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1 Einleitung

1.1 Kolonkarzinom

Drisig differenzierte, maligne epitheliale Priméartumore des Kolons und Rektums werden
unter dem Begriff ,kolorektales Karzinom‘ zusammengefasst. Bei dem GroBteil der
kolorektalen Karzinome (90%) geht man von einem sporadischen Auftreten aus,
Umweltfaktoren scheinen jedoch eine entscheidende Rolle zu spielen. So haben diverse
Fallkontroll- und Kohortenstudien den Einfluss von Ernédhrung und Lebensstil untersucht.
Bekannte Risikofaktoren sind unter anderem der Verzehr von roten Fleisch, chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen, Ubergewicht und eine geringe korperliche Aktivitat
(Roock et al. 2011). Die klinische Relevanz molekularpathologischer Untersuchungen tritt
insbesondere in dem zunehmenden Verstdndnis der Adenom-Karzinom Sequenz der

Kolonkarzinome zutage (Harada und Morlote 2020).

Tumore oral 16 cm ab ano in der starren Rektoskopie werden als Kolonkarzinome
bezeichnet, Tumore aboral 16 cm ab ano als Rektumkarzinome. Letztere werden noch in
Karzinome des oberen (12 — 16 cm), mittleren (6 — 12cm) und unteren Drittels unterteilt.
Die Einteilung ist einerseits therapeutisch (Radiato nur bei Rektumkarzinom) und
andererseits klinisch (Karzinome des mittleren und unteren Rektumdrittels zeigen gehaduft

pulmonale Erstmetastasierung) relevant.

Makroskopisch unterscheidet man drei Typen: den am héaufigsten auftretenden
schisselformig exulzerierten Tumor, den polypos-exophytischen Typ und den seltenen
diffus infiltrierenden Typ. Meist liegen Adenokarzinome vor. Der schisselférmig
exulzerierte Tumor entsteht geh&uft infolge der oben genannten Adenom- Karzinom-
Sequenz. Das molekularpathologische Korrelat hierzu ist die Anhaufung von Mutationen,
die zur Aktivierung von Protoonkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
fihrt. Die Mutationssequenz beim kolorektalen Karzinom beginnt typischerweise mit dem
Loss-of- Heterozygosity des Chromosoms 5- der Inaktivierung des APC-Gens. Typische
weitere Mutationen sind die Aktivierung von k-Ras, LOH Chr. 18q (SMAD2 und SMAD4)
und die Inaktivierung von p53. Andere Wege zum Kolonkarzinom fihren (Gber
Hypermethylierung oder Mikrosatelliteninstabilitat. Die Morphologie und Lokalisation des
Tumors kann ein Hinweis auf die molekularen Ereignisse sein, die zur Krebsentstehung

fihrten. Beispielsweise zeigen invasive Karzinome des rechten Kolons mit ausgepragter



muzindser Differenzierung und lymphatischen Infiltrat Uberdurchschnittlich hdufig eine
Mikrosatelliteninstabilitat (Kumar et al. 2009).

1.1.1 Epidemiologie und Pravention

Kolonkarzinome gehéren in Deutschland zu den hé&ufigsten Krebserkrankungen. Die
Inzidenz liegt bei Frauen bei etwa 28: 100.000 Neuerkrankungen im Jahr, bei Ménnern bei
ca. 34:100.000. Das mittlere Erkrankungsalter liegt geschlechtsabhéngig zwischen 70
Jahren (Manner) und fast 73 Jahren (Frauen) (Barnes et al. 2016). Das Lebenszeitrisiko an
einem Kkolorektalen Karzinom zu erkranken betrégt in den USA 5% (Inger 1999). Aufgrund
der epidemiologischen Relevanz und der oft palliativen Situation im metastasierten Zustand
wird nun schon ab dem 45. Lebensjahr zur VVorsorge und Friiherkennung eine Koloskopie
empfohlen. Fur Personen mit einem erhéhten Risiko flr die Entwicklung eines kolorektalen
Karzinoms gelten abweichende Empfehlungen. Neben der Koloskopie stehen mit der CT-
Kolonographie, Kapselendoskopie, immunologischen Stuhltestung und dem fakalen
okkulten Bluttest diverse weitere VVorsorgemethoden zur Verfligung. Die Koloskopie hat
sich jedoch aufgrund der gleichzeitig bestehenden Interventionsmdéglichkeit, der
Nachweismaglichkeit von Adenomen und nicht-blutenden Karzinomen, sowie aufgrund der
insgesamt hoheren Sensitivitdt und Spezifitat bei der Erkennung von kolorektalen
Karzinomen im Vergleich zu den oben genannten Methoden durchgesetzt

(Leitlinienprogramm Onkologie et al. 2014; Lin et al. 2021) .

1.1.2 Klinik

Die Inzidenz von sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinomen ist von aboral zu oral
abnehmend. Die haufigste Lokalisation ist das Rektum mit ca. 50%, gefolgt von dem Sigma
(etwa 30%). Im Gegensatz hierzu, liegt der Ort der Tumormanifestation bei HNPCC oft im
Colon ascendens oder transversum. Symptome treten oft erst bei fortgeschrittenem
Tumorwachstum auf. Rechtsseitige Kolonkarzinome treten h&ufiger durch Fatigue und
Eisenmangelandmie klinisch in Erscheinung. Bei linksseitigen Kolonkarzinomen finden
sich okkulte Blutungen, Krampfe und Verdnderungen der Stuhlgewohnheiten. Weit

fortgeschrittenes Tumorwachstum kann zur Perforation fiihren.

Prognoseentscheidend sind die in der TNM-Klassifikation erfasste Infiltrationsstiefe und
der Lymphknotenstatus. Zudem zeigen Patienten mit einem synchronen Auftreten von

Metastasen eine schlechtere Prognose (Adam et al. 2015). Bei einem Grol3teil der Patienten



ist der Tumor zum Diagnosezeitpunkt regional begrenzt (Stadium 1-3), jedoch entwickeln
ca. 50% im Verlauf Metastasen (Kurzrock und Markman 2008).

1.1.3 Therapie
Vor Beginn der Therapie ist eine histologische Sicherung anzustreben. Man spricht von
einem kolorektalen Karzinom (in Abgrenzung zu einem Karzinom in situ), wenn die

Submukosa infiltriert ist.

Préoperativ ist eine Staging-Untersuchung erstrebenswert. Beim Kolonkarzinom beinhaltet
dies die Abdomensonographie, Koloskopie, Tumormarkerbestimmung (CEA, CA 19-9) und
Rontgenaufnahme des Thorax. Letztere wird heutzutage oft durch eine CT-Untersuchung
aufgrund der hoheren Sensitivitat ersetzt. Beim Rektumkarzinom sollte die Staging-
Untersuchung um eine MRT des Beckens, eine starre Rektoskopie und eine
Endosonographie zur Bestimmung der Infiltrationstiefe und des Lymphknotenstatus ergénzt
werden. Da der Lymphknotenbefall einen hohen prognostischen Wert hat, ist die
Untersuchung von mindestens 12 Lymphknoten anzustreben. Generell empfiehlt sich die
Vorstellung des Patienten in einer interdisziplindren Tumorkonferenz, unter Umstanden
bereits pratherapeutisch. Die kurative Therapie beginnt meist mit einer radikalen
chirurgischen Tumorresektion. Eine praoperative Radiochemotherapie kann auch bei weit
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen eine Kontinenz erhaltene Operationstechnik
ermdglichen. Einzelne Metastasen der Leber und Lunge werden operativ entfernt. Ab
UICC-Stadium 3 sollte eine adjuvante Chemotherapie durchgefuhrt werden. Bei Stadium 2
ist die Datenlage zur Verbesserung des Uberlebens mit adjuvanter Chemotherapie zurzeit
unklar, bei zusétzlichen Risikofaktoren (u. A. Perforation, gering differenzierter Tumor,
wenige untersuchte Lymphknoten) kann eine Chemotherapie erwogen werden. Gangige
Regime kombinieren meist 5-FU mit Oxaliplatin oder Irinotecan (FOLFOX oder FOLFIRI)
(Kurzrock und Markman 2008). Die Strahlentherapie beim Rektumkarzinom findet
meistens additiv zur Chemotherapie pré- oder postoperativ ihren Einsatz. Kolorektale

Karzinome sind nur méaRig strahlensensibel, es sind oft hohe Dosen (>50 Gy) nétig.

1.1.3.1 Therapie des oligometastasierten kolorektalen Karzinoms
Das oligometastasierte kolorektale Karzinom stellt eine besondere Herausforderung an die

Therapie. Unter bestimmten Voraussetzungen sind durchaus kurative Ansatze maoglich,
jedoch ist derzeit noch kein Standard fiir den addquaten Weg zur Heilung etabliert. Der

Grundsatz, dass vereinzelte Metastasen soweit moéglich operativ entfernt werden sollten, ist



relativ unumstritten (Aigner et al. 2017). Jedoch ist selbst nach einer Resektion sicher im
Gesunden die Rezidivrate mit etwa 50% in 24 Monaten hoch (de Jong et al. 2009). Durch
perioperative Chemotherapien soll diese Quote gesenkt werden (Kornprat et al. 2007;
Nordlinger et al. 2007). Sollte es im Rahmen einer praoperativen Chemotherapie zu dem
bildmorphologischen Verschwinden der Metastasen kommen, wird zur Reduktion der sonst

hohen Rezidivrate trotzdem zu einer operativen Resektion geraten (Kuhlmann et al. 2016).

Jedoch birgt eine neoadjuvante Chemotherapie die Gefahr, durch die hepatotoxischen
Chemotherapeutika die Leberfunktion so weit einzuschranken, dass eine Leberteilresektion

zur Metastasenchirurgie nicht mehr durchgefiihrt werden kann.

1.2 Metund HGF

Die Relevanz der Tyrosinkinase C-Met beginnt bereits bei der Zellmobilitat in der
Embryogenese (Hayashi et al. 2005). Uber eine Vielzahl von Signalkaskaden ist die
Tyrosinkinase nach Bindung ihres Liganden HGF an Vorgangen wie Neoangiogenese,
Zellmotilitat und -proliferation, sowie Gewebsregeneration beteiligt (Miyazawa et al. 1989;
Nakamura et al. 1989; Garcia Stéphane et al. 2007). Jedoch findet sich bei einer Vielzahl an
soliden Tumoren des Menschen eine Uberaktivitat der c-Met Signalkaskade (Krause und
Van Etten 2005). Diese kann durch Genmutation, Genalteration oder eine vermehrte

Proteinexpression bedingt sein.

1.2.1 Physiologie der Metkinase

Das humane MET/HGFR- Gen liegt auf Chromosom 7g21-931 und wird in einer Vielzahl
von Organen und Zelltypen exprimiert. Die Transkription des Genes wird durch Ets, Pax3m
AP2 und Tcf-4 reguliert (Epstein et al. 1996; Gambarotta et al. 1996; Boon et al. 2002). Zu
den bekannten Repressoren der Met-Transkription gehéren die gastrointestinalen Hormone
Cholezystokinin, Carbachol und Bombesin (Hoffmann et al. 2006), DAXX (Morozov et al.
2008) und diverse Mikro-RNAs (miR-206 (Sun et al. 2015a), Hsa-miRNA-139-5p (Sun et
al. 2015b) und MiR-199a-3p (Fornari et al. 2010). Nach der Glykosylierung des Met-
Vorléauferproteins verbindet sich die 50 kDa. Alpha-Kette tiber Disulfidbriicken mit der 140
kDa. groRRen Beta-Kette. Die Beta-Kette durchlauft eine Membraninsertion, die Alpha-Kette
liegt extrazelluldr. Der fertige Rezeptor hat so eine groRe extrazelluldare Ectodomain und
eine intrazelluldare PTK- Domain. Unter physiologischen Bedingungen findet sich eine c-

Met Expression vor Allem in den Endothelzellen von Lymph- und BlutgefaRen, sowie in



Zellen der Hamatopoese (Grant et al. 1993; Ding et al. 2003). Die Interaktion der Met-
Kinase mit seinem Liganden HGF spielt eine entscheidende Rolle bei der Proliferation, dem
Uberleben, der Invasion und Migration von Zellen (Zhu et al. 1994). Diese Interaktionen
besitzen eine Schlusselrolle bei diversen VVorgangen der Embryogenese (Uehara et al. 1995;
Ueharaet al. 2000), Angiogenese (Silvagno et al. 1995) und der Wundheilung (Chmielowiec
et al. 2007).

Die Bindung des Liganden HGF fuhrt zu einer Homodimerisierung des c-Met Rezeptors
und der Phosphorylierung der Tyrosinreste Y1234 und Y1235 der katalytischen Schleife der
Tyrosinkinasedomain (Rodrigues et al. 1997). Es folgt die Phosphorylierung der
Tyrosinreste 1349 und 1356 des C-Terminus, dies fihrt zur Bildung der eines Met-
spezifischen Tandem-SH2- Erkennungsmotiv Y1349VHVX3Y1356VNV (Ponzetto et al.
1994). Nach der Phosphorylierung der Tyrosinreste werden verschiedene Signaleffektoren
rekrutiert- zu diesen gehdren die Adapterproteine GRB2 (Fixman et al. 1996), SHC (Pelicci
et al. 1995) , CRK , CRKL (Sakkab et al. 2000), und die Effektormolekiile PI3K, PLCy,
SRC (Ponzetto et al. 1994), SHIP-2 (Koch et al. 2005), und der Transkriptionsfaktor STAT-
3 (Zhang et al. 2002).

1.2.2 MET in Malignomen

Der Nachweis von Mutationen des MET Gens gelang bereits 1997 in Proben von hereditéren
papillaren Nierenkarzinomen (Schmidt et al. 1997). In den folgenden Jahren konnten
Aberrationen des Gens und auch Uberexpressionen der Kinase in multiplen weiteren
Tumorentitaten nachgewiesen werden (Ma et al. 2008). Mittlerweile gilt die Met-Alteration
und Uberexpression als vielversprechendes Target in der Therapie von unter anderem
Neuroendokrinen Tumoren der Lunge (Song et al. 2010), klarzelligen Adenokarzinomen
des Ovars (Yamamoto et al. 2012), Gastrointestinalen Stromatumoren (Cohen et al. 2015)
und dem kolorektalen Karzinom (Bradley et al. 2016). Die Uberexpression von MET in
Tumorgewebe wird mit einer erhéhten Zellmotilitat, einer verstarkten Neigung zur Invasion
und Angiogenese in Verbindung gebracht (Ma et al. 2008). Bei den Adenokarzinomen des
Kolons (Takeuchi et al. 2003; Zeng et al. 2008) und Ovars (Sawada et al. 2007),
Plattenepithelkarzinomen des Hals-Kopfbereiches (Di Renzo et al. 2000) und dem
inflammatorischen Mamma-Karzinom (Garcia S. et al. 2007) zeigte sich eine Assoziation
der Met- Uberexpression zur Metastasierungsneigung und einer schlechteren Prognose.

Jedoch zeigte sich in einer spéteren Studie an kolorektalen Karzinomen kein signifikanter



Zusammenhang der Met Uberexpression mit dem Differenzierungsgrad, der
Infiltrationstiefe, dem Lymphknotenbefall oder dem krankheitsfreien Uberleben- lediglich
eine erhohte Rate an Lokalrezidiven konnte festgestellt werden. Diese Studie
berucksichtigte allerdings nur die Met Expression, die mittels Immunhistochemie ermittelt
werden konnte (Al-Maghrabi et al. 2015).

Dieses kontroverse Bild der Relevanz der Met Kinase in der Onkologie kénnte zum Teil der
uneinheitlichen Erfassung der Met- Uberaktivitat geschuldet sein. Daher legt diese Arbeit
einen Fokus auf die verschiedenen Methoden zum Nachweis der Met Alteration oder
Uberexpression zum Nachweis nicht nur einer erhdhten Proteinexpression, sondern auch

der Genalteration, vermehrten Transkription und dem Vorkommen von Splice-Varianten.

1.3 PIK3CA

PIK3CA gehort zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen. Die Signaltransduktion (ber
Phosphoinositid-3-Kinasen spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Immunantwort (Stark et al. 2015), des Zellwachstums, der Migration, der
Zelldifferenzierung, des Zelllberlebens und der Zelladhdsion (Cathomas 2014).
Phosphoinositid-3-Kinasen katalysieren die Phosphorylierung an der 3°-OH Position am
Inositolring von Phosphatidylinositolen. Nach der Proteindoménenstruktur der
katalytischen Untereinheit werden die Phospoinositid-3-Kinasen in drei funktionelle
Klassen eingeteilt (1a, 1b, 2, 3).

PIK3CA gehort zur Untergruppe la. Kinasen dieser Untergruppe sind Heterodimere
bestehend aus einer pl10 Kkatalytischen Untereinheit und einer p85 regulatorischen
Untereinheit. Die regulatorische p85 Untereinheit existiert in fiinf Varianten (p85a, p55a,
p50a, p85PB, pS5y), die ersten drei sind Splice-Varianten des Pik3r1-Gens. Die katalytische
p110 Untereinheit ldsst sich ebenfalls in drei Varianten einteilen: p110a, p110p und p1108.
Die katalytischen Untereinheiten werden jeweils von unterschiedlichen Genen kodiert. P110
a von Pik3ca, p110f von Pik3cb und p1106 von Pik3cd.

Eine PIK3CA Mutation lasst sich bei ca. 10-20% der kolorektalen Karzinomen nachweisen,
interessanterweise in abnehmender Inzidenz je weiter aboral der Primartumor liegt (im
proximalen Kolon bis zu 25%, im Rektum ca. 10 %) (Rosty et al. 2013; Ogino et al. 2014).
PIK3CA Mutationen finden sich gehéduft bei KRAS mutierten Tumoren, bei BRAF
Mutationen hingegen liel3 sich keine Haufung nachweisen (Nosho et al. 2008). In einigen
Studien zeigte sich bei Patienten mit BRAF Wildtyp und PIK3CA Mutation eine signifikant



verkiirzte Uberlebenszeit (Rosty et al. 2013), dies scheint insbesondere bei simultanen
Mutationen in Exon 9 und 20 zu gelten (Liao et al. 2012). Der prognostische Wert der
PIK3CA Mutation lieR sich jedoch in weiteren Studien nicht nachweisen (EKI6f et al. 2013).

1.4 BRAF und KRAS

Der MAPK Signalweg spielt physiologisch eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung, dem Uberleben und der Alterung von Zellen (Wellbrock et al. 2004).
Mutationen von RAS und RAF kénnen eine Umgehung der Regulation des Signalweges
bedingen und sind daher h&ufig bei Tumorerkrankungen zu finden (Roberts und Der 2007;
Schubbert et al. 2007)- RAS Mutationen zeigten in Studien eine Prévalenz von uber 50%
bei metastasierten kolorektalen Karzimomen (Peeters et al. 2015). Zudem spielt RAS in dem
durch  EGFR und Ras-small-GTPase-Mutationen angestoRenem Signalweg eine
Schlusselrolle (Roberts und Der 2007).

Die haufigste Mutation von BRAF ist mit Giber 90 % der Austausch eines Thyminrestes an
Position 1799 mit Adenin (Tan et al. 2008).

Bei dem kolorektalen Karzinom zeigen sowohl BRAF als auch KRAS mutierte Tumore ein
signifikant schlechteres Uberleben (Liévre et al. 2006). BRAF Mutationen finden sich
gehé&uft bei papillaren Schilddrusenkarzinomen (Xing et al. 2014), bei nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen (Sanchez-Torres et al. 2013; Luk et al. 2015), kolorektalen Karzinomen
(Thiel et al. 2013), Ovarialkarzinomen (Vang et al. 2009), Melanomen (Fargnoli et al. 2008;
Salama und Flaherty 2013) und Prostatakarzinomen (Cho et al. 2006). Bei dem
Adenokarzinom der Prostata zeigten Studien bisher jedoch nur bei ostasiatischen
Populationen eine signifikante Inzidenz (Kéllermann et al. 2010; Ren et al. 2012). Der
BRAF und KRAS Mutationsstatus erhalt eine besondere Bedeutung bei der Planung des
Therapieregiments- mutierte Tumore zeigten in Studien ein signifikant schlechteres
Ansprechen auf EGFR-Antikorpertherapien (Gong et al. 2016), sodass derzeit von einer
EGFR Antikorpertherapie bei BRAF oder KRAS mutierten Tumoren abgeraten wird

(National Comprehensive Cancer Network 2017).

Zudem spielen BRAF Mutationen eine Rolle bei der Pathophysiologie verschiedener
syndromaler Erkrankungen und den mit ihnen einhergehenden erhéhten Krebsrisiko: unter
Anderem dem Noonan Syndrom, Costello Syndrom und dem cardio-fazio-kutanem
Syndrom (Tidyman und Rauen 2008; Tartaglia et al. 2011).



1.5 MET als Prognostikator
Die klinische Relevanz der MET-Kinase begriindet sich nicht allein in der Mdglichkeit des
therapeutischen Nutzens, sondern bereits in der prognostischen Bedeutung einer MET-

Alteration oder Uberexpression.

Der negative Einfluss einer MET-Uberexpression konnte bereits in einer Meta-Analyse
2015 unter Einschluss von 11 Einzelstudien belegt werden (Liu et al. 2015). Die bisherigen
Studien beschéftigen sich jedoch primédr mit dem prognostischen Einfluss des MET-
Alterationsstatus des Primarius. Die Rolle der molekularpathologischen Charakteristika der

Metastasen eines Tumors fand bisher wenig Beachtung.

Zudem erfolgt selten eine Aufschlisselung, ob ein Unterschied des prognostischen
Einflusses zwischen einer MET-Amplifikation, vermehrten RNA- oder Proteinexpression
oder vermehrten Expression durch aktivierende Mutationen besteht. Diese Arbeit legt daher
einen Fokus auf den molekularpathologischen Status der Metastasen und untersucht explizit
den unterschiedlichen prognostischen Impact der erhohten Proteinexpression, RNA-

Expression oder Gen-Alteration.

1.6 Targeted Therapy unter dem Aspekt von Met, KRAS, PIK3ca und BRAF
Mutationen

Der therapeutische Erfolg von moderner Antikorpertherapien héngt entscheidend von der
vorhergegangenen molekularpathologischen Analyse und der Therapieanpassung ab.
Aktuelle Studien legen nahe, dass von einer Wirksamkeit der EGFR- Inhibition nur beim
Vorliegen des KRAS-Wildtyps auszugehen ist (De Roock et al. 2011). Die Datenlage zum
Einfluss der PIK3CA-Mutation auf die Wirksamkeit einer EGFR Antikdrpertherapie ist
widersprichlich (Prenen et al. 2009; Sartore-Bianchi et al. 2009), bei einer neueren Studie
an einem deutlich gréReren Patientenkollektiv (\Vgl. Prenen et al 200 Patienten vs. De Roock
et al 1022 Patienten) wurde hingegen sowohl bei BRAF, NRAS als auch PIK3CA Mutation
ein geringeres Ansprechen auf eine EGFR Antikorpertherapie nachgewiesen (De Roock et
al. 2010).

Bei einem KRAS mutierten Kollektiv erbrachte der Zusatz von Cetuximab zum reguléren
Chemotherapie Regiment einen deutlichen Uberlebensvorteil (Van Cutsem et al. 2011).
Ahnlich bestand nach den Erfolgen in der Behandlung des metastasierten Melanoms mit
BRAF- Inhibitoren die Hoffnung eines Therapiefortschrittes in der Behandlung des

kolorektalen Karzinoms (Flaherty et al. 2010). Leider zeigte sich unter anderem in einer



Phase 2 Studie mit Vemurafenib bei Patienten mit BRAF mutierten, metastasierten
kolorektalen Karzinom kein signifikanter Therapieerfolg (Kopetz et al. 2015). Aufgrund
des Nachweises einer erhOhten Aktivitat des PISK/AKT Signalweges beim metastasierten
kolorektalen Karzinoms im Gegensatz zum Melanom, wurden aktivierende Mutationen des
PIBK/AKT Signalweges als Ursache des schlechten Ansprechens des kolorektalen
Karzinoms auf eine BRAF-Inhibitor Therapie angenommen. In einer Studie an Zelllinien
konnte das verminderte Ansprechen von Zellkulturen mit einer vermehrten Aktivitat des
PIBK/AKT Weges nachgewiesen werden (Mao et al. 2013). Im selben Jahr wurde im
Mausversuch die Kombinationstherapie eines PI3K/mTOR- und BRAF- Inhibitors in vivo

als wirksam erwiesen (Coffee et al. 2013).

1.7 Varianten der MET-Inhibition

In der personalisierten onkologischen Therapie stehen derzeit verschiedene Substanzen zur
MET-Inhibition zur Verfligung. Es kann die Ligand-Rezeptor-Interaktion inhibiert werden,
die MET-Tyrosinkinase direkt oder die Signaltransduktion nach Aktivierung der

Tyrosinkinase.

Die Ligand-Rezeptor-Interaktion l&sst sich entweder durch Einfluss auf den Liganden HGF
oder die extrazellulare Domain des MET-Rezeptors blockieren: HGF- Antagonisten treten
mit HGF in Konkurrenz um die MET- Rezeptor- Bindungsstelle, HGF- Antikérper binden
den Liganden und verhindern die Interaktion mit dem Rezeptor und MET- Antikorper

binden an die extrazelluldre Rezeptorregion und verhindern eine Aktivierung.
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Genehmigung des Elsevier Verlages

1.7.1 HGF-kompetitive molekulare Analoga/ HGF-Antagonisten

HGF-Antagonisten beeinflussen die Protein-Protein Interaktion zwischen der alpha-Kette
des HGF (NK1-Fragment) und der Bindungsstelle der MET-Sema Domain (Winter et al.
2016). In préklinischen Studien wurde eine Hemmung des Tumorwachstums durch die
HGF-Analoga NK4 und uncleavable HGF bewiesen (Sawada et al. 2007; Suzuki et al.
2010). NKA4 ist ein vollstandiger kompetitiver Antagonist an der HGF-Bindungsstelle der
MET-Kinase. In vivo wurde sowohl fur das Lewis-Lungenkarzinom als auch das B16F10-

Melanom eine Reduktion des Tumorwachstums nachgewiesen (Kishi et al. 2009).

Bei uncleavable HGF handelt es sich um ein inaktives VVorldufermolekil, welches mit hoher
Affinitat an den MET-Rezeptor bindet. Es findet keine proteolytische Aktivierung des
uncleavable HGF statt, sodass es nicht zur Homodimerisierung des MET-Rezeptors und
zum Anstol} der Signalkaskade kommt.
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1.7.2 HGF- Antikorper

HGF-Antikorper binden an den MET-Liganden HGF und koénnen die HGF-induzierte
Aktivierung der MET-Kinase dadurch verhindern. Sie wurden in zahlreichen Studien
sowohl als Einzel- als auch als Kombinationstherapie auf ihre Sicherheit und Effizienz hin
untersucht. Rilotumumab, ein humanisierter 1gG-2 monoklonaler Antikorper, erzielte bei
Patienten mit Magenkarzinomen oder Karzinomen des 6sophagogastralen Uberganges eine
Verliangerung des progressionsfreien Uberlebens, jedoch nur bei den Patienten mit
vermehrter MET-Expression in der Immunhistochemie (Zhu et al. 2015). Es besteht zudem
begriindeter Zweifel daran, ob Rilotumumab eine MET-Aktivierung tatséchlich suffizient
inhibiert (Greenall et al. 2016). Ficlatuzumab, ein humanisierter 1gG-1 monoklonaler
Antikorper, erwirkte zwar in pharmakodynamischen Studien eine nachweisbare Reduktion
der Aktivitat des MET-Signalweges (Tabernero et al. 2014; Kumar et al. 2015), zeigte bisher
keine Verbesserung des Uberlebens in klinischen Studien (Mok et al. 2016). Ein weiterer
humanisierter, monoklonaler Antikorper gegen HGF ist TAK701. Bei dem
nichtkleinzelligen bronchialen Karzinom entwickeln sich im Verlauf einer EGFR-
Inhibitoren Therapie oft Resistenzen- die Kombinationstherapie von TAK701 mit dem
EGFR-Inhibitor Gefitinib konnte hier eine Inhibition des Wachstums der Tumore in vivo
bewirken (Okamoto et al. 2010, S. 7).

1.7.3 MET-Antikoper

Der GroRteil der monoklonalen MET-Antikorper verhindert die MET-Aktivierung durch
Bindung der extrazellularen Domain des MET-Rezeptors. Eine Ausnahme bildet DN30,
dieser Antikorper erzielt seine Wirkung durch die Degradierung des Rezeptors unter
Abspaltung der Ektodomain (Petrelli et al. 2006). In praklinischen Studien lieR sich durch
die Anwendung von MET-Antikérpern das Tumorwachstum signifikant reduzieren
(Martens et al. 2006).

Einer der derzeit gangigsten MET- mAb Onartuzumab , entstand unter Anwendung der
Knobs-into-holes-Technik aus dem MET-Agonisten 5D5 (Merchant et al. 2013; Prat et al.
2014). In einigen Klinischen Studien zeigte sich unter Therapie mit Onartuzumab eine
Verliangerung des Uberlebens bei MET-positiven NSCLC (Spigel et al. 2013). In einer
neueren Phase 3 klinischen Studie kein Benefit durch die zusétzliche Gabe von
Onartuzumab zu Erlotinib bei MET-positiven Stadium I11B oder IV NSCLC nachweisen
(Spigel et al. 2017). Ahnliche Ergebnisse erbrachte eine Phase 2 Studie an fortgeschrittenen
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6sophagogastralen oder gastralen Tumoren 2016- der Zusatz von Onartuzumab zu dem
Chemotherapieregiment FOLFOX erbrachte weder in dem kompletten Patientenkollektiv
noch in der Immunhistochemie MET-positiven Gruppe einen Uberlebensvorteil (Shah et al.
2016). Auch beim HER2-negativen, MET-positiven (bestimmt anhand von
Immunhistochemie) Mamma-Karzinom war kein Vorteil der Kombinationstherapie
festzustellen (Shah et al. 2017) . Zudem sind die nicht unerheblichen Nebenwirkungen einer
Therapie zu bedenken- zu den haufigsten zahlt eine Odembildung, weitere Nebenwirkungen
sind vendse und arterielle Thrombenbildung, gastrale Perforationen und Hypoalbumindmie
(Morley et al. 2015). Bedacht werden muss jedoch, dass der MET-Status in diesen Studien
nur durch die Immunhistochemie bestimmt wurde. Eine Untersuchung des Ansprechens auf
Onartuzumab in Abhéngigkeit des MET-Status in der Immunhistochemie, FISH und des
MET-RNA Levels stellte nur die Immunhistochemie als pradiktiven Marker heraus. Zudem
blieb der positive Effekt der MET-Antikorpertherapie bei FISH negativen, IHC positiven
Féllen erhalten (Koeppen et al. 2014)(Koeppen et al. 2014).

Weitere humanisierte Antikorper mit dem Target c-MET sind ABT-700 (h224G11),
LY2875358 (LA480) (Liu et al. 2014; Wang et al. 2016; Yoh et al. 2016) und die beiden
bispezifischen MET/EGFR- Antikorper LY3164530 und JNJ-61186372 (Kim und Kim
2017). Fur 19gG-1 Antikorper ARGX-111 und den monoklonalen humanisierten Antikorper
SAIT301 laufen derzeit Phase | klinische Studien (NCT02055066 und NCT02296879).

1.7.4 MET-Decoy Rezeptoren

Der Begriff MET-Decoy Rezeptor beschreibt eine 16sliche Form der MET Ektodomain
(primdr der Sema Domain), die HGF bindet ohne zu einer MET-Homodimerisierung und
damit Aktivierung zu fihren (Zhang et al. 2004). Es konnte ein vermindertes
Tumorwachstum und eine niedrigere Metastasierungsrate in Mausversuchen mit Xenograft
nachgewiesen werden (Michieli et al. 2004). Zudem wird auch die Liganden unabhangige
MET-Aktivierung durch MET-Decoy Rezeptoren (in dieser Studie rSema- rekombinantes
Sema Protein) effektiv vermindert (Kong-Beltran et al. 2004).

1.7.5 MET-Tyrosinkinaseinhibitoren

MET- Tyrosinkinaseinhibitoren lassen sich in zwei Untergruppen einteilen: Typ |
Inhibitoren (SU-11274-like) interagieren mit der ATP-Bindungsstelle der aktiven Form der
Kinase, wahrend Typ Il (AM7-like) nur eine partielle Interaktion mit der ATP-

Bindungsstelle aufweisen und primér an einer allosterische Tasche der inaktivierten Kinase
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ansetzen (Mughal et al. 2013; Trusolino 2016). In einer Fallstudie zeigte sich bei einem
Patienten mit metastasierten NSCLC mit deutlicher MET-Amplifikation und EGFR Exon
19 Deletion ein initial gutes Ansprechen auf die Kombinationstherapie des Typ | Inhibitors
Savolitinib mit dem EGFR Inhibitor Osimertinib, jedoch kam es nach 34 Wochen zum
erneuten Krankheitsprogress. Eine erneute molekulargenetische Untersuchung erbrachte
neben den bereits bekannten Verdnderungen eine neue Mutation, die zu einer Alteration der
MET-Kinaseregion flhrte. Nach Untersuchung der Proteinstruktur verdeutlichten die
Autoren des Case Reports, dass durch die D1228V-Variante eine Resistenz gegen Typ |
Inhibitoren durch eine Mutation der Kinase-aktivierenden Schleife entstanden ist. Unter der
Annahme, dass die Bindungsstelle der Typ Il Inhibitoren nicht von dieser Veranderung
betroffen ist, erfolgte die Therapie mit dem Typ Il Inhibitor Cabozantinib in Kombination
mit Erlotinib (Bahcall et al. 2016). Der Patient zeigte ein gutes Ansprechen auf den

Therapiewechsel.

1.7.6 Inhibitoren der Signaltransduktion und Regulierung der MET-Expression

Die Folge einer MET-Genalteration oder vermehrten Proteinexpression findet sich hdufig
in der Ubermaligen Aktivierung des MET-Signalweges. Zu den zentralen Akteuren der
weiteren Signaltransduktion zahlen Grb2, Gabl, SHIP-1, SHC, SRC und STATS3. Es besteht
die Hoffnung diese in Zukunft als Ansatzpunkte der Therapie fir MET-abhangige Tumore

nutzen zu kénnen (Giubellino et al. 2007).

Einen weiteren Ansatz stellt die Regulierung der MET-Expression dar. Hier besteht die
meiste Erfahrung mit dem Antibiotikum Geldanamycin und seinem Derivat WK88-1.
Geldanamycin zeigte an Myelom- und NSCLC-Zelllinien eine Hemmung des

Zellwachstums (Jang et al. 2014; Jurczyszyn et al. 2014).

1.8 Zielsetzung

Die Mortalitdt der Patienten mit kolorektalen Karzinom wird entscheidend von der
Metastasierung bestimmt (Lieberman und Atkin 2004; Ang et al. 2011). Durch gezielte
Primar- und Sekundarprophylaxe und einer besseren Schulung der Allgemeinbevdlkerung
konnte in vielen europdischen L&ndern eine sinkende Mortalitatsrate des kolorektalen
Karzinoms erreicht werden (Ait Ouakrim et al. 2015). Bedauerlicherweise sind zum
Zeitpunkt der Primérdiagnose immer noch ca. 20-25 % der Patienten

fernmetastasiert(Maringe et al. 2013). Insbesondere Tumore des distalen Kolons neigen zu
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synchrone Metastasen- 11,3% der Tumore im distalen Kolon und nur 7,1% der Tumore im
proximalen Kolon zeigten in dieser Studie von 2012 synchrone Metastasen (Yoshida et al.
2012). Zudem besteht im Stadium IV bei 85% der Patienten eine inoperable Situation
(Nordlinger et al. 2007). Daher ist ein Verstdndnis der molekulargenetischen
Veranderungen der Metastasen in Bezug zum Primarius und daraus resultierende
therapeutische Mdglichkeiten entscheidend fiir die Effektivitat neuer Therapien. Aufgrund
der bisherigen Erkenntnisse zur Bedeutung der MET- Deregulierung bei
Metastasierungsprozessen, kommt der Entwicklung von robusten Kriterien zur Selektion
der potenziell von einer MET-Inhibition profitierenden Patienten eine entscheidende Rolle
zZu.

Auf die vielversprechenden praklinischen Studien zur MET-Inhibition folgte bis jetzt noch
nicht der entscheidende Erfolg in den klinischen Studien zu Therapien mit MET-Kinase
Inhibitoren und Antikdrpern. Diese Arbeit setzt an einem grundlegenden Problem vieler
dieser klinischen Studien an:

Welche Tumore sind als ,MET-positiv‘ zu bewerten?

Reicht die alleineinige Untersuchung mit der kostenguinstigen Immunhistochemie? Wie
korrelieren die Ergebnisse verschiedener molekularpathologischer Untersuchungen

miteinander?

Wie viel Prozent der Proben von Lebermetastasen im oligometastasierten Kollektiv zeigen

eine MET-Alteration oder Proteinliberexpression?

Ist der prognostische Einfluss der MET-Proteinueberexpression idem zum Einfluss der
MET- Gen oder RNA Alteration?

Es ist hervorzuheben, dass in dieser Arbeit nicht der MET-Alterationsstatus des Primarius
untersucht wurde, sondern der Status von hepatischen Filiae. Die Effektivitat einer
systemischen Therapie wirde nicht allein auf dem Biomarker-Status des Primarius, sondern
auch auf den molekularpathologischen Verhalten der Metastasen beruhen. Sollte sich in der
Untersuchung der Metastasen keine MET-Alteration finden, wére eine MET-Inhibitoren
Therapie im Setting eines fernmetastasierten Patienten als wenig erfolgsversprechend

anzunehmen.
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Zudem erfolgte die Auswertung des Einflusses des MET-Status auf die Prognose der
Patienten.

Findet sich eine prognostische Bedeutung der MET-Mutation oder Uberexpression in

diesem Kollektiv? Ist diese unabhangig von anderen Biomarkern?
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2 Material und Methoden
2.1 Material & Probenkollektiv

Diese Arbeit basiert auf der Untersuchung von insgesamt 72 Proben, gewonnen aus
hepatischen Filiae kolorektaler Karzinome des Krebsregisters der Universitat Gottingen. Die
Tumorproben wurden zwischen 2011 und 2014 an dem Universitatsklinikum Gottingen
gewonnen. Einige Proben stammen aus unterschiedlichen Metastasen desselben Patienten,
sodass die 72 Proben 62 Patienten zugehorig sind. Das Patientenkollektiv zeichnet dadurch
aus, dass alle Patienten trotz des fortgeschrittenen Krankheitsstadiums operabel waren und

sich im Krankheitsverlauf einer Leberteilresektion mit kurativer Intention unterzogen haben.

2.2 Methoden

2.2.1 Materialblocke

Die untersuchten Proben wurden aus Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebe gewonnen. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und die Immunhistochemie
erfolgte an konventionellen 2 um dicken Paraffinschnitten. Da in der Auswertung der FISH-
und RNA-ISH Schnitte nur vereinzelt eine fokale Met- Genalteration oder Expression
auffiel, erfolgte die RNA-in-situ-Hybridisierung an Multiblécken, auch Tissue Mircoarrays
(TMA) genannt. Die Herstellung der TMAs erfolgte durch 3-4 mm lang Stanzzylinder, die
nach Gewinnung aus Tumorgewebe der Donorbldcke nach einem Lageplan in einen leeren
Paraffinblock Ubertragen wurden. Dieser Empfangerblock wurde mit je 60 Stanzzylindern
bestiickt, bevor die Herstellung von Schnittpréparaten zur Weiterverwendung erfolgte.
Diese Methode ermdglicht eine Einsparung von Reagenzien und ist mit einem insgesamt

geringeren Zeitaufwand verbunden.

2.2.2 Immunhistochemie
Die Immunhistochemie dient dem Nachweis von Antigenen, z.B. Proteinen in HE-
Gewebeschnitten. Auswertbar ist nicht nur das VVorhandensein des Proteins, sondern auch

seine Lokalisation in der Zelle.

Es werden zwei Varianten der Immunhistochemie unterschieden: der direkte und der
indirekte Nachweis. Bei dem direkten Nachweis bindet ein Primarantikorper spezifisch an

ein Epitop des nachzuweisenden Antigens. Der Primarantikdrper ist direkt gekoppelt an ein
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Enzym oder fluoreszierenden Farbstoff. Bei Substratzugabe kommt es zu einer
farbgebenden Enzym-Substrat-Reaktion. Dies wird als Antigennachweis gewertet. Bei der
indirekten  Methode wird nach dem unkonjugierten  Primarantikbrper ein
Sekundéarantikorper genutzt. Der Sekunddrantikorper bindet den Komplex aus
Primérantikorper und Antigen. Bei dieser Variante ist der Sekundérantikdrper mit dem
Enzym/Fluorophor konjugiert. Als Indikator fur den Antigennachweis gilt auch hier der
Substratumsatz durch das Enzym. Der indirekte Nachweis wird generell mit einer starkeren

Signalintensitat und dem einfacheren Nachweis groRer Epitopmengen verbunden.

Die immunhistochemische Farbung wurde auswarts in einem Institut in Kassel unter

standardisierten Automatenbedingungen durchgefihrt.

Die Bewertung der immunhistochemischen Féarbung erfolgte an einem Lichtmikroskop

(Axioskop, Zeiss, Gottingen).

Zur Auswertung der mittels Immunhistochemie geféarbten Proben stehen mehrere Schemata
zur Verfugung. Im Prinzip unterscheiden die meisten géngigen Verfahren zwischen einer
starken, méaligen, schwachen oder nicht vorhandenen Anfarbung der Tumorzellen. Ein
Unterschied liegt in der separaten Bewertung von membrandrer und zytoplasmatischer
Farbung. Einige Auswertemethoden betrachten die gesamte Farbung der Zelle, sprich die
Farbintensitat des Zytoplasmas und der Membran simultan, wéhrend andere Verfahren die
Anféarbbarkeit der verschiedenen Zellkompartimente separat betrachten. Die
Ersteinschatzung erfolgte anhand eines Auswerteverfahrens, welches nicht zwischen den
Zellkompartimenten unterscheidet. Hierbei fiel jedoch auf, dass sich das Féarbeverhalten des
Zytoplasmas in einem relevanten Teil der Proben deutlich von dem der membrandsen
Anfarbarkeit unterschied. Daher erfolgte die Auswertung der Immunhistochemie fir diese
Arbeit schlussendlich nach einem bereits von Prof. Rischoff verwendet Schema, welches
das Zusammenspiel von membrandrer und zytoplasmatischer Farbung berucksichtigt

(Rischoff et al. 2012). Das System unterteilt zuerst die Farbeintensitat in vier Starken:
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Tabelle 1- Farbeintensitatsstufen der Immunhistochemie

a Ungefarbt

b Membran klar abgrenzbar, Zytoplasma schwach oder gar nicht geférbt
c Membran abgrenzbar, Zytoplasma moderat gefarbt

d Membran nicht abgrenzbar, Zytoplasma und Membran intensiv gefarbt

Die Farbeintensitat c und d mussen bereits bei einer 2,5 — 5- fachen VergoRerung erkennbar
sein. Zur weiteren Beurteilung wird eine bis zu 20-fache VergdRerung gewahlt. Zur
Ermittlung des Ergebnisses im vierstufigen System wurde ein Grenzwert bei 50 %

verwendet.

Grad 3: >50 % der Zellen mit einer Farbung d
Grad 2: > 50% der Zellen mit Farbung c oder d
Grad 1: > 50% der Zellen mit Farbung b, ¢ oder d
Negativ: < 50% der Zellen mit Farbung b,c oder d

Die Bedeutung des Farbegrades 1 ist noch nicht ganzlich klar. Aus diesem Grund wurden

nur die Grad 2 und 3 Farbungen als immunhistochemisch positiv gewertet.

Nekrotische oder ausgeschwemmte Probenanteile, sowie Proben ohne Tumorgewebe,

wurden von der Bewertung ausgeschlossen.

2.2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bei der In-situ-Hybridisierung handelt es sich um eine Nachweismethode fir spezielle
Nukleinsaurensequenzen (RNA, DNA) in Zellen, im histologischen Gewebeschnitt oder
kompletten Geweben. Nach autoradiographischer, Fluoreszenz- oder Antigen- gekoppelter
Darstellung kann nicht nur eine semiquantitative, sondern auch topographische Auswertung

erfolgen. Im ersten Arbeitsschritt wird die Doppelhelix der DNA denaturiert, sodass sie als
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einstrangig Nukleinsdurensequenz vorliegt. Bei der verwendeten Sonde handelt es sich um
kiinstlich erstellte, ebenfalls einstrangige Nukleinsdurensequenz, die komplementéar zur
gesuchten Sequenz aufgebaut ist. Zusatzlich ist an die Sonde ein Fluorophor gekoppelt. Bei
Zugabe bindet diese an den gesuchten Genabschnitt. Auf diese Weise lassen sich mittels der
FISH sowohl numerische, strukturelle als auch lokus-spezifische Aberrationen detektieren.
Fir die meisten Fragestellungen bietet sich die Verwendung von zweifarbigen Sonden an.
Es wurde die fluoreszenzmarkierte Polynukleotid-Sonde ZytoLight SPEC MET/CEN 7
Dual Color Probe (ZytoVision, Bremerhaven, Deutschland) ausgewéhlt. Die verwendete
Sonde detektiert die alpha-Satellitensequenz des Zentromers von Chromosom 7 mithilfe
eines rot-markierten Polynukleotids und Sequenzen des humanen Met-Gens mit einem griin
markierten. Somit kdnnen in den Proben anhand der vorhandenen Hybridisierungssignale
die Anzahl an vorhanden Chromosomen 7, Met-Genen und deren Verhéltnis zueinander
bestimmt werden. Zu erwarten wére in einem physiologischen Interphase-Kern je zwei
Chromosomen und zwei Met-Gene. Eine Erhohung der Anzahl an Chromosomen spricht
fir eine Polyploidie, eine Anderung der Genanzahl ist je nach Richtung als Genverlust,

beziehungsweise Gengewinn zu werten.

Fir diese Arbeit wurden 2um dicke Paraffinschnitte auf ,Superfrost” Objekttrager
aufgezogen und die Schnitte bei 56 Grad Celsius Uber Nacht gefestigt. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte mittels des VP 2000 Processor der Firma Abott Molecular (Schema
im Anhang).

Die Auswertung erfolgte an einem Epifluoreszenz-Mikroskop (DM5500 B TL (BF) + Fluo
Mikroskop, Leica, Wetzlar, Deutschland) in bis zu 100-facher VergréRerung. Zur
Darstellung wurden verschiedene Filter verwendet- ein rotgriiner Mischfilter, ein roter und

gruner Einzelfilter, sowie ein DAPI.

Die Einteilung der Proben erfolgte anhand eines von Prof. Schildhaus bereits an
Lungenkarzinomen etablierten Modells. Dieses beruht auf Erfahrungen, die zuvor mit
FISH-Auswertungen anderer Fragestellung (HER2-Neu Aberrationen, EGFR, FGFR1)

gewonnen wurden (Schildhaus et al. 2015).

Nach einer kompletten Musterung des Tumorgewebes in 63-facher VVergroRerung erfolgte
die Auswahl dreier Hot-Spots, in denen jeweils 20 Zellen im Verbund ausgewertet wurden.
So wurden fir jede Probe insgesamt 60 Zellkerne hinsichtlich ihrer Anzahl an Centromer 7
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und Met-Signalen in 63- bis 100- facher VergrofRerung ausgezahlt. Des Weiteren erfolgte
die Dokumentation des Prozentsatzes der Zellen mit >4, > 5, > 10 und > 15 Met Signalen,
sowie die Berechnung der Ratio Met/Cen7 und die durchschnittliche Met-Genkopienzahl
pro Zelle. Jede 10. Probe wurde verblindet von einem weiteren, erfahrenen Pathologen

beurteilt. Die diskordanten Félle wurden separat besprochen.
Die Einteilung der Proben erfolgte anhand folgendem Scoring-System:

Hohes Amplifikationslevel:
MET/CEN7 Ratio >2 oder durchschnittliche MET-Genkopienzahl pro Zelle >6 oder
> 10% der Tumorzellen enthalten > 15 MET-Signale

Mittleres Amplifikationslevel
>50% der Zellen enthalten >5 MET-Signale und die Kriterien fur das hohe

Amplifikationslevel sind nicht erfullt

Niedriges Amplifikationslevel

> 40% der Tumorzellen enthalten > 4 MET-Signale und die Kriterien fur das hohe/mittlere

Amplifikationslevel sind nicht erfullt
Alle anderen Tumore wurden als negativ klassifiziert.

2.2.4 RNA-in-situ-Hybridisierung

Analog zur FISH zum DNA-Nachweis dient die RNA-in-situ-Hybridisierung dem
Nachweis von Ribonukleinsdure in Geweben, Gewebsschnitten oder Zellen. Die RNA-in-
situ-Hybridisierung erfolgte ebenfalls an 5um dicken Paraffinschnitten. Im ersten
Arbeitsschritt erfolgt die Entparaffinierung der Schnitte mit Xylol und Alkohol. Das
darauffolgende Kochen in der Vorbereitungslésung macht die Ribonukleinsdure fiir die
Sonden zugangig und erhoht die Zellpermeabilitat. Zur Detektion der gesuchten Sequenz
wird eine Hybridisierung mit der komplementédren Z-Sonde durchgefuhrt. Nach
Hybridisierung mit der doppel-Z-Sonde wird zur Amplifikation eine schrittweise Waschung
mit Amplifikations-Sonden, die an die Doppel-Z-Sonde binden bendtigt. Im letzten

Arbeitsschritt wird die zur Visualisierung ausgewahlt Sonde aufgetragen.

Die Ersteinschatzung der Farbung erfolgt bei 20-40-facher Vergroflerung an einem
Epifluoreszenz-Mikroskop (DM5500 B TL (BF) + Fluo Mikroskop, Leica, Wetzlar,

Deutschland). In dem Tumorgewebe wurde semi-quantitativ die durchschnittliche Anzahl
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von Signalen und Signalh&ufungen (Clustern) pro Zelle erhoben. Danach erfolgte die

Zuordnung zu einem der folgenden fiinf Farbegrade:

Negativ: keine Farbung oder weniger als ein Signal pro Zelle (40-fache VergrolRerung)
Niedriges Amplifikationslevel: 1-3 Signale pro Zelle (sichtbar bei 20-40-facher

Vergrolierung)
Mittelgradiges Amplifikationslevel: 4-10 Signale pro Zelle. Vereinzelte Cluster. (sichtbar

bei 20-40-facher VergroRerung)

Hochgradiges Amplifikationslevel: > 10 Signale pro Zelle. Weniger als 10% der Zellen
haben Signalcluster (sichtbar bei 20-facher Vergrofierung)

Maximales Amplifikationslevel: > 10 Signale pro Zelle. >10% der Zellen mit Signalcluster

(in 20-facher VergrofRerung)

Die priméare Beurteilung der RNA-in-situ-Hybridisierung erfolgte wie oben beschrieben an
TMAs. Da jedoch vereinzelt Stanzen kein Tumorgewebe aufwiesen und zudem einige
Proben in der Immunhistochemie eine fokale Verteilung der Met-Expression aufwiesen,
wurden zusétzlich 10 Falle anhand von konventionellen Schnitten bearbeitet und
ausgewertet. Hierbei fiel lediglich bei zwei Schnitten eine fokale Verteilung auf. Diese
zeigte jedoch auch bei diesen Schnitten keinen signifikanten Einfluss auf den
schlussendlichen Score. Die konventionellen Schnitten wurden zudem auf ihre HGF-
Expression mittels Immunhistochemie untersucht. Es zeigte sich in keinem Schnitt eine

signifikante HGF-Expression.

2.3 Statistische Analysen

Fur die statistischen Analysen dieser Arbeit wurde ein Signifikanzniveau von o= 5 (p <
0.05) festgelegt. Fir die Berechnungen wurde ein kommerzielles Statistik Programm (IBM
SPSS Statistics) verwendet.

Proben mehrerer Lebermetastasen desselben Patienten wurden fur die Berechnung des
Gesamt- und Krankheitsspezifischen Uberlebens eliminiert, sodass die Ereigniszeitanalysen
stets auf 62 Proben beruhen. Korrelationen zwischen MET- Alterationsstatus in den

verschiedenen untersuchten Verfahren und OS, DFS und EFS wurden mittels Kaplan-
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Meier-Kurve aufgetragen und mittels Logrank-Tests auf ihre statistische Signifikanz

getestet.

Korrelation zwischen Met-Alteration in der FISH, RNA-Scope und Immunhistochemie
wurden mittels Chi-Quadrat-Test auf Signifikanz hin Uberprift. Aufgrund der teils
geringeren Anzahl an beobachteten Féllen wurde ein exakter Test nach Fisher

angeschlossen.

Mittels Heatmap wurden Met-Genexpression per Exon, RNA-Scope Ergebnis und
Tumorprozent der Probe anschaulich aufgeschlusselt. Der Zusammenhang zwischen RNA-
Sequenzierung und RNA-ISH Ergebnissen wurde zudem mittels Streudiagram graphisch

dargestellt.
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3 Ergebnisse

Es wurden insgesamt 72 Proben auf ihre Met- Expression mittels Immunhistochemie, ihre
Met-Genkopienzahl mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und auf ihre RNA-
Expression mittels RNA-in-situ-Hybridisierung untersucht. Die Gewinnung der Proben
erfolgte wie oben beschrieben aus hepatischen Filiae von 62 Patienten mit kolorektalem
Karzinom. Bei vier Patienten (P1129, P2297, P1520, P2846) wurden mehrere Metastasen
untersucht. Zudem befindet sich in dem Kollektiv ein Pilotfall (Primdrtumor) und ein

Kontrollfall mit Normalgewebe.

3.1 Ergebnisse der MET-Immunhistochemie

Samtliche Proben konnten erfolgreich immunhistochemisch fur einen MET-Antikorper
aufgearbeitet werden. Erfreulicherweise waren samtliche Schnitte auswertbar (Tabelle 1).
Insgesamt MET-immunhistochemisch positiv waren 21 Metastase (29,2 %), davon 19

(26,4%) mit einer mittelgradigen Farbeintensitédt und zwei mit einer starken Farbung (2,8%).

Tabelle 2- Ergebnis der Immunhistochemie

Immunhistochemie | Haufigkeit Prozent Gultige Kumulierte
Ergebnis Prozente Prozente
Negativ 21 29,2 29,2 29,2

Grad 1 30 41,7 41,7 70,8

Grad 2 19 26,4 26,4 97,2

Grad 3 2 2,8 2,8 100,0
Gesamt 72 100,0 100,0

VVon den zwei hochpositiven Fallen, hatte ein Fall (P3272/14_1) eine BRAF Mutation. Unter
den Féllen mit einer mittelstarken Farbung befand sich ebenfalls ein Fall (P5406/12_A1)
mit einer BRAF Mutation. In beiden Féllen handelte es sich um einen Aminoséuren
Austausch an Stelle 600 von Valin zu Glutaminsdure. Die restlichen in der
Immunhistochemie positiven Falle besalRen einen BRAF Wildtyp. Im gesamten Kollektiv
fanden sich drei Patienten mit einer BRAF Mutation. Der letzte Fall mit einer BRAF
Mutation zeigte nur eine schwache Anfarbung in der Immunhistochmie und war in der FISH
und in der RNA-ISH negativ. So zeigen die Félle mit einem positiven Ergebnis in der
Immunhistochemie deutlich h&ufiger als das gesamte Kollektiv eine BRAF-Mutation (9,5%

der Immunhistochemie positiven Félle vs. 4,8% im gesamten Kollektiv).
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42,9% der Proben mit einem positiven Ergebnis in der Immunhistochemie wiesen eine
KRAS Mutation auf, dies lag unter dem Prozentsatz des kompletten Kollektivs (53,4%).
Zudem waren PIK3CA Mutationen seltener bei Patienten mit einem positiven Ergebnis in
der IHC (5,6% in der IHC, 15% im gesamten Kollektiv).

Abbildung 2- Immunhistochemie; von links oben nach unten rechts- high, intermediate, low und negative bewertete Proben

3.2 Ergebnisse der Met-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Die Met Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung konnte erfolgreich an 70 von 72 Proben
durchgefuhrt werden (Siehe Tabelle 2). Zwei Félle waren nicht auswertbar, da auch nach

wiederholten Farbungen keine Fluoreszenzsignale sichtbar waren.

Unter den 70 ausgewerteten Proben befanden sich zwei Met-FISH positive Falle. Ein Fall
wies ein hohes Amplifikationslevel auf, der zweite Fall ein mittelgradiges. Der Sitz des
Primarius war in beiden Féllen das rechte Hemikolon. Es fanden sich in keinem der beiden
Féalle BRAF, KRAS oder NRAS Mutationen. Der hochamplifizierte Fall zeigte eine
PIK3CA Mutation.

Die Lebermetastase mit hohem Met-Amplifikationslevel (P13320/14-5) wies mehrere
MET/CEN 7 Cluster mit Giber 15 MET-Signalen auf. Die durchschnittliche MET-Signalzahl
pro Zellkern lag bei 6,22, die CEN 7- Signalzahl bei 1,98 pro Zellkern, sodass sich eine
Ratio von 3,13 ergibt. Damit erflllt die Probe zwei von drei Kriterien eines hohen
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Amplifikationslevels (MET/CEN 7 Ratio > 2, durchschnittliche MET-Genkopienzahl pro
Zelle > 6). Die Zeit von Erstdiagnose bis zum Auftreten der Metastase lag bei 8 Monaten.
Es handelte sich um ein ypT3b, ypNo (0/35), ypM1, LO, V1, G3, RO Tumorstadium.

Die Probe mit dem mittleren Amplifikationslevel (P10792/13-A3) zeigte 5,58 MET-Signale
pro Zellkern und 5,13 CEN 7-Signale, sodass sich eine Ratio von 1,09 ergab. Unter den 60
ausgewerteten Zellkernen befand sich nur einer mit >15 MET-Signalen. Da jedoch
insgesamt 68 % der Zellen > 5 MET-Signale zeigten, waren die Kriterien flr ein
mittelgradiges Amplifikationslevel erfullt. In diesem Fall lagen zwischen Erstdiagnose bis
zur Diagnose der Metastase 18 Monate. Es handelte sich um einen pT3b, pN1b (3/21), pM1,
L1, VO, G2, RO Tumorstadium.

Neun Proben zeigten eine niedriges MET-Amplifikationslevel. In den Proben mit einem
niedrigen MET-Amplifikationslevel fanden sich keine Clusteramplifikationen. Die
MET/CEN 7 Ratio lag zwischen 0,99-1,43. Die durchschnittliche Anzahl an MET-Signalen
pro Zellkern befand sich zwischen 3,13-4,23. Bei allen Proben fanden sich >40 %

Tumorzellen mit > 4 MET-Signalen pro Zellkern.

Abbildung 3- Ergebnisse der FISH; oben- Ergebnis ,,hochgradig*, links unten - Ergebnis ,,niedrig“, rechts unten- Ergebnis
mittelgradig*
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Tabelle 3- Ergebnishaufigkeiten in der FISH

FISH Héaufigkeit Prozent Gultige Kumulierte
Amplifikationslevel Prozente Prozente
Negativ 59 81,9 84,3 84,3
Niedrig 9 12,5 12,9 97,1
Mittelgradig 1 14 14 98,6

Hoch 1 1,4 1,4 100,0
Gesamt 70 97,2 100,0

Fehlend 2 2,8

Gesamt 72 100,0

3.3 Ergebnisse der MET-RNA-in-situ-Hybridisierung

Zuerst erfolgte die Farbung von 63 Féllen in tissue microarrays. Ein Fall enthielt in beiden
Stanzen der TMA kein auswertbares Tumorgewebe. Es erfolgte die Farbung der
verbleibenden 9 Félle und des in der TMA nicht auswertbaren Falles anhand konventioneller
histologischer Schnitte. Hierbei erfolgte neben der Einteilung anhand des staining scores
zusétzlich eine Bewertung hinsichtlich der Heterogenitdt im Anfarbeverhalten der Schnitte,
sowie hinsichtlich der HGF-Expression. Da nur zwei der zehn Schnitte eine deutliche
Fokalitat aufwiesen und diese als nicht ausgepréagt genug zur Veranderung des Ergebnisses
bewertet wurde, erfolgte keine weitere Aufarbeitung aller Félle in konventionellen
Schnitten. Die zehn einzeln gefarbten Félle wurden zudem hinsichtlich ihrer HGF-
Expression beurteilt. Es fand sich in keinem der zehn Schnitte eine erhthte HGF-

Expression.

Unter den 72 Féllen befanden sich neun Falle mit einer hohen oder sehr hohen RNA
Expression (siehe Tabelle 3). Zudem zeigten weitere 14 Félle eine mittelstarke RNA
Expression. Unter den vier Féllen mit einer sehr ausgepragten RNA-Expression fand sich
keiner mit einer BRAF Mutation, jedoch einer mit einer PIK3CA- Mutation (¢c.1633G>A;
p.E545K). Dieser Fall und zwei weitere zeigten zudem eine KRAS Mutation (in zwei Fallen
€.34G>A,; p.G12S, einer mit ¢.437C>T; p.Al46V).
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Tabelle 4- Ergebnisse der RNA-ISH

RNA- Héaufigkeit Prozent Gultige Kumulierte
Amplifikationslevel Prozente Prozente
Negativ 24 33,3 33,3 33,3
Niedrig 25 34,7 34,7 68,1
Mittelgradig 14 194 194 87,5
Hochgradig 5 6,9 6,9 94,4
Maximal 4 5,6 5,6 100,0
Gesamt 72 100,0 100,0

3.4 Korrelation der MET-FISH Ergebnisse und der MET-Immunhistochemie

70 Falle wurden erfolgreich nach MET-FISH und MET-Immunhistochemie ausgewertet.
Insgesamt waren 17 Falle in beiden Methoden negativ. Die Probe mit einer mittelgradigen
Féarbung in der FISH zeigte keine Féarbung in der Immunhistochemie (IHC negativ). Der im
FISH hochgradig amplifizierte Fall zeigte auch in der Immunhistochemie eine starke
Anfarbung (P13320). Jedoch erhielt die zweite Probe mit einer ausgepréagten

Proteinexpression in der Immunhistochemie nur einen niedrigen FISH-Score.

Tabelle 5- Vergleich der FISH und Immunhistochemie Ergebnisse

FISH- Amplifikationslevel
Negativ Niedrig Mittelgradig Hoch Gesamt
IHC-Ergebnis Negativ 17 2 1 0 20
Grad 1 26 3 0 0 29
Grad 2 16 3 0 0 19
Grad 3 0 1 0 1 2
Gesamt 59 9 1 1 70

Die Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test zeigt eine exakte Signifikanz nach Fisher (bei
81,3 % der Zellen mit einer erwarteten Haufigkeit unter 5) von 0,028, sodass ein fehlender

Zusammenhang von FISH-Score und Immunhistochemie Ergebnis abgelehnt werden kann.
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Tabelle 6- CHI- Quadrat und Fisher's Exakt Test flir Ergebnistbereinstimmung der FISH und Immunhistochemie

Wert Asymptomatis | Exakte Exakte Punktwahrscheinlic
che Signifika | Signifika | hkeit
Signifikanz nz nz
(zweiseitig) (zweiseiti | (einseitig
9) )
Chi- 40,82 0,000 0.014
Quadrant 9
nach Pearson
Likelihood- | 14,72 0,099 0.034
Quotient 5
Exakter Test | 16,74 0,028
nach Fisher | 6
Zusammenh | 3,141 0,76 0.095 0,054 0.024
ang linear-
mit-linear
Anzahl der | 70
gltigen
Falle

In der grafischen Auftragung wird jedoch die groRe Verteilungsbreite der Ergebnisse und

die geringe Anzahl der positiven Falle in der FISH deutlich.
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Abbildung 4- Boxplot Auftragung Immunhistochemie und FISH Ergebnisse. THC score ,low* entspricht Grad 1,
Lintermediate* entspricht Grad 2 und ,,high“ Grad 3. FISH- Score ,,low* entspricht einem niedrigen Amplifikationslevel,
Lintermediate* einem mittelgradigen und ,,high* einem hochgradigen Amplifikationslevel.

3.5 Korrelation der MET-Immunhistochemie und der MET-RNA-ISH

Alle 72 Falle waren sowohl in der Immunhistochemie als auch in der RNA-ISH auswertbar.
16 der ausgewerteten Falle waren in beiden Farbemethoden negativ. Ein Fall (auch hier
P13320) erreichte in beiden Methoden den maximalen Score. Jedoch findet sich auch
jeweils ein Fall der in der Immunhistochemie (oder respektive in der RNA-ISH) eine sehr
starke Farbung aufwies und in der anderen Farbemethode negativ war. Insgesamt erreichten
von den 21 in der Immunhistochemie positiven Féllen (Féarbegrad 2 und 3) 13 eine
Amplifikationslevel von > mittelgradig in der RNA-ISH ( 62 %). Von den 23 in der RNA-
ISH positiven Féllen zeigten 13 ein als positiv gewertetes Férbeverhalten in der
Immunhistochemie (57 %). Hervorzuheben ist, dass das geringfligige Anfarben, welches in

dieser Arbeit als negativ gewertet wurde, in beiden Methoden in der jeweils anderen
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Methode eine weite Streuung von komplett negativ bis zum mittleren Farbestarke (Grad 2
in der IHC, hochgradiges Amplifikationslevel im RNA-1SH) aufwies.

Tabelle 7- Vergleich der Ergebnisse Immunhistochemie und RNA-ISH

Immunhistochemie
Negativ Grad 1 Grad 2 Grad 3 Gesamt
RNA-ISH Negativ 16 6 1 1 24
Amplifikations| | Niedrig 4 15 6 0 25
evel Mittelgradig 0 6 9 0 15
Hoch 0 3 1 0 4
Maximum 1 0 2 1 4
Gesamt 21 30 19 2 72

Die Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test zeigt, dass von Korrelation der beiden Methoden
miteinander auszugehen ist. Der P-Wert im exakten Test nach Fisher liegt mit 0,000 unter
dem Signifikanzniveau von Alpha= 0,05.
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Tabelle 8- CHI-Quadrat und Fisher’s Exakt Test: Immunhistochemie vs. RNA-ISH

Wert | d | Asymptomatis | Exakte Exakte Punktwahrscheinlic

f | che Signifika | Signifika | hkeit
Signifikanz nz nz
(zweiseitig) (zweiseiti | (einseitig
9) )
Chi- 43,57 | 1 | 0,000 0,001

Quadrant 3 2
nach Pearson

Likelihood- | 45,64 |1 | 0,000 0,000

Quotient 3 2

Exakter Test | 39,23 0,000

nach Fisher |7

Zusammenh | 18,24 |1 | 0,000 0,000 0,000 0,000
ang linear- | 5

mit-linear

Anzahl der | 72

gultigen

Falle

Die grafische Aufzeichnung der Ergebnisse im Boxplot zeigt jedoch auch hier eine groRe

Verteilungsbreite der Ergebnisse.
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Abbildung 5- Boxplot Auftragung- Ergebnisse der RNA-ISH im Vergleich zu Immunhistochemie Ergebnissen. Auch hier
enspricht IHC-score ,,low*“ Grad 1, ,,intermediate“ Grad 2 und ,,high“ Grad 3. Im RNA-ISH Score entspricht ,,Jow* einem

niedrigen, ,intermediate” einem mittelgradigen, ,high“ einem hohen und ,maximum®“ einem maximalen
Amplifikationslevel.

3.6 Korrelation der MET-FISH und MET-RNA-Scope Ergebnisse
Von den 72 zur Verfugung stehenden Proben waren zwei auch nach mehrfacher Farbung
nicht in der FISH auswertbar. Diese beiden Proben sind in den folgenden Tabellen nicht mit

aufgefuhrt.

19 Félle waren in beiden Methoden negativ, 40 weitere Félle zeigten keine MET-
Genaberration, jedoch ein aberrantes Farbeverhalten im RNA-ISH. 21 Félle sind auch im
RNA-ISH noch als negativ zu werten, da nur ein niedriger RNA-ISH Score erreicht wurde.
11 im FISH-negativer Félle erreichten einen mittleren, funf sogar einen hohen und drei einen

maximalen Score in der RNA-ISH Auswertung.
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Die Verteilung der neun FISH-Falle mit einem geringen Score (damit negativ), erfolgt

gleichmaRig im RNA-ISH vom mittelgradigen bis zum negativen Amplifikationslevel.

Zwei Félle erreichten einen positiven FISH-Score: der erste zeigte eine mittelgradiges

Amplifkationslevel in der FISH und war im RNA-ISH mit einem Score ,niedrig‘ negativ,

wahren der zweite positive Fall in beiden Methoden den maximalen Score erreichte.

Tabelle 9- Ergebnistbersicht der FISH und RNA- ISH

FISH-Score
Negativ | Niedrig | Mittelgradig | Hoch Gesamt
RNA-ISH Negativ Anzahl 19 3 0 0 22
Ergebnis Erwartete Anzahl | 18,5 2,8 3 3 22,0
Niedrig Anzahl 21 3 1 0 25
Erwartete Anzahl | 21,1 3,2 4 4 25,0
Mittelgradig | Anzahl 11 3 0 0 14
Erwartete Anzahl | 11,8 1,8 2 ,2 14,0
Hoch Anzahl 5 0 0 0 5
Erwartete Anzahl | 4,2 ,6 1 1 5,0
Maximum Anzahl 3 0 0 1 4
Erwartete Anzahl | 3,4 5 1 1 4,0
Gesamt Anzahl 59 9 1 1 70
Erwartete Anzahl | 59,0 9,0 1,0 1,0 70,0

Der Zusammenhang dieser beiden Methoden stellt sich in der Auswertung im Chi-

Quadrattest als zufallig dar. Bei 85 % der Zellen mit einer Haufigkeit unter 5 erfolgt die

Beurteilung anhand des exakten Tests nach Fisher und erbringt eine Signifikanz von 0,476

und liegt damit Gber dem festgelegten Signifikanzniveau von Alpha= 0,05.
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Tabelle 10- CHI-Quadrat-Test und Fisher's Exakt Test: FISH vs. RNA-ISH

Wert | d | Asymptomatis | Exakte Exakte Punktwahrscheinlic

f | che Signifika | Signifika | hkeit
Signifikanz nz nz
(zweiseitig) (zweiseiti | (einseitig
9) )
Chi- 20,53 |1 | 0,058 0,144

Quadrant 5 2
nach Pearson

Likelihood- | 11,03 |1 | 0,526 0,345

Quotient 5 2

Exakter Test | 13,03 0,476

nach Fisher |1

Zusammenh | 1,549 |1 |0,213 0,228 0,133 0,034
ang linear-

mit-linear

Anzahl der | 70

gultigen

Falle

Der Boxplot visualisiert die hohe Verteilungsbreite der Falle insbesondere mit negativem
Ergebnis in der FISH und verdeutlicht die statistische Schwache aufgrund der wenigen

positiven Ergebnisse in der FISH.
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Abbildung 6- Grafische Auftragung der Ergebnisse der FISH und RNA-ISH. ,,Low* entspricht in beiden Scores einem
niedrigen Amplifikationslevel, ,,intermediate* einem mittelgradigen, ,,high* einem hohen und ,,maximum* im RNA-ISH
einem maximalen Amplifikationslevel.

3.7 Ergebnisse der MET-Immunhistochemie, RNA-ISH und FISH im Vergleich

Der Vergleich der drei Methoden untereinander zeigt, dass Falle mit einem negativen
Ergebnis in der RNA-ISH (Amplifikationsgrad negativ) auch im FISH nicht mehr als eine
niedrige Anfarbung erbrachten (Score negativ oder niedrig), wéhrend sie in der

Immunhistochemie bis zur mittelstarken Anférbung reichten.

Die Verteilung der Félle mit einem niedrigen Score in der RNA-ISH (Niedriges
Amplifikationslevel, n = 25 ) in der FISH und der Immunhistochemie deckte jeweils das
Spektrum von negativ bis zur mittleren Férbestdrke ab. Dabei stellte sich der gréfite
Prozentsatz der Falle in der FISH mit einem negativen Score (n= 21, 84%) dar. Drei weitere
Falle mit einem niedrigen Score wurden ebenfalls als negativ gewertet, sodass insgesamt 96
% der Falle mit einem niedrigen RNA-ISH Score auch in der FISH negativ waren. In der

35



Immunhistochemie waren 19 Félle, 76 %, negativ (4 Score negativ, 15 Score niedrig),

jedoch waren 6 Falle und damit 24 % mit einer mittelgradigen Anfarbung positiv.

Alle Félle (n= 14 ) mit dem Score , mittelgradig™ in der RNA-ISH waren im FISH negativ
(negatives oder niedriges Amplifikationslevel), wéhrend in der Immunhistochemie sechs

negativ waren (alle Score ,,niedrig®, 43 %) und acht positiv (Score ,,mittelgradig®, 57 %).

Von den finf Fallen mit einem RNA-ISH Ergebnis von ,,hochgradig* waren samtliche im
FISH negativ, drei waren ebenfalls in der Immunhistochemie negativ, zwei waren mit einem

Score ,,mittelgradig® positiv.

Vier Falle erreichten den maximalen Score in der RNA-ISH. Drei von diesen waren im FISH
negativ. In der Immunhistochemie war einer negativ und drei positiv (zwei mit dem Score
,mittelgradig*, einer mit dem Score ,,hochgradig®). Ein Fall (P13320) zeigte in allen drei
Methoden den maximalen Score.

Die beiden Félle mit einem positiven FISH Score hatten beide jeweils ein negatives und ein
positiv zu wertendes Ergebnis in den anderen beiden Methoden. Beide Félle jedoch zeigten
weder eine KRAS, noch eine BRAF Mutation. Es handelte sich bei beiden um metachrone

Metastasen.

Insgesamt waren die Patienten mit einer in der FISH, Immunhistochemie oder in der RNA-
ISH nachgewiesenen MET-Alteration fast sechs Jahre alter zum Zeitpunkt der
Metastasenresektion als Patienten mit unauffalligem MET-Status ( 69,23 zu 63,77 ).
Patienten mit einem positiven Ergebnis in der Immunhistochemie oder der RNA- ISH waren
uberproportional h&ufig ménnlich ( 81 %, 71,4 % der positiven vs. 66 % im

Allgemeinkollektiv).
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Tabelle 11- Ubersicht der Ergebnisse der drei Methoden im Vergleich

Immunhistochemie

RNA-ISH Negativ Niedrig Mittelgradig Hoch Gesamt

Negativ FISH Negativ 13 5 1 0 19
Niedrig 2 0 0 1 3

Gesamt 15 5 1 1 22

Niedrig FISH-SCR Negativ 3 13 5 21
Niedrig 0 2 1 3
Mittelgradig 1 0 0 1

Gesamt 4 15 6 25

Mittelgradig | 111 scr | Negativ 5 6 11
Niedrig 1 2 3

Gesamt 6 8 14
Hoch FISH-SCR Negativ 3 2 5
Gesamt 3 2 5
Maximum FISH-SCR Negativ 1 2 0 3
Hoch 0 0 1 1
Gesamt 1 2 1 4

Gesamt FISH-SCR Negativ 17 26 16 0 59
Niedrig 2 3 3 1 9
Mittelgradig 1 0 0 0 1
Hoch 0 0 0 1 1

Gesamt 20 29 19 2 70

3.8 Prognostischer Wert von MET-Aberrationen

Wie in der Einleitung erwéhnt, gibt es wenige Analysen, die explizit betrachten, ob es einen

Unterschied des prognostischen Einflusses zwischen vermehrter Protein-, RNA-Expression

oder Gen-Alteration gibt. Ein Teil dieser Arbeit ist die detaillierte Analyse des Einflusses

der Ergebnisse der verschiedenen Methoden auf das Uberleben der Patienten.

Es zeigte sich bei allen drei Methoden ein deutlicher Trend zu einem kirzeren Uberleben

bei positivem Ergebnis. Die fehlende statistische Signifikanz konnte sich in der Grol3e des

untersuchten Kollektivs erkléren.

Zudem zeigte sich, dass sich ein positives Ergebnis in einer der drei Methoden gehdauft bei

metachronen Metastasen auftrat ( 46,8 % der gesamten Proben stammten von metachronen
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Metastasen; 100 % der positiven Proben in der FISH, 60 % der positiven Proben in der

RNA-ISH und 50 % der positiven Proben der Immunhistochemie waren metachrone

Metastasen).
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Abbildung 7- Einfluss eines positiven Ergebnisses in RNA-ISH oder Immunhistochemie auf das Gesamtiberleben in
Monaten. Die rechte Grafik vergleicht das Uberleben der Patienten mit einem IHC Ergebnis von negativ und Grad 1 mit
den Patienten mit einem positiven Ergebnis (Grad 2 und 3, blauer Graph). Die linke Grafik veranschaulicht das
Gesamtlberleben der Patienten mit negativen RNA-ISH Ergebnis (roter Graph) im Vergleich zu Patienten mit positiven
Ergebnis (blauer Graph). Statistische Signifikanz wird in beiden Fallen nicht erreicht (p 0,09, p 0,39).
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4 Diskussion

Durch die hohe Anzahl der Patienten mit kolorektalen Karzinom, die erst im metastasierten
Stadium diagnostiziert werden, gewinnen zwei wichtige Aspekte zur Verbesserung der
Prognose an Relevanz: Einerseits wird eine flachendeckende, effiziente Primér- und
Sekundarprophylaxe benétigt und andererseits effektive Therapieoptionen fiir Patienten im
fortgeschrittenem Tumorstadium. Durch den Erkenntnisgewinn der physiologischen Rolle
der Met-Kinase, sowie die Bedeutung fur die Onkogenese wurde die Verwendung von Met-
Inhibitoren in der Krebstherapie ermdglicht. In der Therapie des kolorektalen Karzinoms
sind Met-Inhibitoren aktuell noch nicht fest etabliert. Ziel dieser Arbeit war es zu
untersuchen, ob die MET/HGF-Achse ein potenzielles therapeutisches Target in der
Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms ist. Da hinsichtlich der Erfassung und
prognostischen Bedeutung von Alterationen dieses Signalweges Uneinigkeit herrscht,
erfolgte die Analyse unterschiedlicher Ebenen dieser Signalkaskade. Die Met-
Genkopienzahl wurde mittels Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung ermitteln, die RNA-
Expression in einer RNA-in-situ Hybridisierung erfasst und schlussendlich die
Proteinexpression mittel Immunhistochemie bestimmt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sammeln Hinweise darauf, dass ein relevanter Anteil der Patienten mit kolorektalem
Karzinom eine Met-Alteration oder vermehrte Proteinexpression aufweist. Der Einfluss der
gefundenen Alterationen auf die Prognose der Patienten, sowie die Konkordanz der

verschiedenen diagnostischen Optionen wurden in dieser Arbeit analysiert.

Ein grundsétzliches Problem ist derzeit, dass klinischen Studien zu MET-Inhibitoren keine
einheitlichen Einschlusskriterien zu Grunde liegen. Nicht nur die Wahl der Methode ist
uneinheitlich, sondern auch die Positivitatskriterien fiir die Immunhistochemie und FISH
variieren in den unterschiedlichen Studien. So wurden in der Phase 2 Studie Go27827
Patienten mit einer moderaten oder starken Anfarbung von > 50 % der Zellen in der IHC als
positiv definiert, die MET- Positivitat war hier jedoch nicht Einschlusskriterium der Studie
sondern ist im Verlauf nach Randomisierung der Patienten erhoben worden (Bendell et al.
2017). In anderen Studien war schon eine membranére Farbung von > 25 % der Zellen egal
welcher Intensitat ausreichend fur einen positiven MET-Score (Zhu et al. 2015). Eine
weitere Phase 1 Studie zur Dosiseskalation bei SAR125844, einem selektiven MET-

Tyrosinkinaseinhibitor, schloss hingegen nur Patienten mit einer membranéren, moderaten
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oder starken Farbung von > 50 % der Zellen in der Immunhistochemie oder aber einer MET-
Amplifikation in der FISH von > 4 MET-Genkopien pro Zelle oder einer t-MET/CEP7 Ratio
> 2 ein. Diese Studie schloss explizit auch Patienten ohne MET-Amplifikation in der FISH

ein, solange sie eine hohe Proteinexpression aufwiesen (Angevin et al. 2017).

Es gibt keine ausreichende Studiengrundlage zu der Frage welcher Biomarker die beste
prognostische Aussagekraft zur Effektivitit von Anti-MET-Therapien aufweist.
Insbesondere wirft diese Arbeit die Frage auf, wie mit Patienten mit diskordanten Resultaten
in den verschiedenen Methoden klinisch umgegangen werden soll. In dem untersuchten
Kollektiv von 72 Proben fanden sich 20 mit deutlich erhéhter MET-Proteinexpression bei
negativem Ergebnis in der FISH. Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen zeigte eine
Phase 2 Studie, dass MET-IHC positive, FISH negative Patienten weiterhin von dem MET-
mAB Onartuzumab profitieren (Koeppen et al. 2014). Ahnliche Studien fehlen zu diesem
besonderen Kollektiv bei der Therapie des kolorektalen Karzinoms. Des weiteren ist die
kleine Gruppe der Patienten mit Genalteration ohne vermehrte Proteinexpression nicht
hinreichend auf ihr klinisches Ansprechen auf eine Anti-MET-Therapie untersucht. In den
Analysen dieser Arbeit wies ein Patient eine MET-Genkopienzahl von 5,58/Zelle mit > 50
% der Zellen mit > 5 MET-Genkopien auf ohne, dass sich eine vermehrte Proteinexpression
in der IHC fand.

Es ist vorstellbar, dass die Patienten mit Genalteration ohne vermehrte Proteinexpression
nicht von einer Anti-MET-Therapie profitieren wiirden, da die genetische Aberration durch
andere regulierende Einflusse bereits ihre Effizienz im Sinne der vermehrten

Proteinexpression eingebflt hat. Es fehlen jedoch die Studien zum Beweis dieser Annahme.

In dieser Arbeit konnte eine durch MET-Alterationen negativ beeinflusste Prognose
nachgewiesen werden- dieser in allen survival-plots darstellbarer Trend war jedoch nur in
einigen Subgruppen statistisch signifikant. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Analysen
zeigten ein signifikant schlechteres CSD vom Zeitpunkt der Metastasierung bei Patienten
mit einem positiven RNA-ISH Ergebnis (p= 0,02 ), sowie positiven IHC-Score (P=0,001).
Es lield sich jedoch kein statistisch signifikanter Einfluss des FISH-Scores finden. Bei
Bronchialkarzniomen ist auch die FISH-Analyse als prognostisch relevant beschrieben
worden. Bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnte eine Meta-Analyse unter
Einschluss von 21 Studien einen deutlichen negativen Einfluss auf die Prognose bei erhdhter

Genkopienzahl von Met nachweisen (Kim et al. 2018). Die fehlende statistische Signifikanz

40



der Prognoseverschlechterung bei erhohter Genkopienzahl in dieser Arbeit kdnnte mit der
niedrigen Anzahl der FISH-positiven Falle zusammenhéangen. Insgesamt zeigten nur 2
Proben- und damit deutlich weniger als in den anderen beiden untersuchten Methoden und
der genannten Studie bei NSCLC- ein positives Ergebnis in dieser Methode. Studien mit
groRerer Fallzahl kénnten nachweisen, ob die MET-Genkopienzahl beim kolorektalen
Karzinom einen geringeren Einfluss auf die Prognose nimmt als das Ergebnis der RNA-ISH
oder IHC oder ob die fehlende Signifikanz in dieser Arbeit der geringen Fallzahl geschuldet

ist.

Studien zur prognostischen Relevanz von MET-Alterationen bei kolorektalem Karzinom
beziehen jedoch oft nur auf die Ergebnisse der Immunhistochemie. Eine kirzliche Studie an
einem Kollektiv von 255 Patienten mit CRC (hiervon hatten 39 Patienten ein positives
Ergebnis in der MET-IHC) wies ein nachweislich kiirzeres PFS bei Patienten mit positivem
IHC Ergebnis nach (Lee et al. 2018). In dieser Studie wurde der MET-Alterationsstatus

jedoch nur mittels Immunhistochemie und am Gewebe des Primarius untersucht.

In einer Biomarker-Analyse aus dem Jahr 2014 an NSCLC unter Onartuzumab Therapie
wurde ein signifikanter prognostischer Einfluss der MET-Proteinexpression auf das
Therapieansprechen nachgewiesen, wéhrend weder der FISH-Score, noch MET-mRNA
Level einen prognostischen Einfluss zeigten. Hervorzuheben ist, dass der Therapie-Benefit
des Onartuzumabs bei Patienten mit negativem FISH-score, aber positivem IHC Score
erhalten blieb (Koeppen et al. 2014).

Aulerdem wurde die Korrelation der verschiedenen molekularpathologischen
Untersuchungen analysiert. Eine besondere Signifikanz kommt hierbei dem Fall P13330,

der in allen drei untersuchten Methoden den maximalen Score erreichte.

Die Bedeutung eines niedrig- oder mittelgradig amplifizierten Ergebnisses in der
Fluoreszenz- in-Situ Hybridisierung, sowie in der RNA-in-Situ Hybridisierung und der
Immunhistochemie bendtigt aufgrund der in dieser Arbeit nachgewiesenen grofRen
Streubreite Untersuchungen an einem groReren Kollektiv. Die uneinheitliche Auffassung in
aktuellen Studien tber den cut-off ab wann eine Met-Alteration als positiv zu werten ist

bietet einen Erklarungsansatz fir die widerspriichlichen Studienergebnisse.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit liefert deutliche Hinweise darauf, dass ein suffizienter Anteil der hepatischen
Filiae von Patienten mit oligometastasierten kolorektalen Karzinom einen aberranten MET-
Status aufweist. Die Auswertung legt zudem nahe, dass fir die vollstandige Erfassung der
Patienten mit einer Aberration der MET-Achse die Verwendung mehrerer

molekularpathologischen Methoden in Kombination benétigt wird.

Die Korrelation unterschiedlicher molekularpathologischer Untersuchungen zur MET-
Alteration beim kolorektalen Karzinom ist derzeit noch unzureichend untersucht. Diese
Arbeit erzielte eine vollstandige Aufarbeitung des Patientenkollektivs mittels FISH,

Immunhistochenmie und RNA-ISH.

Ziel dieser Arbeit war die Evaluation der MET-HGF Signalkaskade als potenzielles
therapeutisches Target fur das oligometastasierte, potenziell kurable resezierte kolorektale
Karzinom. Hierfur wurden die verschiedenen Ebenen der MET-HGF Achse mit Hilfe der
FISH, ISH und RNA- ISH untersucht. Die Met-Amplifikation als etabliertes therapeutisches
Target setzt klare Definition von Positivitatskriterien voraus. Die Schwierigkeiten in der
Interpretation von grenzwertigen Ergebnissen in der Immunhistochemie, der gangigsten
Methode, macht zudem eine weitere Untersuchung der Relevanz der FISH und RNA-ISH

wiinschenswert.

Des weiteren wird MET als Therapieansatz derzeit noch von der rapiden Entwicklung von
Resistenzeng gegen small-molecule inhibitors gebremst (Andres et al. 2019). Doch grade
diese bekannte Problematik wirft Licht auf MET Inhibitoren als potenzielle rescue therapy
der h&ufig genutzten EGFR Inhibitoren. Stammzellforschung bezuglich erworbener
Resistenz von kolorektalen neoplastischen Zellen gegentiber einer EGFR Inhibitor Therapie
zeigte, dass eine Aktivierung des HGF/MET pathways eine komplette EGFR Inhibition
uberwinden kann (Joosten et al. 2019). Dies lasst die Hoffhung aufkommen, dass bei
Auftreten einer EGFR Inhibitor Resistenz eine begleitende Therapie mit MET Inhibitoren

Erfolg versprechen kénnte.

Doch nicht nur die Zweitlinientherapie bei Resistenzentwicklung ist ein potenzieller Nutzen

der MET Inhibition: Im fernmetastatierten Stadium bieten sich fir das Kolonkarzinom unter
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Anderem lokale Metastasentherapie (TACE, Radiofrequenzablation)  an.
Radiofrequenzablation zeigt jedoch auf unbetroffene Hepatozyten einen kanzerogenen
Effekt. Hier wird ein Zusammenhang mit einer Aktivierung der MET/HGF Achse und
Interleukin 6 pathway angenommen. Eine simultane MET Inhibitor Therapie zeigte

geringere Proliferationsindices nach Radiofrequenzablation. (Liao et al. 2019)

Diese Arbeit liefert einen ersten Ansatz dafur, unter welchen Bedingungen MET als
Prognosefaktor Beachtung finden sollte. Die begrenzte Anzahl der Félle mit einem positiven
Ergebnis in dieser Arbeit, insbesondere in der FISH, zeigt jedoch die Notwendigkeit von
Analysen an einem grof3eren Kollektiv auf.

Aufgrund der zu erwartenden zuklnftigen 6konomischen Belastung durch personalisierte
Medizin in der Krebstherapie ist es erforderlich zu bestimmen, welche biochemischen
Untersuchung zur Selektion der Pateinten mit zu erwartendem Ansprechen auf eine targeted
therapy notwendig sind. Eine effiziente und effektive Selektion der Patienten ist nétig, um

den flachendeckenden Einsatz der targeted therapy zu ermdglichen.

Personalisierte Medizin in der Onkologie mag in Zusammenhang mit Antikérpertherapien
auch meinen, das zu testende Patientenkollektiv sorgsam auszuwdahlen. Ein aberrantes
Verhalten der MET/HGF- Achse ist signifikant haufiger vertreten unter Patienten mit
Resistenzentwicklung gegeniiber einer EGFR- Inhibitor Therapie und konnte hier ein

vielversprechendes therapeutisches Target darstellen (Ai et al. 2018).

Bei Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen zeigt sich zudem, dass MET- Alterationen den
Erfolg anderer Antikorpertherapien mitbestimmen konnen. Crizotinib, ein Multi-
Tyrosinkinase Inhibitor dessen targets unter anderem c-MET und ALK sind, zeigt ein
deutlich hdufigeres objektives Therapieansprechen, wenn bei dem Patienten nicht nur eine
ALK Mutation sondern auch eine c-Met Mutation nachgewiesen wurde (86.7%
Therapieansprechen vs 59.4%) (Chen et al. 2018).

Zusammenfassend stellt sich c-MET als ein vielversprechender weiterer Baustein in der
personalisierten Krebstherapie vor. Die relativ geringe Prévalenz von MET-Alterationen bei
Patienten mit kolorektalen Karzinom bedingt die Notwendigkeit von Studien an einem
groReren Kollektiv. Die hier aufgezeigte Tendenz zur Prognosebeeinflussung und
Eroffnung weiterer Therapiemdoglichkeiten beweist dennoch die Attraktivitat weiterer

Studien in diesem Gebiet.

43



6 Anhang

6.1 Protokoll der Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die hier beschriebene Aufbereitung der FISH Préparate erfolgte Gber zwei Arbeitstage und
in weiten Teilen automatisiert mit Hilfe des VP 2000 Prozessor (Abott Molecular,
Wiesbaden, Deutschland).

1. 2 pum dicke Paraffinschnitte herstellen und auf ,,Superfrost +“ Objekttrigern
aufziehen, Trocknen bei 56°C
2. Objekttrager in Halterung des VP 2000 Prozessors einsetzen, starten des Programms
Programmablauf:
1. 3x 10 min Xylol
2. 2x 5 min 100% Ethanol
3. 1 min 96% Ethanol
4. 1 min 80% Ethanol
5. 1 min 70% Ethanol
6. 5 min bei 37°C Lufttrocknen
7. 20min 0,2 M HCI
8. 3 min Aqua dest
9. 3 min 2x SSC-Waschpuffer
10. 30 min Pretreatment Solution bei 80°C
11. 1 min Aqua dest.
12. 2 x 5 min 2x SSC-Waschpuffer
13. 90 min Protease | bei 37°C
14. 2 x 5 min 2x SSC-Waschpuffer
15. 10 min 4,5% gepuffertes Formalin
16. 2 x 5 min 2x SSC-Waschpuffer
17. 1 min Aqua dest
18. 5 min bei 37°C lufttrocknen
3. Auftragen der Sonde ( verdiinnt: 7ul Hybridisierungspuffer, 2ul Aqua dest., 1l
Sonde)
4. 3-15pl Sonde auf den Schnitt geben, Deckglaschen auflegen und mit Fixogum
umschlieRen

5. Denaturierung im Hybridizer (Hybridisierung tiber Nacht bei 37°C)
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6.
7.

8.

Fixogum vom Objekttrager entfernen, Deckglaschen abhebeln
Programm VP Prozessor 2000
1. 2 min 2x SSC + 0,3% NP40 Waschpuffer bei 72°C
2. 1 min 2x SSC-Waschpuffer bei Raumtemperatur
3. 1 min A.dest bei Raumtemperatur
4. 1 min 96% Ethanol
5. 5 min Lufttrocknen
Schnitte mit ca. 15ul DAPI und 24x32mm Deckglaschen eindecken und im

Kuhlschrank lagern

6.2 Protokoll der Immunhistochemie
Indirekte-2-Schritt-Methode:

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)
8)
9)

3-4 um dicke Paraffinschnitte herstellen, auf Objekttrager (X-tra® Slides, Leica
Biosystems, Wetzlar, Deutschland) ziehen und iber Nacht bei 60 °C trocknen lassen
Entparaffinieren mit 2 x 100 % Xylol fir 10 Min.

Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe (2 x 100 % Ethanol 10 Min., 1 x 96 %
Ethanol 5 Min., 1 x 80 % Ethanol 5 Min., 1 x 70 % Ethanol 5 Min.)

Waschen mit einem Puffer (Tris buffered saline & Tween 20)

Vorbehandlung entsprechend dem Antikérper mit EDTA oder Citrat

Inkubation der Schnitte mit dem jeweiligen Primé&rantikorper in der entsprechenden
Konzentration fur 30 Min. bei Raumtemperatur

5 Min. Hydrogen-Peroxid-Behandlung

Spilen mit Waschpuffer

Inkubation mit dem Enhancer/Verstarker (post antibody blocking for BrightVision
plus) fur 10 Min.

10) Spulen mit Waschpuffer

11) 15 Min. Inkubation mit Polymer Poly-HRP-GAM/R/RIgG
12) 8 Min. Inkubation mit DAB (Substrat/Chromogen)

13) Spulen mit Waschpuffer

14) 2 Min. Hamalaun einwirken lassen

15) Spulen mit Waschpuffer und anschlieBend mit Wasser

16) Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydrieren

17) Eindecken der Objekttrager mit einem Deckglas
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