich gezeigt, dass beim direkten Vergleich der relativen Anteile von NFATS zu
den Referenzgenen NFATS statistisch signifikant stirker exprimiert wird in der Gruppe der
ZNS-Metastasen sowohl im Vergleich mit der HEP- als auch mit der MO-Gruppe (BRA
vs. MO: p=0,01; BRA vs. HEP: p=0,04). Der Vergleich der NFAT5-Expression zwischen
der Gruppe der Lebermetastasen und der Kontrollgruppe ergab keinen signifikanten
Unterschied. Zusitzlich gehorten statistisch signifikant mehr Fille der BRA-Gruppe zur
NFAT5-Hochrisikogruppe als Fille der HEP- (p=0,01) oder der MO-Gruppe (p=0,001).

Der direkte Vergleich der relativen Anteile von ACVRIC und SMC3 zu den Referenzgenen
zwischen den einzelnen Gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede. Jedoch wiesen

signifikant mehr Fille aus der BRA-Gruppe eine sehr starke ACVRIC-Expression auf bzw.
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gehorten mehr Fille der ACVRIC-Hochrisikogruppe an als der HEP- oder der MO-Gruppe
(BRA vs. MO: p=0,046; BRA vs. HEP: p=0,046). Ebenfalls fanden sich in der Gruppe der
ZNS-Metastasen mehr Fille mit einer hohen SMC3-Expression als in der Gruppe der
Lebermetastasen (p=0,03) oder der Kontrollgruppe (p=0,03), was auch statistisch
signifikant war.

Der relative Anteil von TMPRSS6 zu den Referenzgenen war statistisch signifikant hoher
in der HEP-Gruppe im direkten Vergleich mit der BRA-Gruppe (HEP vs. BRA: p=0,04).
Zudem war die TMPRSS6-Hochrisikogruppe signifikant hiufiger in der Gruppe der
Lebermetastasen vertreten als im direkten Vergleich mit der Gruppe der ZNS-Metastasen

und der Kontrollgruppe (HEP vs. BRA: p=0,046; HEP vs. MO: p=0,046).



3. Ergebnisse 77

3.4 Markerkombinationen
Kollektiv A:

Zusitzlich zu der Untersuchung der einzelnen Biomarker wurden auch die Kombinationen
der Marker zueinander betrachtet. Die Ergebnisse der Markerkombinationen aus dem

Kollektiv A sind in Tabelle 16 dargestellt:

Gesamt PUL HEP MO Globales

N=246 N=82 N=82 N=82 P
Marker-
kombinationen
MAP-Kinase-
Status
PLUS 23(28,0) | 59(72,0) | 11 (13.4) | 71(86,6) | 14 (17,1) | 68(82,9) 0,048
p-Catenin-
Expression
MAP-Kinase-
Status
PLUS 15(18,3) | 67 (81,7) | 17(20,7) | 65(79,3) 5(6,1) 77 (93,9) 0,02
CD133-
Expression
B-Catenin-
Expression
PLUS 9(11,0) | 73(89,0) | 10(12,2) | 72(87,8) 8 (9,8) 74 (90,2) 0,88
CD133-
Expression
Tabelle 16: Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs A nach der Haufigkeit der aufgetretenen
Markerkombinationen. Fiir jede Kategorie sind die absolute Anzahl der Patienten und in den Klammern der
prozentuale Anteil angegeben. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Als ,,positiv’” werden die Kombinationen
gesehen, bei denen beide Biomarker gleichzeitig positiv sind (Positiv ist der MAP-Kinase-Status beim
Vorhandensein einer Mutation und B-Catenin und CD133 bei einer hohen Expression). Als ,,negativ’ werden
die Kombinationen angesehen, bei denen einer oder beide Biomarker negativ sind (Negativ ist der MAP-Kinase-
Status beim Nachweis des Wildtyps und B-Catenin und CD133 bei einer niedrigen Expression). Legende:
PUL=Patienten mit ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit ausschlieBlich Lebermetastasen;
MO=Patienten ohne Metastasen. (Michl et al. 2021)

positiv negativ positiv negativ positiv negativ

Die Markerkombinationen wurden so definiert, dass diese beim Vorhandensein beider
Biomarker als ,,positiv angesehen wurden und beim Fehlen eines oder beider Biomarker
als ,,negativ*. Bei den Biomarkern, die bei den Kombinationen betrachtet wurden, handelte
es sich um Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg und um eine hohe Expression von 3-
Catenin und CDI133. Die Expression von p53 wurde bei der Analyse der
Markerkombinationen nicht weiter untersucht, da dessen Verteilung auf alle drei Gruppen
anndhernd identisch war. Bei der Expression von MLH1 bzw. MSH2 war die Anzahl der
Fille mit einem kompletten Verlust so gering, dass diese keine Relevanz auf die Verteilung

der Kombinationen hatte und deshalb ebenfalls nicht bei der Analyse betrachtet wurde.
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Bei der Kombination von MAP-Kinase-Mutationen und hoher B-Catenin-Expression
zeigte sich, dass diese hiufiger in der Gruppe der Lungenmetastasen nachweisbar war
(PUL=23 [28,0%]) im Vergleich zur Gruppe der Lebermetastasen (HEP=11 [13,4%]) und
der Kontrollgruppe (M0=14 [17,1%]), was in der globalen Testung auch statistisch
signifikant war (globales p=0,048). Gleichzeitig war die Kombination von MAP-Kinase-
Mutation und hoher CD133-Expression statistisch signifikant ofter in der Gruppe der
Lungenmetastasen (PUL=15 [18,3%]) und in der Gruppe der Lebermetastasen (HEP=17
[20,7%]) vorhanden als in der MO-Gruppe (M0=5 [6,1%]; globales p=0,02). Fiir das
gleichzeitige Vorhandensein einer hohen B-Catenin- und einer hohen CD133-Expression
fand sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. Zur besseren Veranschaulichung der
Haufigkeit der einzelnen Biomarker und Markerkombinationen in den Gruppen dienen die

nachfolgenden Venn-Diagramme in Abbildung 10 (siehe S. 79):
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PUL: HEP:
MAP-Kinase-Mutationen MAP-Kinase-Mutationen
19
21

12

CD133 17

CD133 16

B-Catenin B-Catenin

MO:

MAP-Kinase-Mutationen

23

16

[-Catenin

Abbildung 10: Venn-Diagramme zum Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs A nach der
Haufigkeit der aufgetretenen Biomarker und Markerkombinationen. Die Zahlen entsprechen der
Anzahl der Fille, bei denen der jeweilige Biomarker aufgetreten ist bzw. bei denen zwei oder alle
drei Marker gleichzeitig vorhanden waren. Die Alterationen sind fiir den MAP-Kinase-Status durch
den Nachweis einer Mutation und fiir CD133 und B-Catenin durch eine hohe immunhistochemische
Expression definiert. Legende: PUL=Patienten mit ausschlieflich Lungenmetastasen;
HEP=Patienten mit ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen. (Michl et al.
2021)

Die p-Werte der direkten Vergleiche der Gruppen untereinander hinsichtlich der Haufigkeit
der Markerkombinationen finden sich in Tabelle 13 (siehe S. 70). Hier wies die Gruppe der
Lungenmetastasen statistisch signifikant hdufiger eine Kombination aus MAP-Kinase-
Mutation und hoher B-Catenin-Expression auf als im direkten Vergleich mit der Gruppe
der Lebermetastasen (p=0,02). Die Kombination aus MAP-Kinase-Mutation und hoher
CD133-Expression war hidufiger in der PUL-, HEP- und M1-Gruppe nachweisbar im
Vergleich mit der MO-Gruppe (PUL vs. MO: p=0,02; HEP vs. MO: p=0,01; M1 vs. MO:
p=0,01). Alle weiteren Kombinationen der Biomarker zeigten keinen statistisch

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Michl et al. 2021).
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Kollektiv B:
Die Markerkombinationen des Kollektivs B sind in der nachfolgenden Tabelle 17

zusammengestellt:

Total
N=45

BRA
N=15

HEP
N=15

Mo
N=15

Globales
P

Marker-
kombinationen

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

NFATS-
Hochrisikogruppe
PLUS

ACVRIC-
Hochrisikogruppe

7 (46,7)

8(53,3)

0(0,0)

15 (100,0)

1(6,7)

14 (93,3)

0,001

NFAT5-
Hochrisikogruppe
PLUS

SMC3-
Hochrisikogruppe

6 (40,0)

9 (60,0)

1(6,7)

14 (93,3)

1(6,7)

14 (93,3)

0,02

ACVRIC-
Hochrisikogruppe
PLUS

SMC3-
Hochrisikogruppe

5(33,3)

10 (66,7)

0(0,0)

15 (100,0)

0(0,0)

15 (100,0)

0,004

NFATS-
Hochrisikogruppe
PLUS

ACVRIC-
Hochrisikogruppe
PLUS

SMC3-
Hochrisikogruppe

5(33,3)

10 (66,7)

0(0,0)

15 (100,0)

0(0,0)

15 (100,0)

0,004

Tabelle 17: Vergleich der drei Gruppen des Kollektivs B nach der Haufigkeit der aufgetretenen
Markerkombinationen. Fiir jede Kategorie sind die absolute Anzahl der Patienten und in den Klammern der
prozentuale Anteil angegeben. Signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Als ,,positiv”’ werden die Kombinationen
gesehen, wenn der jeweilige Fall bei den Zweierkombinationen zu beiden bzw. bei der Dreierkombination zu
allen drei Hochrisikogruppen gleichzeitig gehort. Fiir NFATS ist die Hochrisikogruppe durch einen relativen
Anteil der RNA-Menge zu der RNA-Menge der Referenzgene von >1,87x1072, fiir ACVRIC durch einen
relativen Anteil von >6,60x10~3 und fiir SMC3 durch einen relativen Anteil von >13,73x1072 definiert. Als
»hegativ”’ werden die Kombinationen angesehen, wenn der jeweilige Fall bei den Zweierkombinationen nur zu
einer oder zu keiner Hochrisikogruppe gehort bzw. bei der Dreierkombination nur zu zwei, zu einer oder zu
keiner Hochrisikogruppe gehort. Legende: BRA=Patienten mit ZNS-Metastasen; HEP=Patienten mit
ausschlieBlich Lebermetastasen; MO=Patienten ohne Metastasen.

Fir die Analyse der Verteilung der Markerkombinationen wurde das gleichzeitige
Vorhandensein der Hochrisikogruppen von NFATS5, ACVRIC und SMC3, die durch eine
starke RNA-Expression des jeweiligen Gens charakterisiert waren, betrachtet. Die
Markerkombinationen wurden als ,positiv¢ definiert, wenn im Falle der
Zweierkombinationen beide Hochrisikogruppen bzw. im Falle der Dreierkombination alle

drei Hochrisikogruppen gleichzeitig vorhanden waren. Bei den Zweierkombinationen
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wurden die Fille als ,,negativ® bezeichnet, die entweder nur zu einer oder zu keiner
Hochrisikogruppe gehorten, und die Dreierkombination war ,negativ, wenn fiir den
jeweiligen Fall nur zwei, eine oder keine Hochrisikogruppe nachweisbar war. Es wurden
nur Kombinationen von NFATS5, ACVRIC und SMC3 betrachtet, da diese Marker bereits
einzeln stirker in der Gruppe der ZNS-Metastasen aufgetreten sind, wihrend TMPRSS6 als
einziges Gen in der Gruppe der Lebermetastasen verstirkt exprimiert wurde.

Fiir die Kombination aus starker NFATS5-Expression und starker ACVR I C-Expression fand
sich in der globalen Testung ein statistisch signifikant haufigeres Auftreten in der Gruppe
der ZNS-Metastasen als in der Gruppe der Lebermetastasen und der Kontrollgruppe
(BRA=7 [46,7%]; HEP=0 [0,0%]; MO=1 [6,7%]; globales p=0,001). Auch die
Kombination aus der NFATS5- und SMC3-Hochrisikogruppe war hiufiger in der BRA-
Gruppe (BRA=6 [40,0%]) als in der HEP- oder MO-Gruppe (HEP=1 [6,7%]; M0=1
[6,7%]). Dabei ergab die globale Testung auch eine statistische Signifikanz (globales
p=0,02). Die Kombination aus starker ACVRC- und SMC3-Expression trat ausschlieBlich
in der Gruppe der ZNS-Metastasen (BRA=5 [33,3%]) auf. Dies war in der globalen
Testung auch statistisch signifikant (globales p=0,004). Die Dreierkombination aus der
NFATS5-, ACVRIC- und SMC3-Hochrisikogruppe fand sich ebenfalls ausschlieBlich in der
BRA-Gruppe (BRA=5 [33,3%]), wihrend in den anderen beiden Gruppen diese
Kombination nicht nachweisbar war. Dieser Unterschied war auch statistisch signifikant
(globales p=0,004).

Die p-Werte der direkten Vergleiche der Gruppen untereinander nach der Hiufigkeit der
Markerkombinationen im Kollektiv B finden sich in Tabelle 15 (siehe S. 75). Hierbei hat
sich gezeigt, dass die Kombination aus starker NFATS5- und ACVRIC-Expression
signifikant hiufiger in der Gruppe der ZNS-Metastasen war als im direkten Vergleich mit
der Gruppe der Lebermetastasen und auch mit der Kontrollgruppe (BRA vs. MO: p=0,01;
BRA vs. HEP: p=0,003). Beim direkten Vergleich zwischen der HEP- und der MO-Gruppe
fand sich hingegen kein Unterschied bei dieser Kombination (HEP vs. MO: p=0,31). Diese
Verteilung hat sich ebenfalls bei der Kombination der NFATS5- und SMC3-
Hochrisikogruppe ergeben (BRA vs. M0O: p=0,03; BRA vs. HEP: p=0,03; HEP vs. MO:
p=1,00), bei der Kombination der ACVRIC- und SMC3-Hochrisikogruppe (BRA vs. MO:
p=0,01; BRA vs. HEP: p=0,01; HEP vs. MO: p=1,00) und bei der Dreierkombination aus
NFATS5, ACVRIC und SMC3 (BRA vs. MO: p=0,01; BRA vs. HEP: p=0,01; HEP vs. MO:
p=1,00).
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3.5 Multivariate Analyse

Fiir das Kollektiv A wurde als multivariate Analyse eine binir logistische Regression

durchgefiihrt und die Ergebnisse in der nachfolgenden Tabelle 18 zusammengefasst:

MO0 > M1 M0 > PUL MO0 > HEP PUL > HEP
P P P P
Biomarker Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio
(95%CT) (95%CT) (95%CT) (95%CI)
Alter bei Erstdiagnose <0,001 <0,001 <0,001 0.93
0,26 [0,14: 0,50] | 0,26 [0,13;0,55] | 0,25[0,12;0,51] | 0,97 [0,51; 1,86]
Lymphknotenstatus 0,01 0,04 0,01 0,92
233[127:427] | 2,17[1,05;4,50] | 2,66 [1,30;5,44] | 1,03[0,53;2,01]
. 0,26 0,046 0,94 0,09
MAP-Kinase-Status 1,42 [0,77; 2,60] | 2,07 [1,01;4,24] | 0,97 [047;2,01] | 0,55[0,27; 1,09]
0,16 0,25 0,18 0,74
MSI-Status 0,28 [0,05; 1,68] | 0,23[0,02;2,84] | 0,22[0,03; 1,97] | 1,55[0,12; 19,88]
053 Status 0,91 0,96 0,88 0,48
1,04 [0,54; 1,99] | 1,02[0,48;2,18] | 1,06 [049;2,31] | 1,29 [0,64; 2,62]
B-Catenin-Expression 0,53 0,15 0,78 0,12
1,22 [0,66; 2,25] | 1,70[0,82;3,51] | 0,90 [0.43;1,87] | 0,59 [0,30; 1,16]
. 0,054 0,23 0,02 0,30
CD133-Expression 2.12[0.99:454] | 1.74[071:426] | 2.94[1.22:7.09] | 1.48[0.71:3.07]

Tabelle 18: Multivariate Analyse der einzelnen Gruppen des Kollektivs A untereinander unter Beriicksichtigung
der Variablen Alter (<65 Jahren vs. >65 Jahren), Lymphknotenstatus (NO vs. N+), MAP-Kinase-Status, MSI-
Status, p53-Status, B-Catenin-Expression und CD133-Expression. Angegeben sind die Odds Ratios mit dem
95%-Konfidenzintervall in den Klammern und dem entsprechenden p-Wert. Signifikante p-Werte sind fett
gedruckt. Die Alterationen sind fiir den MAP-Kinase-Status durch den Nachweis einer Mutation, fiir den MSI-
Status durch den immunhistochemischen Verlust von MLH1 oder MSH2, fiir CD133 und B-Catenin durch eine
hohe immunhistochemische Expression und fiir p53 durch ein dereguliertes immunhistochemisches Muster
definiert. Legende: PUL=Patienten mit ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit ausschlielich
Lebermetastasen;  MO=Patienten = ohne  Metastasen; MI1=PUL und HEP zusammengefasst;
MSI=Mikrosatelliteninstabilitdt. (Michl et al. 2021)

Fiir das Alter hat die logistische Regression einen inversen Einfluss ergeben sowohl beim
Vergleich der PUL- und HEP-Gruppe mit der Kontrollgruppe als auch beim Vergleich der
M1- mit der MO-Gruppe. Bei einem Alter iiber 65 Jahren war mit einer Odds Ratio von
0,26 bzw. 0,25 die Chance niedriger in der PUL-, HEP- oder M 1-Gruppe zu sein als in der
MO-Gruppe (p<0,001). Beim Vergleich der Gruppe der Lungenmetastasen zu der Gruppe
der Lebermetastasen fand sich kein Einfluss des Alters.

Der Lymphknotenstatus wies in den Vergleichen zwischen der PUL-, HEP- bzw. M1-
Gruppe zu der MO-Gruppe einen direkten Zusammenhang auf. Die Chance auf einen
positiven Lymphknotenstatus war in der PUL-, HEP- oder MI1-Gruppe statistisch

signifikant um mehr als das Doppelte erhoht verglichen mit der Kontrollgruppe
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(M0 > M1: p=0,01; MO - PUL: p=0,04; MO - HEP: p=0,01). Es zeigte sich kein
Unterschied beim Lymphknotenstatus im Vergleich der PUL- mit der HEP-Gruppe.

Die Chance auf das Vorhandensein einer MAP-Kinase-Mutation war in der Gruppe der
Lungenmetastasen im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit einer Odds Ratio von 2,07
statistisch signifikant erhoht (p=0,046). Bei einer hohen CD133-Expression war die
Chance in der HEP-Gruppe anndhernd dreimal so hoch als in der Kontrollgruppe (Odds
Ratio=2,94; p=0,02). Beim Status der Mikrosatelliteninstabilitit, bei der p53- und -
Catenin-Expression erbrachte die multivariate Analyse in keinem Vergleich statistisch

signifikante Auswirkungen (Michl et al. 2021).

3.6 Uberlebensdaten
Das Gesamtiiberleben (OS) und das progressionsfreie Uberleben (PFS) des Kollektivs A

wurden unter  Beriicksichtigung der  bisher relevanten  Biomarker und
Markerkombinationen analysiert. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle 19 (siehe S. 84)
zusammengefasst und teilweise in den Kaplan-Meier-Kurven der Abbildung 11 (siehe
S. 85) dargestellt. Eine Analyse des Gesamtiiberlebens bzw. des progressionsfreien
Uberlebens des Kollektivs B war nicht moglich, da die Uberlebensdaten dieser Patienten
nicht vorhanden waren. Somit umfasste die Analyse der Uberlebensdaten lediglich die
Gruppen der Lungen- und der Lebermetastasen. Zudem  wurde die
Mikrosatelliteninstabilitdt aufgrund der zu geringen Anzahl der Fille in der Betrachtung

des Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien Uberlebens nicht beriicksichtigt.
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Globales
Gesamt PUL HEP P
N=164 N=82 N=82 Hazard
Ratio
N (PUL) = 53/82 0,08
oS N (HEP) = 56/82 65,7 [57,2;74,2] 37,1 [25,5; 48,6] 1,41 [0,96;
2,06]
N (PUL) =77/82 0,02
PES N (HEP) = 77/82 239 [15,4;32,5] 16,1 [9,7; 22,6] 1,45 [1,06;
2,00]
P P
MAP-Kinase-Status Mutation Wildtyp Hazard Mutation Wildtyp Hazard Globales P
Ratio Ratio
. . 0,03 . . 0,02
(0N 51’26[2?’4’ 83’962[2?’0’ 1,96 [1,07; 26’;3[5’1’ 46’;)2%?’3’ 1,93 [1,13; 0,004
’ ’ 3,60] ’ ’ 3,29]
0,01 0,07
19,0 [11,5; 28,8 [15,1; ’ 10,1 [5,8; 19,1 [15,5; ’
PFS 1,99 [1,18; 1,53 [0,97; 0,002
26,6] 42,6] 3.35] 14,3] 22,6] 2.42)
P P
CD133-Expression hoch niedrig Hazard hoch niedrig Hazard Globales P
Ratio Ratio
0,25 0,16
59,0 [38,7; 67,4 [55,9; ’ 63,1[30,3; | 33,9[23,7; ’
(0N 1,42 [0,78; 0,66 [0,37; 0,08
79,41 78,91 2.61] 96,0] 44.1] 1.19]
. . 0,20 . . 0,78
pES 28130 | 264137 oy | SIS | 191019 ogsi0sy | oo
s s 2.43] ’ ’ 1,53]
P P
B-Catenin-Expression hoch niedrig Hazard hoch niedrig Hazard Globales P
Ratio Ratio
. . 0,38 . . 0,70
(0N 67’30[(5;]"8’ 60’30[31?’8’ 0,79 [0,46; 33’593[1;]"5’ 42’;)4[:25?’4’ 0,90 [0,52; 0,28
s s 1,35] » ’ 1,56]
. . 0,83 . . 0,24
PFS 24’55[;?’7’ 23’3?7[5)’5’ 0,95 [0,60; 19,213[184]"4’ 12i27 [57]’0’ 0,76 [0,48; 0,07
’ ’ 1,52] ’ ’ 1,20]
P P
p53-Expression dereguliert reguliert Hazard dereguliert reguliert Hazard Globales P
Ratio Ratio
. . 0,49 . . 0,61
(0N 67’;)9[(5)?’6’ 63’991[%?’1’ 0,82 [0,46; 37’511%?’1’ 44’611[.'25?,7’ 1,16 [0,65; 0,23
’ ’ 1,45] ’ ’ 2,07]
0,18 0,96
26,4 [15,9; 20,8 [9,6; ’ 16,1 [10,2; 16,1 [3,7; ’
PFS 0,72 [0,44; 1,01 [0,62; 0,08
36,9] 31,9] 1.17) 22,1] 28,5] 1.66]
MAP-Kinase-Status P P
PLUS positiv negativ Hazard positiv negativ Hazard Globales P
-Catenin-Expression Ratio Ratio
67,0 [39,4; 63,9 [55,6; 0.91 33,9 [14.8; 37,1 [25,0; 0.61
(0N ’ Y ’ ™ 0,97 [0,51; ’ 7 ’ 7| 1,21 0,57, 0,31
94,5] 72,3] 1.82] 52,9] 49,1] 2.58]
. . 0,07 . . 0,83
PFS 22’51[:15?’0’ 26’§8[;?’0’ 1,63 [0,96; 19’217[%)]1’2’ 14é81 [38]’3’ 0,93 [0,48; 0,07
s s 2,79] ’ ’ 1,82]
MAP-Kinase-Status P P
PLUS positiv negativ Hazard positiv negativ Hazard Globales P
CD133-Expression Ratio Ratio
48,1 [27,7; 67,4 [55,6; 0,01 44,1 [24.6; 35,3 [23,7; 0,54
0s ’68 5]’ ’ ’79 2]’ ’ 2,37 [1,20; ’63 5]’ ’ ’46 9]’ * | 1,22 [0,65; 0,05
’ ’ 4,671 ’ ’ 2,28]
. . 0,04 . . 0,24
PFS 19’31[;?’3’ 28’58[5]3’8’ 1,86 [1,01; 9?1[2,]1, 18’213[;’0’ 1,38 [0,80; 0,03
’ ’ 3.43] ’ ’ 2,38]
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-Catenin-Expression P P
PLUS positiv negativ Hazard positiv negativ Hazard Globales P
CD133-Expression Ratio Ratio
60,4 [56,9; 65,7 [56,8; 0,59 45,8129,2; | 35,3[22,6; 0,21
(0N ’63 9]’ ’ ’74 6], ’ 1,27 [0,53; ’62 3]’ ’ ’48 0]’ > | 0,56[0,22; 0,16
s > 3,02] ’ K 1,40]
. . 0,26 . . 0,44
PFS 22’380[;;]"8’ 23’395[;?’4’ 1,53 [0,72; 16’f9[;?’3’ 14é82 [37]’3’ 0,76 [0,38; 0,06
s s 3,27] » ’ 1,53]

Tabelle 19: Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreies Uberleben (PFS) in der PUL- und HEP-Gruppe des
Kollektivs A. Fiir die Uberlebensdaten sind die Mediane in Monaten mit dem 95%-Konfidenzintervall in den
Klammern angegeben sowie die Hazard Ratio und der entsprechende p-Wert. Signifikante p-Werte sind fett
gedruckt. Als ,,positiv”’ werden die Kombinationen gesehen, bei denen beide Biomarker gleichzeitig positiv sind
(Positiv ist der MAP-Kinase-Status beim Vorhandensein einer Mutation und B-Catenin und CD133 bei einer
hohen Expression). Als ,,negativ’ werden die Kombinationen angesehen, bei denen einer oder beide Biomarker
negativ sind (Negativ ist der MAP-Kinase-Status beim Nachweis des Wildtyps und B-Catenin und CD133 bei
einer niedrigen Expression). Legende: PUL=Patienten mit ausschlieBlich Lungenmetastasen; HEP=Patienten mit
ausschlieBlich Lebermetastasen; OS=Overall Survival (Gesamtiiberleben); PFS=Progression-free Survival
(Progressionsfreies Uberleben). (Michl et al. 2021)
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurven fiir den Vergleich der Uberlebensdaten der PUL- und HEP-Gruppe des
Kollektivs A. A) Vergleich des Gesamtiiberlebens (OS) zwischen der Gruppe mit Lungenmetastasen und
Lebermetastasen. B) Vergleich des progressionsfreien Uberlebens (PFS) zwischen der Gruppe mit
Lungenmetastasen und Lebermetastasen. C) Abhédngigkeit der Lokalisation der Metastasen und der MAP-Kinase-
Mutationen auf das Gesamtiiberleben (OS). D) Abhingigkeit der Lokalisation der Metastasen und der MAP-
Kinase-Mutationen auf das progressionsfreie Uberleben (PFS). Eine VergroBerung der Abbildung befindet sich
im Anhang auf Seite 116-117. (Michl et al. 2021)
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Bei der Analyse des Gesamtiiberlebens trat das Ereignis in der PUL-Gruppe bei 53 von 82
Fillen ein und in der HEP-Gruppe bei 56 von 82 Fillen. Das Ereignis fiir das
Gesamtiiberleben war durch das Eintreten des Todes definiert. Beim progressionsfreien
Uberleben trat das Ereignis in beiden Gruppen bei 77 von 82 Fillen ein. Das Ereignis fiir
das progressionsfreie Uberleben war durch die Progression der Erkrankung oder durch das
Eintreten des Todes definiert.

Der grundsitzliche Vergleich zwischen der PUL-Gruppe und der HEP-Gruppe zeigte ein
lingeres Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei den Fillen mit
Lungenmetastasen (OS: 65,7 vs. 37,1 Monate, HR 1,41 [95%CI: 0,96-2,06]; PFS: 23,9 vs.
16,1 Monate, HR 1,45 [95%CI: 1,06-2,00]). Fiir das progressionsfreie Uberleben war
dieser Unterschied auch statistisch signifikant (p=0,02). Fiir das Gesamtiiberleben war er
jedoch knapp nicht signifikant (p=0,08).

Beim Vorhandensein einer MAP-Kinase-Mutation fand sich sowohl in der PUL- als auch
in der HEP-Gruppe ein verkiirztes Gesamtiiberleben (PUL: 51,5 vs. 83,6 Monate, HR 1,96
[95%CI: 1,07-3,60], p=0,03; HEP: 26,4 vs. 46,3 Monate, HR 1,93 [95%CI: 1,13-3,29],
p=0,02) und verkiirztes progressionsfreies Uberleben (PUL: 19,0 vs. 28,8 Monate, HR 1,99
[95%CI: 1,18-3,35], p=0,01; HEP: 10,1 vs. 19,1 Monate, HR 1,53 [95%CI: 0,97-2,42],
p=0,07) verglichen mit den Fillen ohne Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg. Dieser
Effekt ist auch statistisch signifikant sowohl in den Einzeltestungen als auch in der globalen
Testung (OS: globales p=0,004; PFS: globales p=0,002). Nur der Unterschied im
progressionsfreien Uberleben bei den Fillen mit und ohne MAP-Kinase-Mutation
innerhalb der HEP-Gruppe war knapp nicht statistisch signifikant (p=0,07).

Innerhalb der PUL-Gruppe fand sich noch ein weiterer Effekt auf das Gesamtiiberleben
und das progressionsfreie Uberleben. Das gleichzeitige Vorhandensein einer MAP-Kinase-
Mutation und einer hohen CD133-Expression war bei Fillen mit Lungenmetastasen mit
einer statistisch signifikanten Reduktion des Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien
Uberlebens verbunden, verglichen mit Fillen mit nur einem oder keinem der beiden
Biomarker (OS: 48,1 vs. 67,4 Monate, HR 2,37 [95%CI: 1,20-4,67], p=0,01); PES: 19,0
vs. 28,5 Monate, HR 1,86 [95%CI: 1,01-3,43], p=0,04).

Weder die CD133- noch die B-Catenin oder p53-Expression hatten einzeln oder als
Kombination eine Auswirkung auf das Gesamtiiberleben oder das progressionsfreie
Uberleben und auch die Markerkombination, bestehend aus MAP-Kinase-Mutationen und
einer hohen B-Catenin-Expression, wies keinen signifikanten Effekt bei der Analyse der

Uberlebensdaten auf (Michl et al. 2021).
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4. Diskussion und Schlussfolgerung

Wie in der Einleitung bereits hervorgehoben, gibt es beim kolorektalen Karzinom eine
Vielzahl an verschiedenen relevanten Biomarkern, die in ihrer Ausprigung sehr variabel
sind (Taieb et al. 2019). Beim kolorektalen Karzinom handelt es sich also um eine
Tumorentitdt, die auf molekularer Ebene sehr heterogen ist. Gleichzeitig hat das
Vorhandensein der einzelnen Biomarker groen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung
(Li und Zhou et al. 2015; Modest et al. 2016; Neumann et al. 2012), auf die
Therapieauswahl (AWMF 2019, S. 198-216) und auf das Uberleben der Patienten (Horst
et al. 2008; Modest et al. 2016; Tsilimigras et al. 2018; Wang et al. 2019). Das Ziel dieser
Arbeit war es, diese Vielzahl an Biomarkern unter Beriicksichtigung der
Metastasenlokalisation zu untersuchen. Daraus sollten Hinweise auf die Existenz mehrerer,
molekularer Subgruppen gewonnen werden, die sich in der Ausprigung dieser Biomarker
und in der Lokalisation der Metastasierung unterscheiden.

Da in dieser Arbeit fiir beide Kollektive eine Fall-Kontroll-Studie als Studiendesign
gewihlt wurde, ist die Vergleichbarkeit der Gruppen innerhalb der Kollektive essentiell fiir
die Aussagekraft der Ergebnisse. Deshalb wurden die Félle nach wichtigen Patienten- und
Tumorcharakteristika gematcht, um etwaige Storvariablen auszuschlieen. Im Kollektiv A
wurden die Fille nach ihrer pT-Kategorie, Grading und der Kolonseite des Primirtumors
gematcht. Da sich in der Auswertung kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen in diesen Kategorien fand, ist anzunehmen, dass die verschiedenen Gruppen
homogen sind. Zudem zeigte sich, dass sich beim direkten Vergleich der Gruppe der
Lungenmetastasen mit der Gruppe der Lebermetastasen auch kein Unterschied im
Geschlecht, im Alter, in der groben Lokalisation des Primarius (I) und in der pN-Kategorie
finden lasst. Diese beiden Gruppen dhneln sich also noch in weiteren Charakteristika.

Die pT-Kategorie und das Grading des Tumors wurden als Matching-Kriterien fiir die
Gruppen des Kollektivs A gewihlt, da es sich hierbei um grundlegende pathologische
Eigenschaften des Primarius handelt. Zusitzlich wurden die Fille nach der Lokalisation
des Primarius gematcht. Hierbei ist bereits bekannt ist, dass sich Karzinome auf der linken
Seite des Kolons von denen auf der rechten Seite molekular unterscheiden (Baran et al.
2018). Beim Geschlecht gibt es insgesamt im Kollektiv A eine Verteilung von ménnlichen
zu weiblichen Patienten von 59% zu 41%. In Deutschland im Jahr 2016 waren 55,4% der
neu an einem kolorektalen Karzinom erkrankten Patienten Minner und 44,6% Frauen

(Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019, S. 38). Die Verteilung der Geschlechter im
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Kollektiv A dhnelt also den allgemeinen Werten. Beim Alter unterscheiden sich die beiden
Gruppen mit Metastasen zu der Gruppe ohne Metastasierung. Das mediane Alter betrug
hier in der PUL-Gruppe 64,4 Jahre und in der HEP-Gruppe 63,5 Jahre. In mehreren Studien
wurde das mediane Alter von Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom
mit ca. 62 Jahren angegeben, was sehr dhnlich zu den Werten des Kollektivs A ist (Sorbye
et al. 2007). Fiir das allgemeine Alter der Patienten mit einem kolorektalem Karzinom gibt
das Tumorregister Miinchen ein medianes Alter von 71,3 bis 74,5 Jahren und das Robert-
Koch-Institut ein mittleres Alter von 70,3 bis 72,9 Jahren an. Dies stimmte beides mit dem
medianen Alter der Kontrollgruppe MO von 71,3 Jahren iiberein (Tumorregister Miinchen
2020, S. 13; Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2016, S. 28). Auerdem wiesen mehr Fille in
der Gruppe der Lebermetastasen eine synchrone Metastasierung auf (72,0%), wihrend sich
in der Gruppe der Lungenmetastasen etwas mehr Fille mit einer metachronen
Metastasierung fanden (51,2%). Dieser Aspekt des Zeitpunkts der Metastasierung, wonach
Lebermetastasen hiufiger synchron und Lungenmetastasen metachron entstehen, stimmte
mit den allgemeinen Daten {iberein (Holch et al. 2017). Dariiber hinaus waren bei 62,2%
der Fille in der Kontrollgruppe der Primarius im Kolon lokalisiert und 29,3% im Rektum.
Dies passte zu den Daten des Zentrums fiir Krebsregisterdaten, bei dem der Anteil der
Primértumore im Kolon mit zwei Drittel und im Rektum mit einem Drittel angegeben wird
(Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019, S. 38). In der Gruppe der Lungen- und der
Lebermetastasen gab es hingegen mehr Patienten, deren Primarius im Rektum lokalisiert
war. Wie bereits genannt, tendieren kolorektale Karzinome mit dem Primirtumor im
Rektum zur Metastasierung in die Lunge, wohingegen ein Priméirtumor im Kolon hiufiger
mit einer hepatischen Metastasierung korreliert (Holch et al. 2017). Nun existiert aber in
dieser Arbeit zwischen der PUL- und der HEP-Gruppe keinen Unterschied in der
Verteilung der Primdrtumore zwischen Kolon und Rektum, sodass der Einfluss der
Lokalisation des Primarius auf die Entstehung der Metastase in der Lunge oder Leber
verringert wurde.

Bei dem Kollektiv B wurde ebenfalls als Studiendesign eine Fall-Kontroll-Studie gewihlt.
Dies ist aufgrund der Seltenheit der ZNS-Metastasen sinnvoll. Aufgrund der geringen
Fallzahl und des damit verbundenen, groBeren Einflusses von Storvariablen wurde
zusitzlich darauf geachtet, dass sich hier die drei Gruppen in den meisten Kategorien
dhneln. Deshalb wurden die Fille des Kollektivs B nach vielen Patienten- und
Tumorcharakteristika wie nach dem Geschlecht, nach der Kolonseite, nach der

Lokalisation des Primarius, nach dem Grading und nach der pT- und pN-Kategorie
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gematcht. Da in der Analyse kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen in diesen Kategorien nachweisbar war, scheinen die Gruppen eine grof3e
Homogenitidt aufzuweisen. Bei der genauen Betrachtung der pN-Kategorie sind die meisten
Félle der beiden metastasierten Gruppen in der pN2-Kategorie, wohingegen in der
Kontrollgruppe die pN1-Kategorie am héufigsten aufgetreten ist. In der pN-Kategorie
wurden die Fille danach gematcht, ob generell Lymphknotenmetastasen vorhanden sind.
Demnach wurden die pN1- und die pN2-Kategorie zu einer gemeinsamen pN+-Kategorie
vereint und der pNO-Kategorie gegeniibergestellt. Beim Vergleich der drei Gruppen nach
dem Lymphknotenstatus fand sich eine beinahe identische Verteilung der pNO- und pN+-
Kategorie. In der pT-Kategorie gab es einen kleinen Unterschied zwischen den Gruppen.
Wihrend die Gruppe der ZNS-Metastasen und die der Lebermetastasen auch in dieser
Kategorie eine beinahe identische Verteilung besitzen, wies die Kontrollgruppe hier eine
kleinere Abweichung auf. In allen Gruppen war am haufigsten die pT3-Kategorie vertreten,
jedoch besall die MO-Gruppe noch vier Fille in der pT2-Kategorie. Diese Kategorie kam
in den anderen Gruppen nicht vor. Dieser kleine Unterschied ist aufgrund der geringen
Fallzahl entstanden, jedoch ist er beim Vergleich der drei Gruppen miteinander nicht
statistisch signifikant. Somit weisen die drei Gruppen auch in der pT-Kategorie eine grof3e
Ahnlichkeit auf, sodass die Gruppen auch hier als homogen angesehen werden konnen.
Beim Alter zeigte sich im Kollektiv B, genauso wie im Kollektiv A, ebenfalls ein
Unterschied zwischen den Gruppen. Der Mittelwert in der BRA-Gruppe betrug 64,1 Jahre
und in der HEP-Gruppe 62,5 Jahre. Dies entspricht dem allgemeinen, medianen Alter von
Patienten mit einem metastasiertem kolorektalen Karzinom, das meist mit ca. 62 Jahren
angegeben wird (Sorbye et al. 2007). Fiir das generelle Alter bei der Erstdiagnose von
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom nennt das Tumorregister Miinchen ein
medianes Alter von 71,3 bis 74,5 Jahren (Tumorregister Miinchen 2020, S. 13) und das
Robert-Koch-Institut ein mittleres Alter von 70,3 bis 72,9 Jahren (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten 2016, S. 28). Dies stimmt mit dem Mittelwert der MO-Gruppe von 73,3
Jahren iiberein. Die Altersverteilung des Kollektivs B deckt sich also sowohl mit der
Verteilung des Kollektivs A als auch mit den bereits bekannten Studiendaten.

Beim Kollektiv A konnte somit beobachtet werden, dass es nach wichtigen pathologischen
Eigenschaften gematcht wurde und in weiteren Charakteristika mit der allgemeinen
Studien- und Datenlage von Patienten mit kolorektalen Karzinomen iibereinstimmt. Beim

Kollektiv B zeigte sich eine nahezu identische Verteilung in sehr vielen Patienten- und
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Tumorcharakteristika. Dadurch wurde die Vergleichbarkeit der Gruppen fiir die Kollektive
nachgewiesen, was die Grundlage fiir die Analyse der Daten bildet.

Fiir die Metastasierung beim kolorektalen Karzinom sind die Lunge und die Leber von
groBem Interesse, da sie zu den hdufigsten Lokalisationen fiir Metastasen gehoren. Das
ZNS gehort zwar zu den eher seltenen Lokalisationen (Holch et al. 2017), jedoch haben
Patienten mit einer Metastase im ZNS im Vergleich zu anderen Lokalisationen eine noch
schlechtere Prognose (Michl et al. 2015; Prasanna et al. 2018). Deshalb ist die Betrachtung
dieses Metastasierungsweges ebenfalls sehr relevant. Diese Arbeit hat nun bei diesen
Lokalisationen gezeigt, dass die organotrope Metastasierung mit der Auspriagung
verschiedener Biomarker korreliert. Dies impliziert die Existenz mehrerer, molekularer
Subgruppen mit speziellen klinischen Verldufen.

Fiir die pulmonale Metastasierung fand sich ein vermehrtes Auftreten von Mutationen im
MAP-Kinase-Signalweg mit einer Odds Ratio von 2,07. Wie bereits in Punkt 1.4.2 (siche
S. 21) genannt, spielt der MAP-Kinase-Signalweg eine Rolle bei der Proliferation, der
Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum (Kierszenbaum 2019, S. 108) und der EMT
(Tripathi et al. 2018). Es ist speziell bei Mutationen in den KRAS Exonen 2 und 3 bereits
bekannt, dass sie zu einer dauerhaften Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges fiihren
(Lu et al. 2016). Es ist also nachvollziehbar, dass eine dauerhafte Aktivierung dieses
Signalweges einen relevanten Einfluss auf die Metastasierung haben konnte. Zudem
werden iiber den MAP-Kinase-Signalweg auch Transkriptionsfaktoren wie TWIST,
SNAIL und ZEB aktiviert. Diese spielen eine Rolle bei der EMT (Tripathi et al. 2018), die
als ein relevanter Schritt fiir die generelle Bildung von Metastasen angesehen wird (Kalluri
et al. 2009).

Es zeigte sich jedoch keine Korrelation von Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg mit
der allgemeinen Metastasierung, sondern speziell mit der Metastasierung in die Lunge.
Dieses Ergebnis bestitigt damit andere Studien, die diesen Zusammenhang ebenfalls
entdeckt haben (Pereira et al. 2015; Tie et al. 2011). Neben dem Einfluss der MAP-Kinase-
Mutationen auf die Formierung der Metastasen war bei der Betrachtung der
Uberlebensdaten zu sehen, dass das Auftreten einer Mutation mit einem schlechteren
Gesamtiiberleben und progressionsfreien Uberleben korrelierte. Dieser Effekt fand sich
sowohl in der Gruppe der Lungenmetastasen als auch in der Gruppe der Lebermetastasen.
Das Auftreten von MAP-Kinase-Mutationen scheint demnach einen Einfluss auf den
Verlauf der Erkrankung zu haben. Dies stimmte mit anderen Studien iiberein, die eine

Mutation im MAP-Kinase-Signalweg als einen moglichen Prognosefaktor fiir das
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kolorektale Karzinom beschrieben. Dieser Effekt trat auch bei hepatisch metastasierten
Patienten auf, obwohl MAP-Kinase-Mutationen eher mit der Metastasierung in die Lunge
korrelieren (Modest et al. 2016, Tsilimigras et al. 2018).

Die Studien von Li et al. 2020 und von Stolze et al. 2015 geben zudem an, dass die haufigste
Lokalisation fiir Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg das KRAS Exon 2 ist. KRAS Exon
3 und 4 sowie generell NRAS sind seltener betroffen (Li et al. 2020; Stolze et al. 2015).
Dies wird von dieser Arbeit bestitigt, bei der ebenfalls die Mehrheit der Mutationen in
KRAS Exon 2 zu finden waren. Mutationen in KRAS Exon 3 und 4 und NRAS Exon 2, 3
und 4 sind dabei nur sporadisch aufgetreten. Mutationen in BRAF waren ebenfalls seltener
vorhanden. Es handelte sich hierbei vor allem um V600E-Mutationen. Dies stimmt
ebenfalls mit der allgemeinen Studienlage iiberein, bei der auch die V60OE-Mutation am
hiufigsten ist (Li et al. 2020). Somit spiegeln die Ergebnisse dieser Arbeit auch in der
genauen Betrachtung der Mutationen die bekannten Studiendaten wider.

Zusitzlich fanden sich in der Gruppe der Lungenmetastasen bei den Markerkombinationen
signifikant mehr Fille mit einem gleichzeitigen Auftreten einer MAP-Kinase-Mutation und
einer hohen [B-Catenin-Expression als beim direkten Vergleich mit der Gruppe der
Lebermetastasen. Die Studien von Horst et al. 2012 und Phelps et al. 2009 haben einen
Zusammenhang zwischen nukledrem B-Catenin und dem Vorhandensein einer Mutation
im MAP-Kinase-Signalweg beschrieben. Sie zeigten, dass beim Auftreten einer MAP-
Kinase-Mutation die Akkumulation von B-Catenin im Zellkern verstirkt wird (Horst et al.
2012, Phelps et al. 2009). Besonders vermehrtes nukledres -Catenin hat eine Auswirkung
auf die Zellproliferation (Shang et al. 2017). Nun hat sich in dieser Arbeit die Kombination
aus MAP-Kinase-Mutationen und einem dysregulierten WNT/B-Catenin-Signalweg
vermehrt in der Gruppe der Lungenmetastasen gezeigt. Dies bestitigt zum einen die
Studien von Horst et al. 2012 und Phelps et al. 2009 dahingehend, dass diese Kombination
einen Einfluss auf das Tumorgeschehen und auf die Metastasierung haben konnte. Zum
anderen legt es die Vermutung nahe, dass dieser Effekt moglicherweise einen stirkeren
Einfluss auf die Metastasierung in die Lunge als in die Leber haben konnte. Bei der Analyse
der Uberlebensdaten fand sich jedoch kein Einfluss dieser Markerkombination, sodass
eventuell ausschlieflich auf eine Relevanz dieser Kombination fiir die Formierung einer
Metastase ohne zusitzliche prognostischen Wirkung geschlossen werden kann. Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen nun die Vermutung zu, dass eine molekulare Subgruppe

existiert, bei der hdufiger eine MAP-Kinase-Mutation bzw. die Kombination aus MAP-
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Kinase-Mutation und einer erhohten B-Catenin-Expression nachweisbar ist und die
vermehrt in die Lunge metastasiert.

Fiir die Metastasierung in die Leber ergab sich in dieser Arbeit eine Korrelation mit einer
hohen CD133-Expression. Eine erhohte CD133-Expression fand sich mit einer Odds Ratio
von 2,94 signifikant hdufiger bei den Fillen mit einer hepatischen Metastasierung als bei
den Fillen ohne Metastasen. Wie bereits angesprochen, ist CD133 ein Marker fiir
Tumorzellen, die Eigenschaften von Stammzellen besitzen und die fiir die
Aufrechterhaltung der Zellpopulation des Tumors zustindig sind (Horst et al. 2008; Kim
et al. 2017). Es gibt bereits Hinweise darauf, dass eine hohe Expression von CD133 mit
der Entstehung von Lebermetastasen korreliert (Neumann et al. 2012), was durch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestétigt wird.

Aus den Ergebnissen der RNA-Expressionsanalyse des Kollektivs B hat sich zudem
gezeigt, dass eine starke Expression von TMPRSS6 signifikant hdufiger in der Gruppe der
Lebermetastasen vorkommt als im Vergleich mit der Kontrollgruppe und der Gruppe der
ZNS-Metastasen. Es ist bereits bekannt, dass TMPRSS6 iiber die Regulation von Hepcidin
einen Einfluss auf den Eisenstoffwechsel hat (Dion et al. 2018) und das Hepcidin bei der
Entwicklung von hepatozelluldren Karzinomen eventuell eine Rolle spielt (Kijima et al.
2008; Udali et al. 2018). Diese Arbeit zeigt nun eine Auswirkung des TMPRSS6 beim
kolorektalen Karzinom. Physiologisch wird das TMPRSS6 hauptsichlich in der Leber
exprimiert (Dion et al. 2018). Es ist nun auffillig, dass diese Arbeit speziell bei
Lebermetastasen eine Korrelation ergeben hat. Ob eine Metastase in einem Organ entsteht,
kann von dessen Mikromilieu beeinflusst werden. Dazu muss das Mikromilieu des Organs
zu dem Mikromilieu des Primarius passen (Chambers et al. 2002). Die Ahnlichkeit in der
Ausprigung von TMPRSS6 konnte auf eine Ahnlichkeit des Mikromilieus des Tumors mit
dem Mikromilieu der Leber hinweisen, weshalb sich bevorzugt hier Metastasen bilden
konnten. Diese These muss jedoch in weiteren Studien verifiziert werden. Diese Arbeit gibt
nun Hinweise auf eine weitere Subgruppe, die eine hohe CD133- und eventuell TMPRSS6-
Expression aufweist und vermehrt hepatisch metastasiert.

Fiir die Metastasierung in das ZNS hat diese Studie mehrere Ergebnisse gebracht. Der
klinische Verlauf von Patienten mit ZNS-Metastasen unterscheidet sich etwas von dem
klinischen Verlauf von Patienten mit anderen Metastasen. Wihrend Leber- und
Lungenmetastasen frithzeitiger auftreten und hdufig schon bei der Erstdiagnose des
Karzinoms vorhanden sind (Holch et al. 2017), zeigen sich ZNS-Metastasen eher im

spiteren Verlauf (Damiens et al. 2012; Michl et al. 2015). AuBlerdem finden sich in der
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Vergangenheit von Patienten mit ZNS-Metastasen meistens bereits Leber- und/oder
Lungenmetastasen (Michl et al. 2015; Damiens et al. 2012; Kye et al. 2012; Farnell et al.
1996). Trotz der bereits vorhandenen Metastasen in anderen Organen und der damit
verbundenen schlechten Prognose scheinen die Patienten dennoch so lange zu iiberleben,
dass eine Metastase im ZNS {iiberhaupt entstehen kann. Dies ldsst die Vermutung zu, dass
Patienten mit einer ZNS-Metastasierung vor der Entstehung der Metastase einen
langwierigeren Verlauf der Erkrankung haben. Nach der Entstehung der ZNS-Metastase
hat der Patient dann jedoch eine sehr schlechte Prognose (Michl et al. 2015; Prasanna et al.
2018). Die Annahme, dass der Tumor grundsitzlich eher weniger aggressiv ist, aber
trotzdem seine Fihigkeit zur Metastasierung behalten hat, konnte eine Erkldrung fiir den
klinischen Verlauf von Patienten mit ZNS-Metastasen sein. Hierfiir konnten auch die
Ergebnisse der RNA-Expressionsanalyse des Kollektivs B sprechen.

Dabei fand sich signifikant hdufiger in der Gruppe der ZNS-Metastasen eine sehr starke
Expression von ACVRIC im Vergleich zu der Kontrollgruppe und zu der Gruppe der
Lebermetastasen. Wie bereits genannt, handelt es sich bei ACVRIC um eine Typ I
Rezeptor Serin/Threoninkinase, an den sich TGF--Liganden binden konnen (Bondestam
et al. 2001). Durch die Aktivierung des darauffolgenden Signalweges wird die
Zellproliferation vermindert (Shi und Massagué 2003). Eine verstirkte Expression von
ACVRIC scheint also eher mit einem weniger aggressiven Tumor assoziiert zu sein. Dies
spiegelt sich auch in den Studien wider, die bei unterschiedlichen Karzinomen den Einfluss
einer starken AVCR1C-Expression auf das Uberleben der Patienten betrachtet haben. Bei
mehreren Tumorentitdten handelte es sich bei einer starken Expression von ACVRIC um
einen positiven Prognosefaktor (Loomans und Andl 2016).

Dariiber hinaus war in der BRA-Gruppe auch eine sehr starke Expression von SMC3
signifikant hdufiger nachweisbar als in der HEP- und der MO-Gruppe. Das Protein SMC3
ist Teil des Cohesin-Komplexes und hat dadurch Einfluss auf die Kohésion und die
Trennung der Schwesterchromatiden bei der Mitose (Ghiselli et al. 2003). Eine
Uberexpression von SMC3 ist mit einer vermehrten Zelltransformation und vermehrtem
Zellwachstum assoziiert (Ghiselli und Iozzo 2000). Die Primartumore der ZNS-Metastasen
scheinen also trotzdem Eigenschaften eines aggressiven Tumors behalten zu haben. Dies
ist aber auch eine Voraussetzung, da diese Tumore fiir die Entstehung von ZNS-Metastasen
zumindest die Fahigkeit zur Metastasierung beibehalten miissen. Da SMC3 eventuell die
Aktivierung von B-Catenin beeinflussen kann (Ghiselli et al. 2003) und dieses wiederum

im Zusammenspiel mit dem Transkriptionsfaktor LEF-1 zu einer EMT fiihren kann (Kim
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et al. 2002), konnte SMC3 auch einen direkten Einfluss auf die Metastasenbildung haben.
Zudem hat sich generell in dieser Arbeit gezeigt, dass SMC3 unabhingig von der Gruppe
im Vergleich zu den anderen Genen sehr stark exprimiert wird. Diese Beobachtung passt
zu den bereits bekannten Studiendaten, die eine grundsétzlich erhohte SMC3-Expression
beim kolorektalen Karzinom angeben (Ghiselli und Iozzo 2000).

SchlieBlich zeigte diese Arbeit vor allem eine signifikant hohere Expression von NFATS in
der Gruppe der ZNS-Metastasen sowohl im Vergleich mit der Kontrollgruppe als auch mit
der Gruppe der Lebermetastasen. Da NFATS einerseits eine zentrale Rolle bei der
Anpassung der Zelle auf osmotischen Stress spielt und es andererseits grundsitzlich ein
Transkriptionsfaktor fiir viele verschiedene Gene ist (Neuhofer 2010), gibt es nun mehrere
Moglichkeiten, weshalb NFATS relevant fiir die Metastasierung in das ZNS ist. Eines der
von NFATS beeinflussten Zielgene ist das SI00A4 (Chen et al. 2009). Bei S100A4 handelt
es sich um ein Protein, das die Féahigkeit des Tumors zur Metastasenbildung verstirken
kann. Einerseits wird dies durch eine Steigerung der Zellmigration und Angiogenese
erreicht und andererseits kann S100A4 auch zu einer EMT fiihren. Gleichzeitig ist davon
auszugehen, dass S100A4 zwar Metastasen-induzierend wirkt, aber keinen Einfluss auf die
Tumorentstehung an sich hat (Fei et al. 2017). Dariiber hinaus ist auch eine
Wechselwirkung zwischen NFATS und dem asfs-Integrin bekannt. Das osP4-Integrin
spielt grundsitzlich eine Rolle in der extrazelluldren Matrix und speziell in Tumorzellen
beeinflusst es die Zellmobilitit, die Uberlebensf'&ihigkeit der Zellen und die Invasion
(Jauliac et al. 2002). AuBerdem hat auch das osPs-Integrin einen Einfluss auf das S100A4
(Chen et al. 2009). Somit sind also NFATS, S100A4 und das asBs-Integrin in molekularen
Prozessen miteinander verkniipft und stehen im Zusammenhang mit der Fihigkeit des
Tumors zu metastasieren.

Aber auch die Funktion des NFAT5 osmotischem Stress entgegenzuwirken, konnte
ursichlich fiir dessen Erhohung in Tumoren mit ZNS-Metastasen sein. Bei einer lokalen
Entziindungsreaktion kommt es zu einer Hyperosmolaritit, was wiederum das NFATS
aktiviert (Neuhofer 2010). Aufgrund des Tumors selbst kommt es zu einer Aktivierung des
Immunsystems und zu einer damit assoziierten lokalen Inflammation. Diese Immunzellen
konnen den Tumor in frithen Stadien bis zu einem gewissen Grad zuriickhalten, jedoch
kann sich der Tumor daran auch anpassen und eine Toleranz gegeniiber dem Immunsystem
entwickeln (Gonzalez et al. 2018). Da nun die Aktivierung des Immunsystems zu einer
Entziindungsreaktion fiihrt, diese zu einer Hyperosmolaritit und diese wiederum zu einer

Aktivierung des NFATS, konnte das NFATS auch nur ein Marker fiir ein stark aktiviertes
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Immunsystem sein. Diese Immunzellen konnten die Aggressivitit des Tumors reduzieren.
Wie bereits genannt, 1dsst der klinische Verlauf von Patienten mit ZNS-Metastasen die
Annahme zu, dass der Tumor eher weniger aggressiv ist. Dies ldsst sich eventuell durch
eine starke Aktivierung des Immunsystems erklaren. Gleichzeitig gibt es aber auch
Hinweise, dass NFATS als Transkriptionsfaktor selbst stimulierend auf das Immunsystem
wirken kann (Neuhofer 2010). Welche dieser Moglichkeiten nun ursichlich fiir die erhohte
Expression des NFATS in der Gruppe der ZNS-Metastasen ist oder ob es sich eventuell
auch um eine Kombination dieser Moglichkeiten handelt, lasst sich aus dieser Arbeit nicht
eruieren. Fiir die Beantwortung dieser Fragen sind weitere Studien notig.

Sehr auffallend bei der Analyse der RNA-Expression ist die Korrelation zwischen den
Kombinationen aus den Hochrisikogruppen von NFAT5, ACVRIC und SMC3 und der
Gruppe der ZNS-Metastasen. Besonders deutlich ist das unter anderem an der
Dreierkombination zu sehen, also bei der gleichzeitig starken Expression aller drei Marker.
Diese findet sich bei keinem Fall der MO-Gruppe oder der HEP-Gruppe, sondern
ausschlieBlich in der BRA-Gruppe. Damit beschreibt diese Arbeit eine starke Korrelation
zwischen diesen drei Markern und der Entwicklung von ZNS-Metastasen. Die bereits
genannten, moglichen Funktionen dieser Biomarker beziehen sich entweder auf eine
Verringerung der Aggressivitidt des Tumors oder auf eine Verstirkung der Fahigkeit des
Tumors zur Metastasenbildung. Dies entspricht wiederum den Eigenschaften, die sich aus
dem klinischen Verlauf von Patienten mit ZNS-Metastasen schlieen lassen konnen. Somit
kann aus dieser Arbeit auf die Existenz einer dritten Subgruppe geschlossen werden, die
als Merkmale eine erhohte Expression von NFATS5, ACVRIC und/oder SMC3 sowie die
Metastasierung in das ZNS aufweist.

Fiir die allgemeine, von der Lokalisation unabhéngigen Metastasierung fand diese Arbeit
eine Korrelation mit der Markerkombination bestehend aus MAP-Kinase-Mutation und
hoher CD133-Expression. Diese zeigte keinen Unterschied zwischen den Gruppen der
Lungen- und Lebermetastasen. Da diese Kombination aber signifikant hdufiger in der PUL-
Gruppe, der HEP-Gruppe und der Vereinigung der beiden Gruppen (M1-Gruppe) im
Vergleich zur Kontrollgruppe aufzufinden war, scheint diese Kombination einen Einfluss
auf die Metastasierung im Allgemeinen zu haben. Die Ursache hierfiir konnte sein, dass
MAP-Kinase-Mutationen und eine hohe CD133-Expression einzeln bereits einen Effekt
auf die Entstehung von Metastasen haben. Dieser ist bei der MAP-Kinase-Mutation jedoch
starker bei der Metastasierung in die Lunge und bei der CD133-Expression stirker bei der

Metastasierung in die Leber.
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Zusitzlich haben die Uberlebensdaten gezeigt, dass diese Kombination ausschlieBlich bei
den Fillen mit Lungenmetastasen einen negativen Effekt auf das Gesamtiiberleben und das
progressionsfreie Uberleben hat. In der Gruppe der Lebermetastasen fand sich dieser
Einfluss nicht. Sowohl fiir die MAP-Kinase-Mutation als auch fiir eine hohe CD133-
Expression wird angenommen, dass sie negative prognostische Faktoren sind (Horst et al.
2008; Modest et al. 2016). Da diese Arbeit eine Verringerung des Gesamtiiberlebens und
des progressionsfreien Uberlebens beim Vorhandensein einer MAP-Kinase-Mutation
aufgezeigt hat, liegt die Vermutung nahe, dass das gleichzeitige Auftreten der beiden
Marker ebenso einen Einfluss auf das Uberleben haben sollte. Jedoch beschriinkt sich
dieser Effekt in dieser Arbeit nur auf die Gruppe der Lungenmetastasen und CD133 als
einzelner Biomarker zeigt weder in der PUL- noch in der HEP-Gruppe eine Auswirkung
auf das Uberleben. Dies stimmt nicht mit der Studie von Horst et al. 2008 iiberein.
Zusitzlich fand sich in der M1-Gruppe des Kollektivs A, die sich aus der PUL- und HEP-
Gruppe zusammensetzt, statistisch signifikant mehr Félle mit einer hohen CDI133-
Expression als in der Kontrollgruppe. Eine hohe CD133-Expression scheint also auch eine
Auswirkung auf die generelle Metastasierung zu haben. Aber da die Einzelanalysen
ausschlieBlich einen signifikanten Unterschied in der Gruppe der Lebermetastasen im
Vergleich zu der MO-Gruppe erbrachten, konnte der Einfluss von CD133 auf die
Entstehung von Lebermetastasen grofer sein als auf die Entstehung von Metastasen in
anderen Lokalisationen.

In dieser Arbeit wurden jedoch auch mehrere Biomarker analysiert, die keinen Einfluss auf
die Metastasierung ergeben haben. Diese Biomarker werden im Folgenden néher
betrachtet. So fand sich kein Effekt bei der B-Catenin-, p53-, EMILIN3-, SV2B- und MTAI-
Expression sowie bei der Mikrosatelliteninstabilitit. Besonders nukleédres B-Catenin kann
zu einer verstiarkten Zellproliferation fithren (Shang et al. 2017) und iiber den
Transkriptionsfaktor LEF-1 zu einer EMT (Kim et al. 2002), sodass eine Auswirkung von
B-Catenin auf die Metastasierung zu erwarten wére. Die Ursache fiir den fehlenden Effekt
von (-Catenin in dieser Arbeit konnte an dem bereits erwidhnten Einfluss der MAP-Kinase-
Mutation auf die Wirkung des -Catenins liegen. Wenn eine Mutation im MAP-Kinase-
Signalweg notig fiir die Initiierung der Effekte des B-Catenins ist (Horst et al. 2012, Phelps
et al. 2009), ist das Vorhandensein einer hohen B-Catenin-Expression alleine eventuell
nicht ausreichend. Auch fiihrte eine erhohte p-Catenin-Expression nicht zu einer
Verinderung des Uberlebens der Patienten. Dazu wurde jedoch bereits erwihnt, dass in

verschiedenen Studien teilweise eine Verringerung des Gesamtiiberlebens bei hoher [-
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Catenin-Expression gefunden wurde (Lugli et al. 2007; Yoshida et al. 2015), aber auch
teilweise kein Effekt auf das Uberleben nachweisbar war (Chung et al. 2001; Wanitsuwan
et al. 2008). Des Weiteren ergab auch die Markerkombination aus hoher B-Catenin-
Expression und hoher CDI33-Expression keinen Zusammenhang mit der
organspezifischen Metastasierung und keinen Einfluss auf das Uberleben. Im Gegensatz
dazu fand sich in der Studie von Neumann et al. 2012 bei dieser Markerkombination eine
Korrelation mit der Metastasierung in die Leber. Jedoch wurden in dieser Studie
ausschlieBlich Fille mit einem Primarius auf der rechten Kolonseite betrachtet, wihrend in
dieser Arbeit der GroBteil der Karzinome linksseitig war. Da sich die Tumorbiologie von
rechtsseitigen und linksseitigen Kolonkarzinomen unterscheidet (Baran et al. 2018), konnte
dies die Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der B-Catenin-Expression
sein.

Auch bei einer Deregulation der p5S3-Expression wire aufgrund der Funktion des p53 als
Tumorsuppressor eine Auswirkung auf die Metastasierung zu erwarten. Jedoch fand sich
in dieser Arbeit auch hier keine Korrelation zwischen einer deregulierten p53-Expression
und der Metastasenentstehung. Der Anteil der Fille mit einer deregulierten p53-Expression
war sogar beinahe in jeder Gruppe des Kollektivs A identisch. Da Mutationen im p53
jedoch zu typischen pathologischen Verinderungen in der Adenom-Karzinom-Sequenz
gehoren (Li und Zhou et al. 2015), konnten diese eventuell bei der Entstehung des
Karzinoms an sich relevant sein, aber bei der Bildung der Metastasen nur noch eine
untergeordnete Rolle spielen. Moglicherweise fand sich deshalb eine p53-Deregulation
mehrheitlich und gleich verteilt in jeder Gruppe des Kollektivs A. Zudem hatte p53
ebenfalls keinen Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Dies steht im Widerspruch zu
manchen Studien, die bei p53-Mutationen ein schlechteres Uberleben nachgewiesen haben
(Katkoori et al. 2012; Li und Zhou et al. 2015).

Dariiber hinaus konnten Aussagen zu den Auswirkungen der Mikrosatelliteninstabilitt
aufgrund der zu geringen Fallzahl nicht getroffen werden. Nur 7 Fille im gesamten
Kollektiv. A waren mikrosatelliteninstabil bzw. wiesen einen kompletten
immunhistochemischen Verlust von MLH1 auf. Da das Kollektiv A grof3tenteils aus Fillen
mit Primirtumoren auf der linken Kolonseite bestand, Mikrosatelliteninstabilitit aber vor
allem bei kolorektalen Karzinomen auf der rechten Seite zu finden ist (Wang et al. 2019),
ist die geringe Anzahl an Fillen mit einer Mikrosatelliteninstabilitdt nachvollziehbar.
Trotzdem zeigte sich angedeutet in den Ergebnissen dieser Arbeit, dass sich eine Mehrheit

der Fille mit einer Mikrosatelliteninstabilitdt in der Gruppe ohne Metastasen fand. Dies
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stimmt mit den Ergebnissen der Studien von Malesci et al. 2007 und Neumann et al. 2012
iberein. Diese beschrieben bei mikrosatelliteninstabilen Tumoren eine seltenere Bildung
von Fernmetastasen. Wie bereits erwihnt, konnen jedoch aufgrund der zu geringen Fallzahl
in dieser Arbeit trotzdem keine klaren, statistisch signifikanten Aussagen zu dem Einfluss
der mikrosatelliteninstabilen Tumore auf die Metastasierung oder auf das Uberleben der
Patienten getroffen werden.

SchlieBlich waren EMILIN3, SV2B und MTAI bei keinem Fall des Kollektivs B
nachweisbar. Fiir EMILIN3 und SV2B konnte der Grund dafiir die geringe Menge an RNA
sein, die grundsitzlich im gastrointestinalen Bereich exprimiert wird. In der Studie von
Schiavinato et al. 2012 wurde fiir EMILIN3 nachgewiesen, dass dessen RNA-Expression
nach der Embryogenese stark abnimmt. Im adulten Stadium ist es nur noch in einzelnen
Organen, wie dem Auge und dem Gehirn, aufzufinden (Schiavinato et al. 2012). Fiir SV2B
ist die Situation dhnlich, da es als synaptisches Vesikel-Protein ebenfalls vor allem im ZNS
exprimiert wird (Bajjalieh et al. 1993). Somit konnte die Ursache fiir den fehlenden
Nachweis von EMILIN3 und SV2B darin liegen, dass die Menge an RNA fiir den Nachweis
in der JPCR insgesamt zu gering war, auch wenn es einen Unterschied in der EMILIN3-
und SV2B-Expression zwischen den Gruppen geben wiirde. Fir MTAI kann diese
Erkldrung jedoch nicht angenommen werden. Da MTA 1 Einfluss auf das Zellwachstum,
die DNA-Reparatur und dadurch auf die Tumorinvasion und Metastasierung hat (Sen et al.
2014) und es in Studien bereits beim kolorektalen Karzinom nachgewiesen wurde (Li und
Ye et al. 2015), war dessen Nachweis in dieser Arbeit sowohl in den beiden Gruppen mit
Metastasen als auch in der Kontrollgruppe zu vermuten. Eine Erkldrung fiir den fehlenden
Nachweis von MTA I konnte nicht gefunden werden. Ein methodischer Fehler als Ursache
hierfiir ist unwahrscheinlich. In den Vorarbeiten der gPCR war die RNA von MTAI in den
Zellkulturen nachweisbar und die entsprechenden Primer waren in der Testung effizient.
Zudem wurde bei den Laufen der qPCR immer eine Positivkontrolle fiir MTA I mitgetestet,
sodass die Wahrscheinlichkeit von etwaigen Fehlern in der qPCR gering war. Dariiber
hinaus waren die Referenzgene bei jedem Fall nachweisbar, sodass die RNA-Isolation und
die Reverse Transkription ebenfalls korrekt abgelaufen sein miissen. Ansonsten hitte die
gPCR auch kein Ergebnis bei den Referenzgenen geliefert. Schlielich bleibt der Grund
fiir die fehlende MTA I-Expression unklar.

Neben der Analyse der Biomarker hat diese Arbeit zusitzliche Ergebnisse im
Zusammenhang mit der Metastasierung aufgezeigt. Bei der Betrachtung des

Lymphknotenstatus in der multivariaten Analyse des Kollektivs A fand sich bei den Fillen
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mit einer pN1- oder pN2-Kategorie eine hohere Chance in den beiden Gruppen mit
Fernmetastasen zu sein als in der Gruppe ohne Metastasierung. Dies spiegelt die
Ergebnisse anderer Studien wider, die ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem
Lymphknotenbefall und der Formierung von Fernmetastasen gefunden haben (Zlobec et
al. 2008).

AuBerdem fand sich in der allgemeinen Analyse der Uberlebensdaten ein besseres
Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei Patienten mit einer pulmonalen
Metastasierung als bei Patienten mit einer hepatischen. Dies deckt sich mit der allgemeinen
Studienlage, die die Metastasierung in die Lunge als einen positiven prognostischen Faktor
und die Metastasierung in die Leber als einen negativen beschreibt (Prasanna et al. 2018).
Da es sich jedoch bei dieser Arbeit um eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie handelt,
muss die Uberlebensdatenanalyse mit Vorsicht betrachtet werden. Teilweise umfassen die
einzelnen Gruppen mit den verschiedenen Biomarkern und Markerkombinationen nur
wenige Fille, sodass nicht immer klare Aussagen getroffen werden konnen.
Grundsitzlich ist diese Arbeit aufgrund ihres Studiendesigns und aufgrund der
Datengewinnung aus einem Tumorregister beschrinkt, sodass zur weiteren Validierung
dieser Ergebnisse In-vivo-Experimente folgen sollten und der Nutzen dieser Erkenntnisse
in prospektiven, klinischen Studien gepriift werden sollte. Trotzdem hat diese Arbeit
interessante Zusammenhinge zwischen bestimmten Tumormarkern und der Entstehung
von Metastasen in speziellen Organen erbracht. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung
zu, dass die Formierung von Metastasen in spezielle Organe nicht nur von den
anatomischen Verhiltnissen und der Lokalisation des Primarius abhingig ist, sondern auch
von der grundlegenden Tumorbiologie. Dies impliziert die mogliche Existenz von
molekularen Subgruppen, die sich in der Auspridgung von Biomarkern unterscheiden und
Auswirkungen auf die Lokalisation und Formierung von Metastasen und den Verlauf der
Erkrankung haben. Die moglichen, molekularen Subgruppen mit ihren Eigenschaften sind
in der Abbildung 12 (siehe S. 100) zusammengefasst. Der Nachweis dieser Subgruppen
und deren genauere Charakterisierung und Differenzierung miissen in weiteren Studien

erarbeitet werden.
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Abbildung 12: Zusammenfassung der Charakteristika der drei moglichen Subgruppen. Aufgelistet werden die
fiir die Subgruppen spezifische Ausprigung der Biomarker und die dazugehorige Lokalisation der Metastasen.

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit konnten zudem einen praktischen, klinischen Nutzen
haben. Die bereits im Punkt 1.3 (siehe S. 19) erwihnte, allgemeine Nachsorge von
Patienten nach der operativen Entfernung des Karzinoms differenziert lediglich zwischen
Kolon- und Rektumkarzinomen, ob zur Detektion von moglichen Lungen- oder
Lebermetastasen eine Abdomensonografie oder eine CT-Untersuchung und ein Rontgen
vom Thorax durchgefiihrt wird. Das ZNS wird in der Routinenachsorge nicht
beriicksichtigt (AWMF 2019, S. 235). Die Fille mit einem erhohten Risiko fiir die
Entstehung einer Metastase in ein spezielles Organ konnten durch die Analyse von
Biomarkern eingegrenzt werden. Dementsprechend konnte die Nachsorge angepasst und
auf ein bestimmtes Organ fokussiert werden, wodurch mogliche Metastasen frithzeitiger
entdeckt werden konnten. Dies hitte dann direkte Auswirkungen auf die Therapie der
Metastasen. Durch die frithere Diagnose der Metastase konnten auch entsprechende
Behandlungen frither begonnen werden. So ist beispielsweise die Resektabilitit einer
Lebermetastase vom restlichen, funktionellen Lebergewebe abhingig (Van Cutsem et al.
2016, S. 1395 - 1396) und die Prognose gemill des Fong-Scores von der GroB3e und der
Anzahl der Metastasen in der Leber (Fong et al. 1999). Dies kann durch eine friihere
Entdeckung der Metastase beeinflusst werden. Auch bei den ZNS-Metastasen wire eine
friihere Diagnose von grolem Nutzen, da sich die Therapiemoglichkeiten bei ZNS-
Metastasen vor allem auf die chirurgische Resektion und die Strahlentherapie erstreckt
(Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie 2015). Das Outcome dieser Therapien konnte sich

bei einer frithzeitig entdeckten, noch singuldren Metastase positiv verdndern (Imaizumi et
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al. 2019). Zudem konnten fiir neu entdeckte, molekulare Subgruppen spezifische Therapien
entwickelt werden. Bei dem Vorhandensein einer MAP-Kinase-Mutation, einer BRAF-
Mutation oder einer Mikrosatelliteninstabilitit gibt es bereits  spezielle
Behandlungsempfehlungen (AWMEF 2019, S. 198-216). Somit haben die in dieser Arbeit
entdeckten, moglichen Subgruppen das Potenzial die Entwicklung neuer und
zielgerichteterer Therapieschemata zu initiieren.

Zusammenfassend hat diese Arbeit gezeigt, dass Mutationen im MAP-Kinase-Signalweg
und besonders die Kombination aus MAP-Kinase-Mutationen und einer verstirkten
Aktivitidt des WNT/B-Catenin-Signalweges mit der pulmonalen Metastasierung korreliert
und eine hohe CD133- und TMPRSS6-Expression mit der hepatischen Metastasierung. Fiir
die Metastasierung in das ZNS hat sich eine Korrelation mit einer starken Expression der
Gene NFATS, ACVRIC und SMC3 gezeigt. Besonders die Kombinationen dieser Marker
waren sehr spezifisch fiir die ZNS-Metastasierung. Diese Ergebnisse lassen auf eine
unterschiedliche Tumorbiologie und auf die Existenz moglicher, molekularer Subgruppen
des kolorektalen Karzinoms mit charakteristischen Eigenschaften schlieBen. Zusitzlich
konnten die Erkenntnisse aus dieser Arbeit eine Auswirkung auf das klinische Management
von Patienten mit einem metastasierten, kolorektalen Karzinom haben und durch die
Prizisierung der Nachsorge und einer friihzeitigeren Therapieeinleitung das Uberleben der

Patienten verbessern.
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VergroBerung der Abbildung 11 (siehe S. 85):
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