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1. EINLEITUNG

1.1 Darmkrebs

1.1.1 Epidemiologie

Maligne Darmtumore stellen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen die
zweithaufigste Krebserkrankung sowie die zweithaufigste Krebstodesursache dar. In
Deutschland liegt die Neuerkrankungsrate pro Jahr fir Manner bei 37.000 und fir
Frauen bei ca. 36.000. Das mittlere Erkrankungsalter betragt bei Mannern 69 Jahre,
bei Frauen 75 Jahre. Vergleicht man die altersstandardisierte Inzidenz bei Mannern
und Frauen getrennt voneinander im Zeitraum zwischen 1980 und 2004, so ist die
Inzidenz bei Mannern in diesem Zeitraum um 45% gestiegen, bei Frauen um 25%.
Dies entspricht einer Verdopplung der Erkrankungsfalle bei Mannern zwischen 1980
und 2004 auf 37.000 und einem Anstieg der Erkrankungsfalle um 60% fur Frauen auf
36.000 Erkrankungsfalle im selben Zeitraum. Am starksten stiegen die
Erkrankungsraten bei Mannern zwischen dem 55. und dem 74. Lebensjahr und bei
Frauen ab dem 75. Lebensjahr an. (Daten enthommen: Bertz et al. 2010)

Waldmann et al. (2010) beschreiben fir den Zeitraum 2004-2006 weiterhin ein

signifikantes Ansteigen der Inzidenz kolorektaler Karzinome in Deutschland.

Die Darmkrebspravalenz hat sich in den Jahren zwischen 1990 bis 2004 deutlich
erhoht. Die Griunde dafiur sind in einer Zunahme der Inzidenz und veranderten
demographischen Bedingungen zu suchen, wie zum Beispiel dem Anstieg der
durchschnittlichen Lebenserwartung. Im Gegensatz zum Anstieg der Inzidenz lief3 sich
in den letzten Jahren ein deutliches Absinken der Mortalitdt bei Darmkrebs
verzeichnen. Die Mortalitat sank bei Mannern seit Mitte der 1980er Jahre um 24%, bei
Frauen um 38%. (Daten enthommen: Krebs in Deutschland, Haufigkeiten und Trends
2008).

Eine Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate wurde ebenfalls mit einem Anstieg
von 45% Mitte der 80er Jahre auf 60% im Zeitraum zwischen den Jahren 2000 und
2004 beobachtet (Brenner et al. 2005). Die Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate

betrifft jedoch nach wie vor mehr die jlingeren Patientengruppen, fur altere Patienten



konnte bisher nur eine deutlich weniger ausgepragte Verbesserung erzielt werden
(Gondos et al. 2007).

Als allgemeine Risikofaktoren fir das Auftreten von Darmkarzinomen werden
Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten, wie fettreiche, ballaststoffarme Erndhrung mit
hohem rotem Fleischanteil, Bewegungsmangel, Ubergewicht und erhohter
Alkoholkonsum angenommen. Auch stark Gesalzenes, Gepdkeltes oder Gerauchertes
sowie Nikotinkonsum werden als Ausldser diskutiert. Weitere wichtige Risikofaktoren
sind genetischer Ursache. Bei Personen, welche an einer familidaren adenomatdsen
Polyposis (FAP) oder an einem hereditdren, nicht-polypésen kolorektalen
Krebssyndrom (HNPCC) leiden, ist das Risiko, bereits in jingerem Lebensalter an
Darmkrebs zu erkranken, stark erhoht, ebenso bei Personen, die an chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn leiden. Eine
Risikoerhdhung besteht auch fir Verwandte ersten Grades von betroffenen Patienten.

(Daten entnommen: Krebs in Deutschland, Haufigkeiten und Trends 2008).



1.1.2 Klassifikation fiir Kolon und Rektum

Tab.l-1 Kolon- und Rektumkarzinome klassifiziert nach TNM-Kriterien

Tumorbezeichnung | Tumorausdehnung
T1 Submukosa
T2 Muscularis propria
T3 Subserosa, nicht peritonealisiertes perikolisches/
perirektales Gewebe
T4 a Viszerales Peritoneum
T4 b Andere Organe oder Strukturen
Lymphknoten Status, Tumorbefall
N1 a 1 regionarer
N1b 2 - 3 regionare
N1c Satellit(en) ohne regionare Lymphknotenmetastasen
N2 a 4 — 6 regionare
N2 b 2 7 regionare
Metastasen Befall
M1 a ein Organ
M1 b mehr als ein Organ oder Peritoneum

(Daten entnommen: Wittekind & Meyer 2010, S.99)




Tab.I-2 Stadiengruppierung flir Kolon- und Rektumkarzinome nach UICC

Stadium 0 T in situ NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium 1A T3 NO MO
Stadium II1B T4 a NO MO
Stadium IIC T4 b NO MO
Stadium Il Jedes T N1, N2 MO
Stadium IlIA 1 Nie MO
T1 N2 a MO
T3, T4 a N1 MO
Stadium 111B T2, T3 N2 a MO
T1,T2 N2 b MO
T4 a N2 a MO
Stadium 1lIC T3, T4b N2 b MO
T4 b N1, N2 MO
Stadium IVA Jedes T Jedes N M1 a
Stadium I1VB Jedes T Jedes N M1 b

(Daten entnommen: Wittekind & Meyer 2010, S.98)

1.1.3 Entwicklungen in der Therapie des Rektumkarzinoms

Fur die Entwicklungen in der Therapie des Rektumkarzinoms der letzten Jahrzehnte
lassen sich drei grof3e Ziele definieren:

1. Verbesserung der lokalen Kontrolle

2. Verbesserung der Vertraglichkeit der Therapie

3. Erhéhung der Uberlebenschance.
Intensive Forschung und die Entwicklung verschiedener neuer Therapiestrategien
haben vor allem Fortschritte in den beiden zuerst genannten Punkten erbracht. Eine
Erhéhung der Uberlebenschance durch Verminderung von Lokalrezidiven und
Fernmetastasierung ist Zielsetzung der CAO/ARO/AIO-04-Studie (Rdédel & Sauer
2007), aus welcher sich die von mir untersuchten Patienten hauptsachlich rekrutieren.
Es stellt sich die Frage, welche neuen Erkenntnisse zu Fortschritten in der Therapie
des Rektumkarzinoms gefiihrt haben. Des Weiteren ist zu Uberprifen, ob sich aus

einem veranderten Therapiestandard Auswirkungen auf meine Resultate ergeben.



Bis vor wenigen Jahren galt fur das Rektumkarzinom die primare Operation und
anschlielende Chemoradiotherapie als Therapie der Wahl, eine Entwicklung, die sich
seit den 90er Jahren etabliert hatte (Steele et al. 1991; O'Connell et al. 1994). Das
Ende der 80er Jahre entwickelte OP-Verfahren der totalen mesorektalen Exzision
(Heald & Ryall 1986) kam in den Folgejahren bald weit verbreitet zum Einsatz.
Daraufhin durchgefiihrte Studien belegten, dass sich das verlangerte Uberleben und
die lokale Kontrolle des Tumors auch mit der alleinigen totalen mesorektalen Exzision
(TME) erzielen lieRen (Heald et al. 1998; Martling et al. 2000; Kapiteijn et al. 2002).
TME plus adjuvanter Chemoradiotherapie verloren somit an Bedeutung.
Untersuchungen zu neoadjuvant angewandter Radiotherapie (Frykholm et al. 1993;
Kapiteijn et al. 2001; Marijnen et al. 2002) erweiterten das Behandlungsspektrum in
Richtung einer praoperativen Chemotherapieform. Weitere Studien Uber eine
Kombination aus neoadjuvanter Chemo- und Radiotherapie zeigten, dass das neue
Therapieregime genauso sicher und gut vertraglich war, wie die ausschlielliche
adjuvante Chemoradiotherapie (Hyams et al. 1997). Zusatzlich konnte aber durch
neoadjuvant angewandte Chemoradiotherapie ein neuer Vorteil in der Verbesserung
der lokalen Kontrolle erwirkt werden (Gérard et al. 2006). Durch diese Therapieform
wird ein Downstaging der Tumore erzielt (Velenik et al. 2010), wodurch die Rate der
kurativen RO-Resektionen beim fortgeschrittenen Rektumkarzinom erhéht werden
konnte (Rddel et al. 2000). Dadurch wurden ebenfalls mehr Sphinkter-erhaltende
Operationen bei tief liegenden Karzinomen mdglich (Silberfein et al. 2010).

Allerdings zeigte sich auch, dass die akute Toxizitat der neoadjuvanten Behandlung mit
Radiotherapie durch die Addition von praoperativer Chemotherapie stieg (z.B.
Neurotoxizitat und Schmerzintensitat unter Therapie) (Bosset et al. 2004; Gérard et al.
2006). Eine Erhéhung der postoperativen Komplikationen wie Wundheilungsstérungen,
Anastomoseninsuffizienzen, Blutungen, lleus- oder Fistelbildungen, kardiovaskulare
Komplikationen etc. konnte hingegen nicht beobachtet werden (Sauer et al. 2001).
Auch flr ultra-low Rektumkarzinome, die praoperativ chemoradiotherapiert wurden,
zeigten Studien unlangst, dass im Vergleich nicht mehr perioperative Komplikationen
auftraten und ebenso die Wahrscheinlichkeit eines erneuten lokalen Tumorwachstums

vermindert wurde (Lim et al. 2010).
Heute gilt die Kombination aus beidem, praoperative Chemotherapie mit 5-FU und

Radiotherapie, als Therapie der Wahl in der Behandlung der lokal fortgeschrittenen

Rektumkarzinome, wodurch vor allem eine Verbesserung der lokalen Kontrolle durch
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erhohte Ansprechraten des Tumors auf die Therapie, weniger des Uberlebens, erzielt
werden konnte (Sauer et al. 2004; Gérard et al. 2006; Bosset et al. 2006; Liska &
Weiser 2010).

Offenbar kann zwar die lokale Kontrolle positiv beeinflusst werden, weniger aber die

Fernmetastasierung, die wesentlich das Uberleben bestimmt (Peeters et al. 2007).

Erwahnt sei auch die Wirkung der neoadjuvanten Chemoradiotherapie auf die den
Tumor umgebenden Lymphknoten. Im Rahmen der verbesserten lokalen Kontrolle wird
neben dem Downstaging der Tumore auch eine Reduktion der Anzahl positiver
Lymphknoten im den Tumor umgebenden Gewebe erreicht (Wichmann et al. 2002).
Aus der Anzahl der metastatisch befallenen Lymphknoten kann wiederum eine
Prognose fiir das Uberleben des Einzelnen abgeleitet werden (Beresford et al. 2005).
Fir eine Subgruppe von Patienten, bei welchen man nach neoadjuvanter Behandlung
keine Lymphknoten - weder metastatsich befallene noch tumorzellfreie - im Resektat
des distalen Rektumkarzinoms finden kann, wurde beschrieben, dass diese Tatsache
mit geringer Invasionstiefe des Tumors und gutem Uberleben einhergeht (Habr-Gama
et al. 2008).

Eine Verbesserung der Vertraglichkeit der neoadjuvanten Chemotherapie erreichte
man durch Substitution von 5-FU, welches i.v. gegeben werden muss, durch das
Prodrug Capecitabine, welches oral verabreicht werden kann.

Mehrere Studien zeigten, dass 5-FU und Capecitabine ahnlich vertraglich und effektiv
sind (Kim et al. 2002; Corvo et al. 2003; Lay et al. 2007; de Marsh et al. 2010). Die
orale Gabe des Chemotherapeutikums bedeutet eine Vereinfachung fir die Patienten

und somit eine erhéhte Compliance (Ballonoff et al. 2008).

Des Weiteren soll an dieser Stelle noch auf die Therapieentwicklungen mit
monoklonalen Antikdrpern, den sogenannten ,Biologicals®, hingewiesen werden. Auch
hier zeigen Studien sehr unterschiedliche Ergebnisse beziiglich Effektivitat und
Vertraglichkeit. Da sich die Angiogenese von Lymph- und Blutgefalten als
prognostischer Faktor in Rektumkarzinomen auswerten lasst (Holmqvist et al. 2010),
verspricht man sich von der Therapie mit Angiogenesehemmern wie Bevacizumab
einen erheblichen Nutzen flr das krankheitsfreie und das gesamte Uberleben, vor
allem bei bereits metastasierten Karzinomen (Liévre et al. 2009). Auch Uber eine

verbesserte Downstaging-Rate bei lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen unter
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neoadjuvanter Antikdrpertherapie plus Chemoradiotherapie wurde berichtet (Velenik et
al. 2010). Andere Studien zeigen eine mafRige Erhdhung der Ansprechrate der
Karzinome von 5% auf 12% bei zusatzlicher Gabe von Cetuximab zu neoadjuvanter
Chemoradiotherapie (Wadlow & Ryan 2010). Allerdings wird der zusatzliche Benefit
der Gabe von Bevacizumab in Kombination mit adjuvanter Chemoradiotherapie von
weiteren Studien in Frage gestellt (Javle & Hsueh 2010). Die Datenlage zeigt in diesem
Gebiet noch neuen Raum fiir Forschung, da es sich bei der Therapie mit monoklonalen

Antikérpern um den Einsatz von noch sehr jungen Medikamenten handelt.

André et al. (2009) zeigten eine Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens durch
zusatzliche Gabe des Platinderivates Oxaliplatin zu 5-FU, was bisher fast
ausschlieBlich im adjuvanten Therapiezweig getestet wurde. Die Wahrscheinlichkeit fir
ein krankheitsfreies Uberleben von 5 Jahren konnte durch adjuvant additiv gegebenes
Oxaliplatin um 4-7% erhéht werden, wobei schwerer betroffene Patienten von der
Therapie mehr profitierten als weniger schwer betroffene.

Als ,FOLFOX*-Schema bekannt, wird heute die Gabe von Folsaure plus Oxaliplatin in
der postoperativen Phase als Standard in der Behandlung kolorektaler Karzinome
weitverbreitet angewandt. Praklinische Studien zeigten, dass Oxaliplatin das Absterben
kolorektaler Karzinomzellen induziert, indem es den programmierten Zelltod auslost
(Tesniere et al. 2010).

In Studien, in denen praoperativ zu 5-FU bzw. Capecitabine das Platinderivat
Oxaliplatin als Wirkverstarker verabreicht wurde, zeigte sich: die akute Toxizitat steigt
und das Tumoransprechen auf die Therapie wird nicht zusatzlich beeinflusst, dafiir ist
aber die Rate der Metastasierungen geringer (Wolmark et al. 2008; Aschele et al.
2009; Gerard et al. 2009). Die Metastasierungsrate ist wiederum der
Haupteinflussfaktor auf die Uberlebenschance des Patienten. Die Datenlage zeigt,
dass ein zusatzliches Ansprechen des Tumors im Sinne eines verbesserten
Downstagings unterschiedlich beurteilt wird, in anderen Studien wurde ein besseres
Ansprechen beobachtet (Rddel et al. 2007).

An einem kleinen Patientenkollektiv wurde von Musio et al. (2010) das Therapieregime
bereits so getestet, wie es auch in der derzeit durchgefiihrten Studie CAO/ARO/AIO-04
angewandt wird, die Grundlage dieser Arbeit ist. In diesen Studien werden Patienten
mit Rektumkarzinomen zu zwei Therapieschemata randomisiert: einem neoadjuvanten

Behandlungsschema mit 5-FU plus Oxaliplatin und Radiotherapie und dem
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neoadjuvanten Standardbehandlungsschema mit 5-FU und Radiotherapie. Die ersten
Ergebnisse zeigten hierbei, ohne bereits Aussagen lber das Uberleben treffen zu
kdénnen, dass eine Hinzunahme von Oxaliplatin zu einem verbesserten Downstaging
fuhrt, wodurch mehr Sphinkter-erhaltende Operationen mdglich sind. Dass die Toxizitat
gesteigert ist (Diarrhoe, Schmerzen im Beckenbereich, Neurotoxizitat) und die
Patienten einer griindlichen Uberwachung bediirfen, wurde ebenso deutlich.

In der CAO/ARO/AIO-04-Studie soll geprift werden, ob eine Erganzung der
neoadjuvanten und adjuvanten Therapie mit Oxaliplatin zu einer geringeren
Metastasierungsrate filhren und somit eine Verlangerung des Uberlebens fir die

Patienten erzielt werden kann.

1.2 Molekulare Tumorgenese und erblicher Einfluss in der Karzinomentstehung

Kolorektale Karzinome gehéren zu den haufigsten Malignomen in der BRD. In den
vergangenen Jahren stellte sich heraus, dass der Genotyp des Tumors sein Verhalten
bestimmt. Kolorektale Karzinome konnen durch verschiedenste molekulare
Mechanismen entstehen, bei denen genetische Veranderungen in Protoonkogenen,
Tumorsuppressorgenen und Mismatch-Repair-Genen akkumulieren und zur
Entstehung kolorektaler Karzinome fiihren (Jass 2006; Duffy et al. 2007). Vogelstein et
al. (1988) zeigten im Tumorprogressionsmodell, dass die erforderlichen Schritte fir die
Entwicklung eines Karzinoms haufig in der Aktivierung von Onkogenen durch
Mutationen liegen. Ebenfalls férderlich fur die Karzinomentstehung ist der Verlust
unterschiedlicher Gene, die normalerweise das Tumorwachstum unterdriicken
(Vogelstein et al. 1988).

1.2.1 Klinische Kriterien zur Einteilung in sporadische vs. hereditire Genese und
Bethesda-Richtlinien

Das Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer-Syndrom (HNPCC) zeichnet sich
durch ein fir den Betroffenen erhohtes Risiko aus, in frlthem Lebensalter an
kolorektalen (HNPCC Typ 1) und/ oder anderen (Endometrium, Ovar, Magen, Leber,

Gehirn, Haut etc.) Karzinomen zu erkranken (HNPCC Typ II). Das Lebenszeitrisiko fur
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HNPCC-Patienten, an Dickdarmkrebs zu erkranken, betragt anndhernd 80% im
Vergleich zu 5,5% in der europaischen Bevolkerung (Aarnio et al. 1995).

Das mittlere Erkrankungsalter betragt bei HNPCC-Patienten 41 Jahre. Sporadisch
aufgetretene kolorektale Karzinome manifestieren sich hingegen am haufigsten
zwischen dem 60. und dem 70. Lebensjahre. 68% der Kolonkarzinome treten bei
HNPCC-Patienten im rechten Kolon auf, sporadische Kolonkarzinome finden sich nur
zu 39% im rechten Kolon. (Review Muller & Fishel 2002)

Objektive Kriterien fir die klinische Diagnose eines HNPCC-Syndroms wurden
erstmalig 1991 durch die Amsterdam-Kriterien (Vasen et al. 1991) und 1997 durch die
Bethesda-Richtlinien (Rodriguez-Bigas et al. 1997) festgelegt. In den 2004
herausgegebenen, (berarbeiteten Bethesda-Richtlinien flieBen klinische und
molekulare Diagnosekriterien mit ein (Umar et al. 2004). Nachfolgende Aufzahlung
zeigt, in welchen Situationen ein Patient gemafl den Bethesda-Richtlinien auf MSI
getestet werden sollte, da der Verdacht gegeben ist, dass ein HNPCC-Syndrom

vorliegen kénnte:

1. Diagnosestellung eines kolorektalen Karzinoms, wenn der Patient jinger als 50
Jahre ist

2. Bei Vorhandensein von synchronen oder metachronen kolorektalen, oder
anderen HNPCC-assoziierten Tumoren, ungeachtet des Patientenalters

3. Kolorektales Karzinom mit MSI-H-Status (hoher Anteil instabiler Mikrosatelliten,
vgl. S.20) bei einem Patienten junger als 60 Jahre

4. Diagnosestellung eines kolorektalen Karzinoms bei einem oder mehreren
Verwandten ersten Grades mit HNPCC-assoziierten Tumoren, wenn eines der
Karzinome vor dem 50 Lebensjahre aufgetreten ist

5. Diagnosestellung eines kolorektalen Karzinoms bei zwei oder mehr erst- oder
zweitgradig Verwandten mit HNPCC-assoziierten Tumoren, ungeachtet des
Patientenalters

Aufzahlung modifiziert entnommen aus: Umar et al. (2004)
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1.2.2 Mechanismen des Mismatch-Repair-Gen-Ausfalls

Die Ursache der Erkrankung HNPCC findet sich in einer Keimbahnmutation eines
Mismatch-Repair-Gens (MMR). Betroffen sind in der Vielzahl der Falle die MMR-Gene
MSH2 und MLH1 (ca. 95%) (Leach et al. 1993; Bronner et al. 1994; Peltomaki & Vasen
1997). Seltener liegen Defekte in MSH6 (7-10%) und PMS2 vor (<5%), sehr selten in
PMS1 (Kolodner et al. 1999; Nicolaides et al. 1994). Diese Defekte manifestieren sich
in Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Liegt ein MSI-positiver Status vor, sollte sich nach
den Bethesda-Richtlinien eine Keimbahnanalyse des MMR-Gens anschlie3en, welches
immunhistochemisch einen Ausfall gezeigt hat.

Verschiedene andere Ursachen, neben der Keimbahnmutation bei HNPCC-Patienten,
kénnen zu einem Ausfall bzw. einer Herunterregulation der Proteinexpression eines
MMR-Gens fuhren:

Eine Ursache kann die epigenetische Inaktivierung durch Methylierung der CpG-Insel
in der Promotor-Region des MLH1-Gens sein (Herman et al. 1998). Diese Untergruppe
kolorektaler ~Karzinome wird als CpG-Island-Methylator-Phanotype (CIMP)
charakterisiert (Ogino et al. 2009). Methylierung von Promotor-Regionen innerhalb des
Genoms fuhrt zu einem Gen-Silencing in dem Abschnitt, welcher der Promotor-Region
folgt. Hypermethylierung innerhalb der CpG-lnseln findet sich haufig im
Entstehungsweg sporadischer kolorektaler Karzinome, welche als
mikrosatelliteninstabil auffallen (Toyota et al. 1999). Von Mikrosatelliteninstabilitat darf
daher nicht zwingend auf HNPCC geschlossen werden, die Diagnose ist im
Zusammenhang mit den klinischen Daten zu stellen.

Auch ein multifaktorielles Geschehen kann einen Ausfall von MMR-Genen bedingen.
Beispielsweise ein Ausfall von MSH2 ist haufig mit einem Ausfall von MSH6
verbunden. Eine Ursache kann ein mutierter Mikrosatellit im MSH6-Gen sein, der durch
den Ausfall von MSH2 entstanden ist. Eine andere Ursache kann sein, dass das
Heterodimer MSH2-MSH6 durch den Schaden an MSH2 nicht mehr gebildet werden
kann. Wenn MSH6 nicht mehr von MSH2 gebunden wird, entwickelt sich ein negativer
Feed-Back-Mechanismus, bei dem MSH6 vermehrt frei vorliegt und als Folge davon
herunterreguliert wird (Rigau et al. 2003). Eine ebensolche Verknlpfung liegt bei den
MMR-Genen MLH1 und PMS2 vor (Wu X et al. 2003). Da eine Heterodimer-
Verknipfung zu erhohter Repair-Effizienz fihrt, bedingt ein Vorliegen von
Homodimeren eine herabgesetzte Repairtatigkeit und erhdéhte Fehlerquoten (Leong et
al. 2009).

15



1.2.3 Onkogenanalyse und Prognose

Ist ein MMR-Gen mutiert und die Frage nach einer hereditaren Ursache nicht eindeutig
geklart, kann zur Unterscheidung die Analyse von Onkogenen herangezogen werden.
HNPCC-Patienten kénnen neben MMR-Mutationen auch KRAS-Mutationen haben.
BRAF-Mutationen in Kombination mit MMR-Mutationen finden sich nur in sporadisch
aufgetretenen kolorektalen Karzinomen und sind mit einer reduzierten Mortalitat
verbunden. (Gryfe et al. 1997; Ogino et al. 2009). Sporadische Tumore mit MSI-H-
Status und BRAF-Mutation zeigen in nahezu allen Fallen auch einen CIMP
(Weisenberger et al. 2006).

1.2.4 Haufigkeitsverteilung sporadische vs. hereditire Genese und

Diagnosestellung

In ca. 65% der kolorektalen Karzinome mit MSI kann von einem sporadischen
Auftreten ausgegangen werden. Bei denjenigen Karzinomen, welche nicht dieser
Gruppe zuzuordnen sind, muss ein Einfluss von erblichen Faktoren angenommen
werden, wie es Zwillingsstudien nahe legen (Lichtenstein et al. 2000). Von diesen 35%
MSI-positiven, erblich bedingten Karzinomen sind ca. 5% durch einen
monogenetischen Defekt entstanden, der in den meisten Fallen autosomal dominant
vererbt wird. Die HNPCC-Erkrankung fallt unter diese Kategorie und stellt einen
Gesamtanteil von ca. 2-4% aller kolorektalen Karzinome dar (Aaltonen et al. 1998;
Salovaara et al. 2000; Lynch & de La Chapelle 2003).

Fir die Diagnose eines HNPCC-Syndroms spielen der beurteilende Pathologe, der die
typische Histopathologie erkennen und beurteilen muss (Rischoff et al. 2004), die
Amsterdam-Kriterien als klinischer Hinweis (Vasen et al. 1991) und die Bethesda-
Richtlinien als genetischer Hinweis (Umar et al. 2004) eine Rolle.

Fur die Kontrolle des Erkrankungsverlaufes sind regelmafige Vorsorgeuntersuchungen
inklusive Koloskopie alle 1-2 Jahre wichtig, da damit die Krebshaufigkeit um 80%

gesenkt werden kann (Jarvinen 2003).
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1.3 Mikrosatelliteninstabilitat

Bei Mikrosatelliten handelt es sich um kurze, repetitive DNA-Sequenzen, welche
individuelle Langenpolymorphismen aufweisen (Weber & May 1989). Sie kommen als
Tandem-Repeats mit einer Lange von 1-6 Basenpaaren ubiquitar im Genom vor. Die
Rate an Keimbahnmutationen der Mikrosatelliten ist hoch, die Polymorphismen sind
umfangreich, aber sie sind in jedem Individuum einzigartig und einheitlich in allen
Geweben (Ellegren 2000). Wahrend einige Mikrosatelliten fir das Genom
bedeutungslos erscheinen, kdénnen andere Mikrosatelliten Veranderungen in der
Genexpression, in der Proteinsequenz und/ oder im Splicing bewirken (Li et al. 2004;
Iglesias et al. 2004). Ca. 40 Mikrosatelliten sind als Risikofaktoren fir neurologische,
neurodegenerative und neuromuskuldare Erkrankungen bekannt, bzw. kdnnen
funktionelle Relevanz fir die Erkrankung haben (Pearson et al. 2005). Bezogen auf
Erkrankungen des Darmes haben Mikrosatelliten beispielsweise Relevanz flir das
HNPCC-Syndrom, bei dem sie Instabilititen aufweisen, und bei der Familidren
Adenomatdsen Polyposis. Bei dieser autosomal-dominant vererbten Erkrankung
kommt es durch eine Mutation innerhalb des APC-Gens zu einer Pradisposition,
kolorektale Karzinome zu entwickeln (Church 2009).

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) ist definiert als eine Langenanderung jedweder Form,
entweder  aufgrund einer  genomischen Deletion  oder Insertion in
Mikrosatellitenregionen innerhalb eines Tumors im Vergleich zu Normalgewebe
(Boland et al. 1998).

Mikrosatelliteninstabilitat entsteht durch Fehler im DNA-Mismatch-Repair-System
(MMR) einer Zelle, wodurch diese nicht mehr in der Lage ist, Fehler, die wahrend der
DNA-Replikation auftreten, zu korrigieren. Dies zeigt sich in einer beschleunigten
Akkumulation von Einzelnukleotid-Mutationen sowie in Langenanderungen der
repetitiven Mikrosatellitensequenzen, die ubiquitar im gesamten Genom vorkommen.
(Boland et al. 1998)

Die Benennungen einzelner MMR-Gene leiten sich urspringlich von den
eukaryontischen MMR-Genen MutS und MutL ab. Das MMR-System von Hefen und
Saugetieren ist in seiner Funktion aber komplexer. Aus Hefen geklonte homologe
Gene erhielten die Bezeichnungen MutS-Homolog (MSH) und MutL-Homolog (MLH).
Wiederum homologe Klone von MSH und MLH wurden unterteilt in MSH1, MSH6 und
MLH1, sowie MLH3. Andere in Hefen gefundene Homologe von MutL wurden Post-
Meiotic-Segregation-1 (PMS1) und PMS2 benannt. Jedem dieser MMR-Gene kann
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mittlerweile eine spezifische Reparaturfunktion in der Zellkern-DNA, wahrend der
Meiose oder in der Mitochondrien-DNA, zugeschrieben werden (Grilley et al. 1990).
Wahrend in Prokaryonten MutS und MutL als Homodimere vorliegen, findet man in
eukaryontischen Zellen MSH2 als Heterodimer mit MSH6 oder MSH3 (Acharya et al.
1996). Ebenso kénnen MLH1 und PMS2 ein Heterodimer eingehen, welches effizienter
arbeiten kann als MLH1 und PMS2 als Monomere (Leong et al. 2009). Auch MSH4-
MSHS5 liegen als MMR-Heterodimer vor (Fishel & Wilson 1997). Dem MSH2-MSH6-
Heterodimer wird die Funktion zugeschrieben Einzelnukleotid-Mismatches und kleine
Insertion/Deletion-Schleifen erkennen und reparieren zu kénnen. MSH2-MSH3 erkennt
kleine und grofe Insertion/Deletion-Schleifen (Bocker et al. 1999).

Die Untersuchung der Mikrosatelliten einer Zelle lasst Rickschlisse auf ein
ausgefallenes oder eingeschrankt funktionierendes Mismatch-Repair-System zu. Damit
kann ein Ausfall der MMR-Gene obijektiviert und gemessen werden.

Zunachst wurde Mikrosatelliteninstabilitat vor allem mit kolorektalen Karzinomen von
HNPCC-Patienten assoziiert, aber auch in sporadisch aufgetretenen Karzinomen des
Kolorektums wurde MSI beobachtet (Aaltonen et al. 1993), sowie in anderen
Tumortypen, die im Rahmen des HNPCC-Syndroms auftreten kénnen (Peltomaki et al.
1993), zum Beispiel in Endometriumkarzinomen (Risinger et al. 1993) und
Magenkarzinomen (Rhyu et al. 1994). Die Testung auf MSI gilt als Screening-Methode
fur an HNPCC erkrankte Patienten, die eine hohe Sensitivitat und Reliabilitat aufweist
(Mdller et al. 2004a). Ca. 90% der HNPCC-assoziierten Tumore weisen MSI auf
(Mueller et al. 2009).

Die fluoreszenzmarkierte Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction —
PCR) in Kombination mit einer Genescan-Analyse erwies sich als ein schnelles und
unkompliziertes Verfahren fir die Detektion von MSI (Cawkwell et al. 1995).

Die Definition fur Mikrosatelliteninstabilitdit wurde 1997 bei einem internationalen
consensus meeting festgelegt, wobei drei Subtypen klassifiziert wurden: high-
frequency MSI (MSI-H), low-frequency MSI (MSI-L) und stabile Mikrosatelliten als MSS
(Boland et al. 1998). MSI-H-Tumore kénnen auf unterschiedlichen Wegen entstehen,
zum Beispiel durch Keimbahndefekte in Mismatch-Repair-Genen, wie es bei dem
HNPCC der Fall ist (Thibodeau et al. 1996). Eine andere Méglichkeit ergibt sich durch
epigenetische Hemmung des Mismatch-Repair-Systems, verursacht durch Promotor-
Hypermethylierung  (Cunningham et al. 1998). Speziell die Promotor-
Hypermethylierung des MLH1-Gens ist etwa zehnmal haufiger fir das Auftreten von

MSI-H-Tumoren im Kolorektum verantwortlich als die Keimbahnmutation (Auclair et al.
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2011). Der Anteil von MSI-positiven, sporadisch entstandenen Tumoren ist somit
wesentlich groRer (12-17%) (Popat et al. 2005; Ward et al. 2001) als der Anteil von
HNPCC-assoziierten Tumoren (3%) (Hampel et al. 2005; Hampel et al. 2008), wenn

man die Gesamtheit aller Tumore des Kolorektums betrachtet.

MSI findet sich vor allem in Tumoren im proximalen Colon. Es wurde des Weiteren
beobachtet, dass Patienten mit mikrosatelliteninstabilen Tumoren eine bessere
Prognose haben, als Patienten mit mikrosatellitenstabilen Tumoren. Der Verlust von
Heterozygositat (loss of heterozygosity, LOH) ist in mikrosatelliteninstabilen Tumoren
vermindert beobachtet worden (Thibodeau et al. 1993).

AuRerdem wurde fir MSI-H-Tumore ein verandertes Ansprechen auf Chemotherapien
und damit eine méglicherweise veranderte Uberlebenschance des Patienten gefunden
(Warusavitarne & Schnitzler 2007; Sargent et al. 2010).

1.4 Prognostische Bedeutung der Mikrosatelliteninstabilitat

Derzeit gilt das UICC-Stadium eines Patienten mit kolorektalem Karzinom als ein
sicheres Kriterium, um eine Prognose beziiglich der 5-Jahres-Uberlebensrate ableiten
zu kénnen. Das UICC-Stadium bildet dabei in erster Linie ab, wie weit die Erkrankung
zum Diagnosezeitpunkt bereits fortgeschritten ist. Molekulare Unterschiede von
Karzinomen und damit Karzinomsubgruppen finden dabei keine Berticksichtigung. So
ist der Frage, ob man individuelle molekulare Unterschiede, so wie die MSI, als
Biomarker und Pradiktoren fiir Prognostik und individuelle Therapieempfehlung nutzen
kann, in den letzten Jahren verscharft nachgegangen worden.

Lediglich in einer Studie Uber Patienten mit Rektumkarzinomen, welche neoadjuvant
chemoradiotherapiert wurden, wurde bisher der pratherapeutische MSI-Status als
pradiktiver Marker flr den Therapieerfolg analysiert. Die Schlussfolgerung, die in dieser
Studie trotz eines kleinen Patientenkollektivs von 57 Patienten und davon 5 MSI-
Positiven getroffen wurde, war, dass MSI und der Verlust von MMR-Expression in
Rektumkarzinomen eine Verbesserung des Tumoransprechens unter neoadjuvanter
Chemoradiotherapie (CPT-11, 5-FU, Bestrahlung) bewirken kénnen (Charara et al.
2004).

Die Datenlage zur prognostischen Bedeutung des MSI-Status fir Rektumkarzinome

ist umstritten. Da Rektumkarzinome die kleinste Fraktion der MSI-positiven
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kolorektalen Karzinome darstellen, befassen sich nur wenige Studien gesondert mit
ihnen. Colombino et al. (2002) fanden in der ausschlief3lichen Betrachtung von
Rektumkarzinomen eine deutliche Prognoseverbesserung fir Patienten mit
mikrosatelliteninstabilen Tumoren, unabhangig davon, ob die Patienten adjuvant eine
Chemotherapie, eine Radiotherapie oder beides erhielten. Fir die Gesamtheit der
kolorektalen Karzinome sind die Forschungsergebnisse weiterhin uneindeutig, obwohl
die Frage nach der prognostischen Bedeutung des MSI-Status schon lange in der
Forschung thematisiert wird. Einige Arbeitsgruppen fanden eine verbesserte Prognose
(Aebi et al. 1997; Elsaleh et al. 2000; Hemminki et al. 2000; Sinicrope et al. 2006),
einige sehen die Prognose unbeeinflusst (Deschoolmeester et al. 2008; Meng et al.
2007; Emterling et al. 2004). Wieder andere verzeichnen anhand ihrer Ergebnisse
sogar eine Tendenz zu einer verschlechterten Prognose bei Patienten mit
mikrosatelliteninstabilen Tumoren (Hawn et al. 1995; Carethers et al. 1999; Samowitz
et al. 2009), v.a. durch verandertes Ansprechen auf Chemotherapie. Vor allem eine
Chemoresistenz von MSI-positiven kolorektalen Karzinomen gegeniber 5-FU wird
diskutiert und fiir ein moglicherweise verschlechtertes Uberleben des Patienten
verantwortlich gemacht (Jover et al. 2009; Sargent et al. 2010).

Trotz widersprichlicher Daten ist heute MSI als prognostischer Marker fir ein
verbessertes Uberleben bei kolorektalen Karzinomen anerkannt. Weitere
Studienauswertungen mit groRen Patientenkollektiven haben MSI als signifikanten

prognostischen Marker bestatigt (Roth et al. 2009).

1.5 Kolonkarzinome vs. Rektumkarzinome

In der Literatur werden Kolon- und Rektumkarzinome haufig als gemeinsame Entitat
diskutiert, es ergeben sich jedoch bei naherer Betrachtung einige Unterschiede, die
Relevanz fir die Untersuchung auf Mikrosatelliteninstabilitdt in Rektumkarzinomen
haben.

Viel seltener als in Kolonkarzinomen findet man in Rektumkarzinomen hohe
Instabilitditen in  Mikrosatelliten (27,2% in Kolonkarzinomen vs. 6,7% in
Rektumkarzinomen). Auch der Anteil an CpG-Island-Methylator-Phanotyp (CIMP+) ist
in  Rektumkarzinomen geringer (28% in Kolonkarzinomen vs. 3,4% in
Rektumkarzinomen). Wahrend KRAS-Mutationen in Kolon- und Rektumkarzinomen

nahezu gleich haufig vorkommen, sind BRAF-Mutationen im Rektum sehr selten im
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Gegensatz zum Vorkommen in Kolonkarzinomen (17% in Kolonkarzinomen vs. 0% in
Rektumkarzinomen). (Kalady et al. 2009)

Die Daten legen nahe, dass Methylierung in der Genese des Rektumkarzinoms eine
geringe Rolle spielt, da die Methylierung von MLH1 mit CIMP+ und BRAF-Mutationen
in Verbindung zu bringen ist (O'Brien et al. 2006).

Ein positiver MSI-Status ist dementsprechend im Rektumkarzinom fir die
Untersuchungen selten zu erwarten (1-7%) (Kalady et al. 2009). Liegt ein MSl-positiver
Status vor, ist eine sporadische Genese daflr unwahrscheinlicher, da MLH1-

Methylierungen, CIMP+ und BRAF-Mutationen seltener sind.

1.6 Fragestellung und Versuchsplanung

Kolonkarzinome und Rektumkarzinome werden haufig als gemeinsame Entitat
behandelt, da Diagnostik, Klassifikation und Therapie gleich sind. Eine Arbeitsgruppe
hat im Direktvergleich von Kolonkarzinomen vs. Rektumkarzinomen Unterschiede
herausgearbeitet (Kalady et al. 2009), die fur die Fragestellung und Planung dieser
Arbeit Bedeutung haben, da in den zugrunde liegenden Studien ausschlief3lich
Rektumkarzinome untersucht wurden.

MSI findet sich nur in 1-7% aller Rektumkarzinome (Kalady et al. 2009). Sein
Vorkommen kann verschiedene Ursachen haben und ist in sporadischen wie auch in
erblichen Tumoren mdglich. Tritt MSI auf, ist dies mdglicherweise ein Hinweis auf ein
HNPCC-Syndrom.

In der vorliegenden Arbeit soll der Fragestellung nachgegangen werden, ob vor dem
Hintergrund der Entwicklungen der Therapie des Rektumkarzinoms in den letzten
Jahrzehnten MSI ein geeigneter Pradiktor und Biomarker fir das Ansprechen auf

Chemoradiotherapie, fiir den Verlauf der Erkrankung und fiir das Uberleben ist.

Als Grundlage fir die Untersuchungen steht DNA-Material aus zwei grof} angelegten
Studien, der CAO/ARO/AIO-94-Studie, sowie der CAO/ARO/AIO-04-Studie zur
Verfligung (Abkirzungen stehen fur: Chirurgische Arbeitsgemeinschaft flir Onkologie/
Arbeitsgemeinschaft Radiologische Onkologie/ Arbeitsgemeinschaft Internistische
Onkologie). Die CAO/ARO/AIO-04-Studie fasst jeweils im Prif- und im Kontrollarm 600
Patienten. Mehrere Zentren sind in die Studie eingebunden. Angebunden an diese

klinische Studie ist eine, von der DFG gefdrderte, klinische Forschergruppe (KFO 179)
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mit 10 Teilprojekten, welche Daten zu den Studienpatienten sammeln und Uber
verschiedenste Fragestellungen forschen.

Um den neuen therapeutischen Bedingungen der zugrunde liegenden Studien
Rechnung zu tragen, wurden die Untersuchungen vergleichend sowohl an
Tumorgewebe aus pratherapeutisch enthommenen Biopsien, als auch an
Tumorgewebe aus Resektatmaterial nach neoadjuvanter Behandlung durchgefihrt.
Mdoglichst gute Vergleichbarkeit mit in der Vergangenheit durchgefihrten Studien Gber
MSI wurde durch eine Auswahl von funf Primern erzielt, welche in einer internationalen
Konferenz 1998 als Referenz-Primer festgelegt wurden (Boland et al. 1998). Durch

Referenz-Primer ist die Analyse auf MSI standardisiert worden.

In der Forschung finden sich bisher keine Publikationen zu der Fragestellung, ob eine
Untersuchung auf MSI vor oder nach neoadjuvanter Chemoradiotherapie stattfindet.
Ob das untersuchte DNA-Material aus Biopsie oder Resektat stammt, findet in Studien
zum Thema MSI-Analyse keine Erwahnung. Ein mdéglicher Grund ist, dass lange Zeit
eine adjuvante Behandlung des kolorektalen Karzinoms Standard war. Umso wichtiger
ist es vor dem neuen Hintergrund der neoadjuvanten Therapieform zu untersuchen, ob
alte Regeln noch ihre Gultigkeit besitzen. Folgende Fragestellungen sollen als Ziel

dieser Arbeit beantwortet werden konnen:

1. Hat die neoadjuvante Chemoradiotherapie einen Effekt auf den MSI-
Status?
2. Ist der MSI-Status als Biomarker und Pradiktor fiir das Uberleben und das

Ansprechen auf die Therapie geeignet?
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2. MATERIAL

2.1 Patientenkollektiv

Das auf Mikrosatelliteninstabilitat untersuchte Patientenkollektiv rekrutiert sich aus zwei
prospektiven Studien zum Rektumkarzinom, in denen Patienten praoperativ mit
Chemoradiotherapie behandelt wurden. Eingeschlossen sind Patienten mit lokal

fortgeschrittenem Karzinom des unteren und mittleren Rektumdrittels.

2.1.1 CAO/ARO/AIO-94-Studie

Das erste Kollektiv von Patienten, welches auf Mikrosatelliteninstabilitat untersucht
wurde, wurde im Rahmen der CAO/ARO/AIO-94-Studie behandelt. Bei der
CAO/ARO/AIO-94-Studie handelt es sich um die Vorlduferstudie fur die
CAO/ARO/AIO-04-Studie, die im Zeitraum zwischen 1995 und 2002 durchgeflihrt
wurde. Die Patienten erhielten eine praoperative Chemoradiotherapie mit 5-
Fluorouracil (5-FU), auf die die Operation folgte. Anschlieliend wurde postoperativ eine
weitere Chemotherapie mit 5-Fluorouracil angeschlossen. (Sauer et al. 2001)

Der therapeutisch erfolgreichste Arm der CAO/ARO/AIO-94-Studie wurde als
Kontrollarm fir die CAO/ARO/AIO-04-Studie gewahilt.

2.1.2 CAO/ARO/AIO-04-Studie

Die interdisziplinare Studie CAO/ARO/AIO-04 wird derzeit im Rahmen der Klinischen
Forschergruppe 179 an der Universitatsmedizin Goéttingen (UMG) durchgefihrt. Es
handelt sich um eine prospektiv randomisierte, multizentrische Phase-llI-Studie, die
Patienten einschlieft, welche am lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (UICC-
Stadium Il und |ll, entspricht T3/4 und/oder N+) erkrankt sind (Tab.l-2
Stadiengruppierung fur Kolon- und Rektumkarzinome nach UICC, S.9 unter 1.1.2).

Studienziele sind die Verldngerung des krankheitsfreien Uberlebens und
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Gesamtlberlebens, Senkung der Fernmetastasierungsrate, Erhéhung der
Lebensqualitat und Erhéhung der Rate an Sphinkter-erhaltenden Operationen.

Alle Studienpatienten wurden gemaly dem derzeitigen Kenntnisstand neoadjuvant
bestrahlt und erhielten eine Chemotherapie.

AnschlieBend erfolgte die Operation. Postoperativ erhielten alle Patienten wiederum
eine Chemotherapie.

Patienten, die dem experimentellen Arm der Studie zugewiesen wurden, erhielten eine
neoadjuvante und adjuvante Chemotherapie, bestehend aus 5-Fluorouracil plus
Oxaliplatin. Als Wirkverstarker wurde im experimentellen Arm aul3erdem Folinsaure
dazu gegeben. Diejenigen Patienten, die dem Kontroll-Arm zugewiesen wurden,
erhielten eine neoadjuvante und adjuvante Chemotherapie, welche lediglich 5-
Fluorouracil beinhaltet.

Beide Arme wurden mit der gleichen Strahlendosis (50,4 Gray) neoadjuvant behandelt
(vgl. nachfolgende Abb.lI-1).

Abb.lI-1 Behandlungsplan fir Patienten der CAO/ARO/AIO-04-Studie

KONTROLL-ARM:

Radiotherapie: ||I|I Il |||| Il | I”lusoal(;y
28 x 1.8 Gy .

Chemotherapie:
5-Fluorouracil [ — =
1000 mg/m3fd  d 1-5 d29-33
Dauerinfusion

1.45. RT-\Woche }

m— ] O O O

5-FU: 500 mgfm2/d als Bolus iiber
25 min. (Tag 1-85), Wiederholung
Tag 29, insgesamt 4 Kurse

1 2 3 4 5 &

EXPERIMENTELLER ARM:

Radiotherapie:

28 ¥ 1.8 Gy luuuuluuluul uululso.4ey

Chemotherapie:

§-Fluorouracil
250 mgimiid [ ] [ ]
Dauerinfusion d1-14 d22-35 ——

Folinssiure 400mgim?; 2h-Infusion
Oxaliplatin 100mg/m?; 2h-Infusion
5-FU Infusion 2400 mgfm?; 46h-Infusion

o [ 5-FU-Infusion her46 |

Z0—4H4>AMmMUVO

Oxaliplatin l l
50 mgim2/d
q 1 Clj8 dl22 dI29 ; Wiederholung d 15; insgesamt 8 Kurse

1 2 3 4 5 &

(Institut fir Medizininformatik, Biometrie und Epidemiologie Uni Erlangen, 2010)
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2.2 Material fiir die Methodenetablierung

Fur die Methodenetablierung wurde DNA von sieben Patienten verwendet, welche
weder der CAO/ARO/AIO-94-Studie noch der CAO/ARO/AIO-04-Studie zuzuordnen
sind, darunter ein MSI-H-Fall mit LOH.

2.3 Probenmaterial pratherapeutisch

Zur pratherapeutischen Untersuchung auf Mikrosatelliteninstabilitdt wurde DNA aus
Paraffin-fixierten Biopsien von 9 Patienten untersucht, die der CAO/ARO/AIO-94-
Studie (Sauer et al. 2001) zuzuordnen sind und Biopsiematerial von 56 Patienten,
welche in die CAO/ARO/AIO-04-Studie eingeschlossen sind.

2.3.1 Patientenkollektiv der pratherapeutischen Proben
2.3.1.1 CAO/ARO/AIO-94-Studie

Aus der CAO/ARO/AIO-94-Studie wurden insgesamt 9 Patienten pratherapeutisch auf

Mikrosatelliteninstabilitat untersucht.
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Abb.lI-2 Patientenkollektiv pratherapeutisch CAO/ARO/AIO-94-Studie

CAO/ARO/AIO-94

N w EaN
l| miy .

Anzahl der
Patienten

[ =
B

[ Il |  inl
30-39 4049 50-59 60-69 70-79 80-89

Alter [Jahre]

1

B Patientenkollektiv CAO/ARO/AIO-94 B Anteil mannlicher Patienten
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Tab.ll-1 Patientenkollektiv pratherapeutisch CAO/ARO/AIO-94-Studie

Alter Anzahl Patienten mannlich weiblich
30-39 1 1 0
40-49 1 0 1
50-59 2 2 0
60-69 4 2 2
70-79 1 0 1
80-89 0 0 0

2.3.1.2 CAO/ARO/AIO-04-Studie
Aus der CAO/ARO/AIO-04-Studie wurden insgesamt 56 Patienten pratherapeutisch auf

Mikrosatelliteninstabilitat untersucht.
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Abb.lI-3 Patientenkollektiv pratherapeutisch CAO/ARO/AIO-04-Studie
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B Anteil weiblicher Patienten

Tab.ll-2 Patientenkollektiv pratherapeutisch CAO/ARO/AIO-04-Studie

Alter Anzahl Patienten mannlich weiblich
30-39 1 1 0
40-49 2 1 1
50-59 12 10 2
60-69 18 14 4
70-79 14 7 7
80-89 9 8 1

2.4 Probenmaterial posttherapeutisch

Von 37, dem pratherapeutisch untersuchten Kollektiv —entsprechenden,
Rektumkarzinomresektat-Gewebeblocken nach neoadjuvanter Chemoradiotherapie
wurde aus der parallel stattfindenden immunhistochemischen Untersuchung (durch
Mitarbeiter des Teilprojektes 5 der KFO 179) eine Subgruppe von 7 Patienten auf MSI

untersucht. Diese 7 Patienten hatten sich immunhistochemisch auffallig gezeigt.
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2.5 Grundlagen der Analyse auf Mikrosatelliteninstabilitat

Fir die Analyse der Mikrosatellten wurden die vom National Cancer Institute
Workshop on Microsatellite Instability ausgesuchten Referenz-Primer gewahlt (Boland
et al. 1998), basierend auf der Arbeit von Dietmaier et al. (1997).

Die finf Mikrosatellitenmarker beziehen sich auf nicht-kodierende DNA-Sequenzen
und setzen sich aus zwei Markern fir mononukleotide Wiederholungseinheiten
(BAT25, BAT26) und drei Markern flr dinukleotide Wiederholungseinheiten zusammen
(D5S346, D2S123, D17S250). Sie besitzen die in der folgenden Tabelle aufgeflihrten
Charakteristika:
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6¢C

Chromosom . Basenpaar-
Name (Lokus) Repetitives Motiv . verbunden mit*> | Referenz
und Lokus groRe
Papadopoulos et
BAT25 4912 TTTT.T.TTTT.(T)7.A(T)2s ~90 c-kit
al. (1995)
Papadopoulos et
BAT26 2p (T)s.....(A)2s ~80-100 MSH2
al. (1995)
Spirio et al.
APC (D5S346) 5q21/22 (CA)z6 ~96-122 APC
(1991)
AFM093xh3 Weissenbach et
2p16 (CA)13TA(CA)5(TIG A); ~197-227 MSH2
(D2S123) al. (1992)
MFd15CA 17911.2-g12 (TA) (CA) 150 TP53 Weberetal.
(D178250) q11.2-q VAT 24 (1990)

' Punkte zeigen nichtrepetitive Nukleotide an

(Tabelle modifiziert entnommen aus: Dietmaier et al. 1997, S.4751)

Tab.llI-3 Charakteristika der verwendeten Primer

2 Gene, welche mit der Darmkrebsentstehung assoziiert sind




Nachfolgende Tabelle fuhrt alle Primersequenzen fiir Bestellung und Herstellung der

Primer auf:

Tab.ll-4 Sequenzen der verwendeten Primer

Name Richtung | Sequenz

BAT25 forward 5 —-TCG CCT CCAAGAATGTAAGT -3
BAT25 reverse 5 -TCT GCATTT TAACTATGG CTC-3%
BAT26 forward 5 -TGACTACTTTTGACT TCAGCC -3
BAT26 reverse 5 —AAC CATTCAACATTTTTAACCC -3
D5S346 forward 5- ACT CAATCT AGT GAT AAATCG GG -3’
D5S346 reverse 5 — AGC AGATAAGACAGT ATTACTAGTT-3
D2S123 forward 5 — GCT GGA AGT TCT GGC CAG - &
D2S123 reverse 5 -GACTTG GATACCATCTATC-3
D17S250 | forward 5 — CAT ACATAAACT TTC AAATGG -3
D17S250 | reverse 5 -TTACAG GCATGAGCCACTC-73

Alle Primer waren mit Fluoreszenz-Farbstoffen (5’) 5SFAM-up (BAT25, D2S123), Joe-up
(BAT26, D17S250) und NED (D5S346) fur die anschlieRende Analyse im Genescan®
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer markiert.

Die mononukleotiden Marker BAT25 und BAT26 weisen Langenanderungen im Sinne
von Instabilitdt in der Mehrheit der Tumoren auf, welche breitgefachert instabil sind
(MSI-H), jedoch seltener in Tumoren, die als MSI-L zu klassifizieren sind (Dietmaier et
al. 1997; Hoang et al. 1997). Die Marker BAT26 und D17S250 zeigen die hochste
Spezifitat fur MSI-H-Tumore (Dietmaier et al. 1997).

D5S346 und D2S123 zeigen eine hohe Sensitivitat sowohl flir MSI-H-Tumore, als auch
fur MSI-L-Tumore, weniger fir MSS-Tumore (Dietmaier et al. 1997).

Die Kombination der Referenzprimer ist in der Lage, vor allem Tumore zu identifizieren,
die Ausfélle in den beiden Mismatch-Repair-Genen MSH2 und MLH1 aufweisen, und
hat eine 100%-Sensitivitat und -Spezifitat fur MSI-H-Tumore (Dietmaier et al. 1997).
Nachfolgende Tabelle fUhrt auf, welche Materialien von welchem Hersteller bezogen

wurden:
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Tab.ll-5 Materialien und Hersteller

Polymerase Taq Platinum Invitrogen, Darmstadt

10X PCR Puffer ohne MgCl, Invitrogen, Darmstadt

50mM MgCl, Invitrogen, Darmstadt

Alle Primer Biometra, Gottingen

Nukleotide PeglLab, Erlangen

Gereinigtes Wasser Merck, Darmstadt

Formamid Applied Biosystems, Darmstadt
Langenstandard ROX 500 Applied Biosystems, Darmstadt

Fir die Amplifizierung wurde ein Thermocycler der Firma Analytik Jena (,Flexcycler®)
verwendet. Die DNA-Denaturierung wurde in einem DNA Thermal Cycler 480 der
Firma Perking Elmer vorgenommen. Die Analyse der Fluoreszenz-markierten PCR-
Produkte erfolgte in einem Genescan® ABI PRISM 310 Genetic Analyzer. Die
Mikrodissektion der posttherapeutischen Proben wurde mit einem PALM Microbeam

Laser Microdissecting Microscope von Carl Zeiss, Deutschland, durchgefuhrt.
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3. METHODEN

3.1 Methodenetablierung

Die eingesetzte DNA-Menge wurde in der Phase der Methodenetablierung von 1 bis
20ug variiert. Ab 10ug eingesetzter DNA-Menge war ein Verdinnen des PCR-
Produktes auf ca. 1:10 Anteilen mit gereinigtem Wasser nétig, bevor die Analyse am
Genescan® ABI PRISM 310 Genetic Analyzer durchgefiihrt werden konnte. Alle Peaks
hatten sonst auRerhalb der messbaren Peakhdhe gelegen.

Das Temperaturprogramm fir die PCR wurde ebenfalls variiert. Die initiale
Denaturierung der DNA wurde fir 94° und 95° getestet bei 2 Minuten und 10 Minuten.
Die zyklische Denaturierung wurde fur 93-95° bei 30 Sekunden und einer Minute
untersucht. Als Annealing-Temperatur wurden die vom Hersteller genannten 55°
gewahlt und der Zeitraum zwischen 30 Sekunden und einer Minute variiert. Als
zyklische Extensionszeit wurden eine Minute und 2 Minuten getestet.

30, 35 und 40 Zyklen wurden auf bestmdgliche Peakhéhen und Artefaktrate
untersucht. Nach anfanglichen Versuchen mit einer Polymerase TagGold wurde die
Polymerase TagPlatinum als fir die Analyse geeigneter befunden. Zur Vereinfachung
der Analyse und zur Verklirzung des Zeitaufwandes wurden die drei Primer BAT25,
BAT26 und D5S346 in einem gemeinsamen Mastermix fir die PCR angesetzt. Die
Primer D2S123 und D17S250 wurden einzeln amplifiziert.

Um neu aufgetretene Veranderungen im Tumorgewebe abgrenzen zu kénnen, wurde
bei jedem Patienten DNA aus gesundem Mukosagewebe mit DNA aus Tumorgewebe
vergleichend untersucht. Prd- und posttherapeutisches Probenmaterial wurde, in

Paraffinblocken eingelassen, konserviert.
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3.2 Durchfiihrung der Polymerase-Ketten-Reaktion

Die PCR wurde mit 20ul pro Ansatz durchgefihrt, die sich folgendermalen

zusammensetzten:

10X PCR Puffer ohne MgCl, 2l
50mM MgCl, 0,6pl
10mM dNTP 0,4l
Forward-Primer (0,1nmol/ul) 0,2ul
Reverse-Primer (0,1nmol/ul) 0,2ul
Taq Platinum 0,3ul

Zum Mastermix wurden 5ng/pl Patienten-DNA zugesetzt und das verbleibende
Volumen bis 20ul mit gereinigtem Wasser aufgefiillt.

Es wurden folgende Werte fir die Amplifizierung im Thermal Cycler gewahlt: Erhitzen
auf 94°C flr 2 Minuten fur die Aktivierung der Polymerase; anschlieRend 40 Zyklen mit
94°C fir 30 Sekunden, 55°C fir 30 Sekunden und 72°C fur 1 Minute. Anschlie3end
wurden die Proben fur 10 Minuten auf 72°C erhitzt und zuletzt fir die Erhaltung der
DNA auf 4°C heruntergekuhlt.

3.3 Analyse des PCR-Produktes

Fir die Analyse Genescan® ABI PRISM 310 Genetic Analyzer wurde ein Ansatz aus
14yl hergestellt, der 1pl des amplifizierten Ansatzes, 12,5yl Formamid und 0,5l
Langenstandard ROX 500 enthielt. Der Ansatz wurde bei 94°C fir 3 Minuten in einem
DNA Thermal Cycler 480 erhitzt, um die DNA zu denaturieren. Im Anschluss wurde der
Ansatz flr weitere 3 Minuten auf Eis gestellt, um die Einzelstrange zu erhalten und
erneutes Aneinanderlagern zu verhindern. Die auf diese Weise vorbereiteten
Fluoreszenz-makierten PCR-Produkte wurden hernach in einem Genescan® ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer analysiert.
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3.4 Lasermikrodissektion

In  Kooperation mit der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn,
Universitatsklinikum, Abteilung Pathologie, wurde fir die Analyse von
posttherapeutischem Probenmaterial die Methode der Laser Mikrodissektion
angewendet, da die Tumorzellen durch die Therapie teilweise stark dezimiert waren.
Hierzu wurden Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Schnitte von luminalem Tumor, von
Tumor der Invasionsfront und von normalem Gewebe HE-gefarbt. Mit einem PALM
Microbeam Laser Microdissecting Microscope (Carl Zeiss, Germany) wurden einzelne
Zellen mikrodisseziert. Die Laser-Mikrodissektion ermdglicht ein Herausldsen einzelner
Tumorzellen aus Geweben, die durch Chemoradiotherapie und dadurch bedingtem
Downstaging nur noch wenige Tumorzellen enthalten. Auf diese Weise konnte speziell
DNA aus Tumorzellen gewonnen werden, was die Sensitivitdt der Methode erhdht
(Giuffre et al. 2005). Heterogenitat des Gewebes konnte somit ebenfalls berticksichtigt

und falsch-negative Falle nahezu ausgeschlossen werden (Miller et al. 2004b).

Parallel zur Untersuchung auf MSI wurde im Rahmen des Teilprojektes 5 der
Klinischen Forschergruppe 179 die bereits erwahnte immunhistochemische Analyse
durchgefiihrt, welche die Mismatch-Repair-Proteinexpression in pra- und
posttherapeutischen Proben von MSH2, MSH6, MLH1 und PMS2 ermittelte. Die
genauen Ergebnisse dieser Untersuchung sind Gegenstand der Dissertationsarbeit

von Herrn Lennard Loweg.

3.5 Ergebnissicherung und Interpretation der Ergebnisse

Bei nicht erfolgreichen Amplifizierungen, oder wenn die vom Genescan® Analyzer
gemessene Peakhdhe weniger als 400 Fluoreszenzeinheiten betrug, wurde die PCR
fur die betroffenen Proben wiederholt. Jeder wahre Mikrosatelliten-Peak sollte von
Stutterpeaks mit geringerer Intensitdt umgeben sein, welche im Verlauf der
Amplifizierung entstehen. Bei zu kleinen Peaks wurde im weiteren Durchlauf mehr
DNA eingesetzt (bis zu 20ug), um ein besseres Ergebnis zu erzielen.

Auffallige oder uneindeutige Befunde wurden ebenfalls wiederholt, um
Verunreinigungen, Pipettierfehler oder Ahnliches als Ursache fiir die Verdnderung

auszuschliefRen. Eine Positivkontrolle mit DNA eines Rektumkarzinoms, welches keiner

34



Studie zugeordnet war, und eine Negativkontrolle ohne DNA wurden bei jedem Lauf

mit eingesetzt.

Zeigte das Tumorgewebe verglichen mit Keimbahngewebe im Amplifikat neue ,wahre*
Peaks, so wurde dieser Genort als mikrosatelliteninstabil definiert. Einzelne Peaks
ohne Stutterpeaks wurden als nicht-spezifisch betrachtet und unbeachtet gelassen.
Stutterpeaks wurden folglich als Ausdruck einer Amplifizierung eines repetitiven
Elements innerhalb des Primersets angesehen. Trotz Mikrodissektion ist ein geringer
Grad der Verunreinigung der Tumor-DNA mit DNA aus normalem Gewebe nicht zu
vermeiden, so dass im Tumorgewebe neben der Mutation auch die Keimbahn-
Basenpaarlange abgebildet sein sollte. Fir alle Primer mussten flr eine jeweilige
Probe alle oben genannten Kriterien erflillt sein, um den Grad der Instabilitat (MSI-H,
MSI-L oder MSS) sicher feststellen zu kénnen.

Die Interpretation der Ergebnisse erfolgte gemall den International gquidelines for
evaluation on MSI in colorectal cancer (Boland et al. 1998) fir die finf Referenz-

Marker:

Tab.lll-1 Interpretation des Grades an Instabilitat
Anzahl der Marker, die Instabilitat,

bzw. Ldngenanderungen anzeigen

Interpretation

>2 MSI-H
1 MSI-L
0 MSS oder MSI-L’

' Die genaue Unterscheidung zwischen MSS oder MSI-L ist nur méglich, wenn mehr

als funf Marker untersucht wurden.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Eigene Erfahrungen mit der Untersuchung der Mikrosatelliten

In der Methodenetablierung der MSI-Analyse stellte sich heraus, dass oftmals DNA-
Mengen von 5ug oder weniger ausreichend waren, um mit einer relativ hohen
Zykluszahl von 40 Zyklen gute Ergebnisse zu erzielen. Das Ergebnis war sogar besser,
als mit gréReren DNA-Mengen und kleineren Zykluszahlen. Es zeigten sich weniger
Artefakte und die Peakhéhe Uberschritt seltener den méglichen abzubildenden Bereich
in der graphischen Darstellung. Durch die hohe Zykluszahl produzierte falsch-positive
Ergebnisse wurden durch Vergleich mit der Positivkontrolle ausgeschlossen.

Die Tatsache, dass nur wenige pg DNA benétigt wurde war sehr von Vorteil in der
Analyse der posttherapeutischen Proben. Durch das ,Downstaging® des Tumors mittels
Chemoradiotherapie waren nur sehr kleine DNA-Mengen zu gewinnen, da nur noch
wenige Tumorzellen im Resektat-Gewebe Ubrig geblieben waren.

Der Primer D2S123 erwies sich in der Etablierungsphase als der Schwierigste. Haufig
waren keinerlei Peaks in der graphischen Darstellung sichtbar, wenn die Ubrigen
Primer Peaks zeigten. Gute Ergebnisse konnten erst erzielt werden, als die
Polymerase von Taq Gold zu Taq Platinum gewechselt wurde. Nach der Umstellung
von Taq Gold auf Taq Platinum verlief die Analyse komplikationslos. Einige Proben
mussten wiederholt amplifiziert und analysiert werden, weil keine Peaks vorhanden
waren, oder die Peaks zu klein waren. Die Analysen mit den Primern BAT25, BAT26
und D5S346 mussten selten wiederholt werden, mit dem Primer D2S123 in ca. 10%
der Falle, mit dem Primer D17S250 in ca. 4% der Falle.

Die Primer D2S123 und D17S250 wurden einzeln amplifiziert, da sie sich in
Mischungen als sehr Artefakt-anfallig zeigten. Die Primer BAT25, BAT26 und D5S346

konnten in einem Mastermix amplifiziert werden.
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Bestmdgliche Ergebnisse wurden erzielt mit folgender Zusammensetzung des

Mastermixes:

10X PCR Puffer ohne MgCl, 2l

50mM MgCl, 0,6ul
10mM dNTP 0,4l
Forward-Primer (0,1nmol/ul) 0,2ul
Reverse-Primer (0,1nmol/ul) 0,2ul
Taq Platinum 0,3ul

Bestmogliche Ergebnisse wurden erzielt mit folgendem Temperaturprogramm:
Erhitzen auf 94°C fir 2 Minuten,
40 Zyklen mit 94°C fir 30 Sekunden,
55°C fur 30 Sekunden,
72°C fir 1 Minute,
Erhitzen auf 72°C fir 10 Minuten,
Gekuhlt halten bei 4°C.

4.2 Ergebnisse pratherapeutisch

Von insgesamt 65 pratherapeutisch untersuchten Proben zeigten sich in 6 Fallen ein
loss of heterozygosity (LOH). In einem Fall wurde MSI gefunden: MSI-L, da die
Instabilitéat nur in einem Marker zu finden war, im Marker Mfd15CA (D17S250). MSI-H
wurde bei keinem Patienten gefunden. Beim selben Patienten, der im Marker Mfd15CA
(D17S250) instabil war, wurde LOH im Marker APC (D5S346) gefunden.
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Tab.IV-1 Ergebnisse pratherapeutisch CAO/ARO/AIO-94-Studie und CAO/ARO/AIO-
04-Studie

Name (Lokus) Félle LOH Falle MSI-L Félle MSI-H
BAT25 0 0 0
BAT26 0 0 0
APC (D5S346) 3 0 0
AFM093xh3 (D2S123) 3 0 0
Mfd15CA (D17S250) 0 1 0

Zu nachfolgenden Abb.IV 1-4

Nachfolgende Graphiken zeigen Beispiele fur alle verwendeten Primer und Beispiele
fur LOH und MSI an. Die x-Achse einspricht der Basenpaargrofie, die y-Achse den
Fluoreszenzeinheiten. Graue Peaks zeigen Mikrosatelliten des Normalgewebes, rote
Peaks zeigen Mikrosatelliten des Tumorgewebes. Die zwei hdchsten Peaks stellen die
Allele dar, die umgebenden Peaks sind Stutterpeaks. Graue Peaks ohne Uberlagerung
von roten Peaks bedeuten den Verlust eines Allels im Tumorgewebe (LOH).
Zusétzliche rote Peaks ohne Uberlagerung von grauen Peaks mit Héhendifferenzen

zwischen grauen und roten Peaks zeigen Mikrosatelliteninstabilitat.

38



{(SSIN) 92 1vd Pun {(SSW) 6Z1v¥4d J1ewld L-Al'day

92 1vd 19tulld

003
0021
o001

T 00#2

ol

ook

SZ1vwg 19uild

050}
0012
051€
00zp

0z L

39



{(HOT pun SSW) DY J1ewild Z-Al'dady

{(9t€S50) DdV 18wilid Wl HOT

02

!
0912
08&e

{otr£S5A) DAV 18wld

0z L

40



(HOT PUn SSIA) SUXEB0NLY J8Wld g-Al'aaY

(€21 S2A) SUXEBONLY 1owd Wi HOT

i 0
"00E
009
006
Q02 L
00S1
P08 L

ozl ook

(€2 152A) CUXEBOINLY 1ewLd

0zl 0ol

41



(ISIN PUN SSIAD OS5 LRI 18wl Al ddY

(0SZ2S21Q) ¥O5 LPHA 18wild wl SN

006
L0081
0042
DO2E
00s¥
00rSs
00£9
002

oLk ool

{0S2S 21 Q) VOO LRI 18wLd

= O

1

—

T oOos 1
O0L2
onSt
oOo+S

42



4.3 Ergebnisse posttherapeutisch

Aus den 37 immunhistochemisch durch ausgepragte Reduktion von MSH6 auffalligen
posttherapeutischen Fallen waren 7 fur die MSI-Analyse ausgewahlt worden
(immunhistochemische Analyse durch Mitarbeiter des Teilprojektes 5 der KFO 179).
Diese wiesen noch genigend residuelles Tumorgewebe nach erfolgter
Chemoradiotherapie auf, um die Untersuchung durchfiihren zu kdénnen. Sowohl
superfizial gelegenes  Tumorgewebe, wie auch Gewebe des tiefen
Tumorinvasionsrandes wurden mit Normalgewebe verglichen.

Von diesen 7 Fallen zeigten 2 einen MSI-L-Phanotyp mit DNA-Veranderungen in
einem von den flnf getesteten Loci fur MSI. Bei den betroffenen Markern handelte es
sich um Mfd15CA (D17S250) und BAT25. In einem Fall stieg der Grad der
Veranderung mit der Invasionstiefe des Tumors, was in der Immunhistochemie parallel
als Reduktion von MSH6 auffiel.

MSI-L zeigte somit eine erhdhte Frequenz nach Chemoradiotherapie und war mit

zunehmender Invasionstiefe des Tumors ausgepragter.
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Zu Abb.IV-5

Mikrosatelliteninstabilitdt und mRNA-Expression an der tiefen Invasionsfront nach
neoadjuvanter Chemoradiotherapie. (Die mMRNA-Expressionsanalyse ist ebenfalls von
Mitarbeitern des Teilprojektes 5 der KFO 179 durchgefihrt worden.)

A & B: In zwei Karzinomen werden DNA-Veranderungen mit neuen Peaks im Primer
MfD15 und im Primer BAT25 sichtbar. Die Starke der DNA-Veranderungen nimmt mit
der Tiefe der Tumorinvasion zu.

A: Der Pfeil zeigt die DNA-Veranderungen des Tumors an, der Kreis zeigt loss of
heterozygositiy (LOH) im APC-Primer.

B: Die obere griine Kurve zeigt normale DNA, die mittlere griine Kurve zeigt eine DNA-
Analyse aus superfizial gelegenen Tumorzellen. Die untere griine Kurve zeigt DNA von
der tiefen Infiltration des Gewebes durch den Tumor.

C: Dargestellt ist der Vergleich der MSH6-mRNA-Expression an der tiefen
Invasionsfront des Tumors im Gegensatz zur Expression in oberflachlich gelegenen
Tumorzellen. Die Expression der MSH6-mRNA zeigte sich an der tiefen Invasionsfront

um bis zu 45% reduziert. Die Datenerhebung erfolgte mittels RT-PCR.

(Anmerkung: Eine Verdffentlichung der Abb.IV-5 und der Ergebnisse des Teilprojektes
5 der KFO 179 befindet sich in Vorbereitung und wird voraussichtlich von Spitzner et
al. unter dem Titel ,Acquired mismatch repair deficiency after neoadjuvant treatment of

rectal cancer.” erscheinen.)
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5. DISKUSSION

5.1 Bezugnahme zur Eingangsfragestellung, Ergebnisse und ableitbare Thesen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fragestellung nachgegangen, ob die
neoadjuvante Chemoradiotherapie einen Effekt auf den MSI-Status auslbt. Des
Weiteren wurde hinterfragt, ob vor dem Hintergrund der Entwicklungen in der Therapie
des Rektumkarzinoms MSI ein geeigneter Pradiktor und Biomarker fir das
Ansprechen auf Chemoradiotherapie, fir den Verlauf der Erkrankung und fir das

Uberleben sei.

Unter der Voraussetzung, dass die neoadjuvante Therapie von Rektumkarzinomen in
den letzten Jahrzehnten immens an Bedeutung gewonnen und das ausschlieflich
adjuvante Therapiekonzept abgeldst hat, sollen die Zielfragen dieser Arbeit nun eine

Antwort finden:

1. Hat die neoadjuvante Chemoradiotherapie einen Effekt auf den MSI-
Status?

Interessanterweise konnte ein Effekt der Chemoradiotherapie auf die Mikrosatelliten
der Tumor-DNA festgestellt werden: Rektumkarzinome zeigen eine erhéhte Frequenz
an MSI-L nach neoadjuvanter Chemoradiotherapie.

Von 7 beispielhaft ausgewahlten posttherapeutischen Proben zeigten 2 einen MSI-L-
Phéanotyp (einer von 5 Markern positiv auf MSI getestet). Dieser MSI-L-Phanotyp war
pratherapeutisch nicht nachweisbar gewesen. DNA-Veranderungen zeigten einmal der
Marker MfD15 (D17S250) und einmal der Marker BAT25. In einem Fall war mit
zunehmender Infiltrationstiefe des Tumors eine Zunahme der Veranderungen in den
Mikrosatelliten zu beobachten.

In der parallel durch Mitarbeiter des Teilprojektes 5 der KFO 179 durchgeflihrten
immunhistochemischen Untersuchung fiel eine Reduktion von MSH2 und MSH6 auf.
MLH1 und PMS2 zeigten sich unverandert. Die starkste Reduktion zeigte aber MSH6.
Eine Korrelation von reduzierter Expression des MMR-Gens und der Tiefe der

Invasionsfront konnte hergestellt werden. Dies fiel vor allem bei MSH6 auf. MSH6
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schien an der tiefen Invasionsfront gar nicht mehr exprimiert zu werden. Da die 2
Patienten, die posttherapeutisch MSI-L aufwiesen, pratherapeutisch keine Instabilitaten
zeigten, lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass der posttherapeutische MSI-L-
Phanotyp aufgrund einer ausgepragten Reduktion der MSH6-Expression entstanden
ist. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die reduzierte MSH6-Expression im
Rektumkarzinom wiederum durch neoadjuvante Chemoradiotherapie induziert worden

ist.

2, Ist der MSI-Status als Biomarker und Prédiktor fiir das Uberleben und das
Ansprechen auf die Therapie geeignet?

MSI ist fir kolorektale Karzinome als prognostisch guinstiger Marker anerkannt. Es
wurde beobachtet, dass durch neoadjuvante Chemoradiotherapie ein MSI-L-Phanotyp
induziert werden kann. Die Eignung als Biomarker fir das Uberleben muss unter
neuen Gesichtspunkten betrachtet werden und kann an dieser Stelle keine eindeutige
Beantwortung finden, da die Entdeckung eines Chemoradiotherapie-induzierten MSI-
L-Phanotyps wiederum zu viele neue Fragen aufwirft.

MSI entsteht in den meisten Fallen sporadisch und bedeutet einen Uberlebensvorteil
fir den Patienten. Nun stellt sich die Frage, ob dies auch fur Karzinome gilt, welche
eine Instabilitdt in den Mikrosatelliten erst durch die Therapie erhalten. Kénnte dies
eine zusatzliche Prognoseverbesserung bedeuten? Dem entgegen spricht die
Tatsache, dass es sich um MSI-L handelt und nicht um MSI-H. Denn die meisten
Studien, die eine Prognoseverbesserung fanden, untersuchten Patienten mit MSI-H
(Sinicrope et al. 2006; Roth et al. 2009). Das Ergebnis der hier vorliegenden
Untersuchung war, dass MSI-L ohnehin in Rektumkarzinomen sehr selten auftritt
(1,5%). In jedem Fall wird also nur eine sehr kleine Subgruppe der
Rektumkarzinompatienten betroffen sein, was die Forschung zum Thema MSI als
Biomarker flr das Uberleben erschwert.

Auch bleibt die Frage unbeantwortet, zu welchem Zeitpunkt in der Karzinogenese eine
Defizienz des MMR-Systems entstehen muss, um fir den Patienten einen
Uberlebensvorteil auszumachen. Wirkt sich eine friih spontan in der Karzinogenese
entstandene Mikrosatelliteninstabilitat anders auf das Karzinom aus als eine Therapie-
induzierte Instabilitdat? Sehr viele Fragen missen offen bleiben und kénnen als

Grundlage fir sich anschiefiende Forschung verstanden werden. Gezeigt hat sich,
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dass der MSI-Status durch auRere Faktoren beeinflussbar ist. Ein Riickschluss auf die

Prognose sollte mit Vorsicht gezogen werden.

Eine Eignung von MSI als Pradiktor fur eine mégliche Chemoresistenz gegen 5-FU
zeichnet sich aus den vorliegenden Ergebnissen der CAO/ARO/AIO-04-Studie ab. Die
Ursache der Instabilitdt der Mikrosatelliten ist die MMR-Defizienz, in diesem Fall
wurde besonders MSH6 als defizient beobachtet. In 31 Fallen neoadjuvant
behandelter Patienten der CAO/ARO/AIO-04-Studie konnte bereits ein Vergleich
zwischen Uberleben und veranderter Expression von MSH6 an der tiefen
Infiltrationsfront des Tumors gezogen werden. Tumore mit reduzierter Expression von
MSH6 (20 Falle mit einer Expression unter 40% des Normalen) verursachten ein
verkirztes rezidivfreies Uberleben. Patienten mit verminderter MSH6-Expression
hatten in 46% ein rezidivfreies Uberleben Uber einen Zeitraum von 54 Monaten.
Patienten mit unveranderter MSHG6-Expression hatten in 63% ein rezidivfreies
Uberleben tber 54 Monate.

Der Tumorregressionsgrad zeigte ebenfalls Unterschiede. Patienten mit verminderter
MSH6-Expression erreichten in 30% der Falle eine Tumorregression Grad lll.
Patienten mit unveranderter MSH6-Expression erreichten in 46% der Falle eine
Tumorregression Grad II.

Diese Daten lassen keinen direkten Rickschluss zu, ob ein verkirztes rezidivfreies
Uberleben und eine weniger starke Tumorregression bei Patienten mit verminderter
MMR-Expressivitat tatsachlich auf eine Chemoresistenz gegen 5-FU zurtickzufiihren
sind. Eine Verbindung erscheint aber moglich, da fir MMR-defiziente Patienten ein
schlechteres Ansprechen auf 5-FU vorbeschrieben ist (Jover et al. 2009; Sargent et al.
2010). Ebenfalls wurde bei Patienten mit Mammakarzinomen beobachtet, dass nach
neoadjuvanter Chemotherapie mit Cyclophosphamid, Adriamycin und 5-FU die
Anfarbbarkeit der Gewebeschnitte fur MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 deutlich
reduziert war gegenlber den pratherapeutischen Schnitten (Chintamani et al. 2007).
Die vorliegenden Daten legen nahe, dass der neue Mechanismus einer Therapie-
induzierten MMR-Defizienz in Zukunft als Marker flr eine Prognose wesentlich an
Bedeutung gewinnen kann. Auch sind Auswirkungen auf das Therapiekonzept fir
diese Patienten méglich, z.B. in Form einer verstarkten adjuvanten Behandlung oder

einer Subgruppen-spezifischen Auswahl der verabreichten Chemotherapeutika.
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Aus den Ergebnissen der Untersuchung von Mikrosatelliten an DNA aus
Rektumkarzinomen vor und nach neoadjuvanter Chemoradiotherapie lassen sich

folgende Thesen ableiten:

1. MSI-H ist in Rektumkarzinomen selten zu beobachten.
2. Rektumkarzinome zeigen eine erhdohte MSI-L-Frequenz nach

neoadjuvanter Chemoradiotherapie.

5.2 Methode zur MSI-Analyse

Die Grundlage aller Ergebnisse und ihrer Interpretation ist die Methode, mit der man
die Ergebnisse gewonnen hat. Die vorliegenden Daten haben gezeigt, dass dullerste
Sorgfalt nétig ist, um in der MSI-Analyse zu sicheren Ergebnissen zu kommen. Das
durch neoadjuvante Therapie erzielte Downstaging der Tumore stellt neue
Anforderungen an die Analyse der Mikrosatelliten.

Untersuchungen von Giuffré et al. (2005) an Adenomen des Kolorektums zeigten,
dass die Ergebnisse einer MSI-Analyse davon abhangig sind, ob Lasermikrodissektion
zur DNA-Gewinnung verwendet wird oder die DNA unter makroskopischer Kontrolle
aus dem Tumor heraus prapariert wird. Das immunhistochemische Expressionsmuster
der MMR-Proteine zeigte groRere Ubereinstimmung mit dem MSI-Status, wenn als
Methode zur DNA-Gewinnung die Lasermikrodissektion angewendet wurde.
Aullerdem ergab sich eine Umverteilung der MSI-H- und MSI-L-Félle je nach
Methode. Dieselben Gewebeproben ergaben bei makroskopisch gewonnener Tumor-
DNA eine Verteilung von 50% MSI-H-Fallen (9 von 18) vs. 11,1% MSI-L (2 von 18).
Nach Lasermikrodissektion ergab sich eine Verteilung von 83,3% MSI-H (15 von 18)
vs. 5,6% MSI-L (1 von 18). (Giuffré et al. 2005)

Die Arbeit Uber Adenome zeigt, dass nicht nur die Frage, ob ein Tumor MSI- positiv ist
oder nicht, davon abhangt, welche Methode zur DNA-Gewinnung verwendet wurde.
Auch eine Ausdifferenzierung des MSI-Status in MSI-H oder MSI-L wird davon
beeinflusst.

Fir die Mikrosatellitenanalyse im Rektumkarzinom nach neoadjuvanter
Chemoradiotherapie geht es bisher im Wesentlichen darum, Uberhaupt noch
Tumorzellen zu finden, die einer Untersuchung unterzogen werden kdnnen. Das

vorbehandelte Gewebe weist nur noch sehr wenige Tumorzellen auf, die durch eine
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HE-Farbung sichtbar gemacht werden muissen. Die Untersuchungen an Adenomen
haben gezeigt, dass unter Lasermikrodissektion mehr MSI-H- und weniger MSI-L-
Falle gefunden wurden. Bezogen auf meine Ergebnisse heil3t das, dass die MSI-L-
Falle, die sich, durch die Therapie induziert, manifestiert haben, mit grof3er
Wahrscheinlichkeit tatsachlich MSI-L-Falle sind. Allerdings ist unter diesen
Voraussetzungen die Vergleichbarkeit der posttherapeutischen Proben mit
pratherapeutischem Probenmaterial eingeschrankt zZu bewerten. Alle
pratherapeutischen Proben wurden durch makroskopische Kontrolle gewonnen. Nur
eine Probe zeigte pratherapeutisch einen MSI-L-Phanotyp. Mdglicherweise hatten sich
unter Lasermikrodissektion noch weitere Proben gefunden, die einen MSI-L-Phanotyp
aufgewiesen hatten. Durch Lasermikrodissektion besteht die gewonnene DNA
zuverlassiger nur aus Tumor-DNA mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit von

Verunreinigungen mit DNA aus Normalgewebe.

Lasermikrodissektion als Methode um unterschiedliche Schichten eines
Tumorgewebes getrennt voneinander untersuchen zu kénnen, wurde bereits an
unterschiedlichen Karzinomtypen getestet, z. B. an Mammakarzinomen und malignen
Melanomen (Zhu et al. 2003; Roesch et al. 2003). Die Methode erwies sich als
geeignet, um unterschiedliche Genexpressionen im Zentrum und in der Peripherie
eines Tumors darzustellen. Oku et al. (2008) untersuchten im kolorektalen Karzinom
unterschiedliche Genexpressionen, die zu einer Dedifferenzierung von Tumorzellen
fuhrten und verglichen superfizial gelegenes mit Tumorgewebe der Invasionsfront.
Lasermikrodissektion der Tumorzellen wurde auch hier erfolgreich eingesetzt.

Lasermikrodissektion als Mittel zur Differenzierung zwischen Zellen unterschiedlicher
Tumorschichten ist bereits mehrfach erfolgreich eingesetzt worden. Dies unterstitzt
die Sicherheit der vorliegenden Ergebnisse, da sich in der Immunhistochemie
unterschiedliche Expressionsmuster der MMR-Gene zeigten, je nachdem, ob die

Tumorzellen superfizial oder an der tiefen Invasionsfront gelegen waren.

Die Marker fir die PCR wurden gemal den Richtlinien flir die HNPCC-Diagnostik
ausgesucht (Boland et al. 1998). Diese Kombination aus Referenzprimern detektiert
vor allem Tumore, welche Ausféalle in MLH1 und MSH2 aufweisen (Dietmaier et al.
1997). Da dies die haufigsten mutierten HNPCC-auslésenden MMR-Gene sind, ist das
Panel sinnvoll ausgewahlt. Die Sensitivitat und Spezifitat fir MSI-H-Tumore betragt

bei den funf Referezprimern 100% (Dietmaier et al. 1997).
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Fir zukinftige Untersuchungen zum MSI-Status an pra- und posttherapeutisch
gewonnenen Proben, ware es zweckdienlich ein Panel von Primern auszuwahlen, das
Ausfalle von MSHG6 besser identifizieren kann und eine hohe Sensitivitat und Spezifitat
fur MSI-L-Tumore hat. In den posttherapeutischen Ergebnissen zeigte sich, dass die
MSI-L-Phanotypen in den Markern D17S250 und BAT25 vorlagen. Da beide Marker
eher hohe Sensitivitat und Spezifitat fir MSI-H-Tumore haben, widerspricht dieses
Ergebnis eher der Annahme, dass das Referenz-Panel weniger geeignet ist um MSI-

L-Tumore zu identifizieren. In diesem Punkt besteht weiterhin Forschungsbedarf.

5.3 Haufigkeit von MSI-H in Rektumkarzinomen

MSI-L wurde von 65 pratherapeutisch untersuchten Proben nur in einem Fall gefunden,
was einem Gesamtanteil von 1,5% entspricht. Der MSI-L Fall war im Marker D17S250
zu beobachten. MSI-H wurde bei keinem Patienten beobachtet.

Meine Untersuchungen an pratherapeutischen Proben haben Ergebnisse gezeigt, die
mit bisherigen Beobachtungen in der Forschung ubereinstimmen. MSI tritt in
Rektumkarzinomen nur in 1-7% der Falle auf, wie vorausgegangene Studien
bestatigen (Kalady et al. 2009; Hoogerbrugge et al. 2003; Fernebro et al. 2002; Nilbert
et al. 1999).

Kalady et al. (2009) untersuchten DNA von 357 Patienten, von denen 268 ein
Kolonkarzinom und 89 ein Rektumkarzinom hatten. Insgesamt wiesen 22,1% aller
kolorektalen Karzinome MSI-H auf. Den weitaus groReren Anteil dabei stellten aber die
Kolonkarzinome, von denen insgesamt 27,2% (73 Patienten) MSI-H zeigten. Von den
73 MSI-H-Fallen entfielen 21 auf Patienten mit Verdacht auf HNPCC-Syndrom, was
einen Anteil von 28,8% ausmacht.

Von allen Rektumkarzinomen war in lediglich 6,7% (6 Patienten) MSI-H zu finden.
Zudem lag bei allen 6 Patienten der starke Verdacht auf ein HNPCC-Syndrom vor.

Man kann somit schlussfolgern, dass sporadisch entstandene MSI-H in
Rektumkarzinomen vermutlich sehr selten zu beobachten ist. Findet sich in
Rektumkarzinomen ein MSI-H-Fall, ist im Umkehrschluss die Wahrscheinlichkeit
groller, dass es sich ursachlich um ein HNPCC-Syndrom handeln koénnte, als in
Kolonkarzinomen mit MSI-H-Status.

MSI-H hat, wie dieses Ergebnis =zeigt, eine sehr geringe Bedeutung in

Rektumkarzinomen.
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5.4 Phanotyp MSI-L und LOH

Der pratherapeutische Fall, welcher MSI-L aufwies, zeigte sich im Marker D17S250.
Dieser Marker ist in vorangegangenen Untersuchungen schon mehrfach bei
sporadischen MMR-Veranderungen auffallig gewesen (Angaben mundlich nach Prof.
Dr. J. Ruschoff).

MSI-L wurde bereits in unterschiedlichen Tumorentitdten beobachtet und zeigt bei
kolorektalen Karzinomen dieselben molekularen Merkmale, wie Mikrosatelliten-stabile
Tumore (Dietmaier et al. 1997; Laiho et al. 2002; Halford et al. 2003).

In einer Studie von Laiho et al. (2002) wurde geprift, ob das Panel aus den flnf
Referenz-Primern sensitiv fir MSI-L Falle ist. Laiho et al. (2002) untersuchten 90
Gewebeproben kolorektaler Karzinome. Diese 90 Falle waren zuvor aus einer Gruppe
von 1044 Fallen ausgewahlt worden. Sie hatten sich dadurch ausgezeichnet, dass alle
90 Falle im Marker BAT26 stabil gewesen waren. Der mononukleotide Marker BAT26
zeigt von den funf Referenz-Primern die héchste Spezifitat fur MSI-H-Falle (Dietmaier
et al. 1997). Diese so ausgewahlten Falle wurden in 377 weiteren Markern untersucht
mit der Zielsetzung, die Rate an MSI-L-Tumoren in einem groRen Panel zu bestimmen
und mit anderen Genveranderungen zu korrelieren. In 79% der Falle wurde
Mikrosatelliteninstabilitat entdeckt, die Zahl der veranderten Genorte variierte
zwischen 1-11. Die initiale Untersuchung mit den finf Bethesda-Referenzprimern
hatte in 7% Mikrosatelliteninstabilitdt gezeigt. Auch war auffallig, dass nur dinukleotide
Marker instabil waren. Als signifikant wurde beobachtet, dass mit ansteigendem
Patientenalter die Rate an MSI zunahm. Betreffend der Rate an KRAS-Mutationen,
Promotor-Hypermethylierung und LOH konnte kein Unterschied zwischen MSI-L- und
MSS-Fallen festgestellt werden.

Bezlglich der Haufigkeit von KRAS-Mutationen in MSI-L-Tumoren und MSS-Tumoren
sind die Forschungsergebnisse sehr unterschiedlich. Eine Arbeitsgruppe beobachtete,
dass MSI-L-Falle haufiger KRAS-Mutationen aufweisen, als MSS-Falle (50% vs. 30%)
(Konishi et al. 1996). Auch eine identische Haufigkeit in MSI-L- und MSS-Tumoren
wurde beobachtet (Ward et al. 2001), sowie eine niedrigere Frequenz in MSI-L-
Tumoren, als in MSS Tumoren (29% vs. 35%) (Gebert et al. 2000).

Laiho et al. (2002) haben gezeigt, dass die Sensitivitat des typischerweise benutzten
Panels flir MSI-L-Falle sehr gering ist und das MSI-L viel haufiger in Karzinomen
vorkommt, als es auf diese Weise detektiert werden kann. Der in meinen

Untersuchungen pratherapeutisch aufgetretene MSI-L-Fall ist nicht als Sonderfall zu
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betrachten. Ware ein groReres Primer-Panel verwendet worden, hatten wahrscheinlich
weit mehr Falle MSI-L gezeigt. Laiho et al. (2002) haben beschrieben, dass das hier
verwendete Primer-Panel aus den 5 Referenzprimern nur in 7% der Falle MSI-L finden
kann vs. 79% mit einem gro3en Panel von 377 Markern an den selben Proben. Die
Vergleichbarkeit wird dadurch eingeschrankt, dass Laiho et al. (2002) kolorektale
Karzinome als gemeinsame Entitat betrachtet haben, die in dieser Arbeit untersuchten
Proben aber ausschlieRlich Rektumkarzinome sind. MSI tritt in Rektumkarzinomen in
1-7% der Falle auf, in Kolonkarzinomen hingegen in 27% der Falle (Kalady et al. 2009;
Hoogerbrugge et al. 2003; Fernebro et al. 2002; Nilbert et al. 1999). Wirde man die
Studie ausschlieBlich an Rektumkarzinomen wiederholen, kame sicherlich ein
kleinerer Prozentsatz als 79% an MSI-L-Tumoren heraus, da das Gesamtvorkommen
von MSI, MSI-L oder MSI-H in Rektumkarzinomen wesentlich seltener ist. Trotzdem
kann angenommen werden, dass bei einem gréReren Panel mehr als ein MSI-L-Fall
aufgetreten ware.

In der Studie von Laiho et al. (2002) zeigten sich die Instabilitaten ausschlief3lich in
dinukleotiden Markern. Auch der MSI-L-Fall meiner Ergebnisse war in einem
dinukleotiden Marker (D17S250) sichtbar geworden.

Der Patient, bei dem ich MSI-L fand, liegt in der Gruppe der 70-79jahrigen zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung. Dies ist konsistent mit der Beobachtung von Laiho et
al. (2002), dass die Rate an MSI-L mit steigendem Alter zunimmt.
Promotor-Hypermethylierung, z. B. der CIMP, ist typischerweise im Entstehungsweg
sporadisch entstandener MSI-Tumore zu finden (Toyota et al. 1999). Da beim MSI-L-
Status eher von einer sporadischen Genese ausgegangen werden kann, als von einer
erblichen Komponente, kann die Promotor-Hypermethylierung als Ursache fir den
MSI-L Fall in Frage kommen. In Rektumkarzinomen als eigene Entitat ist eine
Promotor-Hypermethylierung jedoch seltener als in der Gesamtheit aller kolorektaler
Karzinome (Kalady et al. 2009; O'Brien et al. 2006). Laiho et al. (2002) konnten keinen
Unterschied in der Rate der Promotor-Hypermethylierung zwischen MSI-L-Tumoren
und MSS-Tumoren feststellen. Dies spricht mehr daflir, dass die Promotor-
Hypermethylierung nicht die haufigste Ursache fiir die Entstehung von MSI-L-Tumoren
ist. Es ware sonst eine hdohere Rate von Promotor-Hypermethylierung in MSI-L-
Tumoren zu erwarten gewesen.

KRAS-Mutationen sind haufig in Kombination mit MMR-Mutationen bei HNPCC-
Patienten zu finden und sind untypisch flir sporadisch entstandene, instabile Tumore
(Gryfe et al. 1997; Ogino et al. 2009). Laiho et al. (2002) fanden keine Unterschiede in
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der KRAS-Mutationsrate zwischen MSS- und MSI-L-Tumoren. Die Assoziation von
KRAS-Mutationen mit HNPCC und die nicht erhdhte Mutationsrate in MSI-L-Tumoren
gegenuber MSS-Tumoren machen eine KRAS-Mutation als Ursache fur den MSI-L-
Fall unwahrscheinlich. Es gibt sehr unterschiedliche Beobachtungen beziglich der
Haufigkeit von KRAS-Mutationen in MSI-L-Tumoren. Daher kann trotz der zwei
dagegen sprechenden Beobachtungen eine KRAS-Mutation als Ursache fur den MSI-

L-Phanotyp nicht ausgeschlossen werden.

Laiho et al. (2002) hatten keine Unterschiede in der Haufigkeit von LOH bei MSS- und
MSI-L-Tumoren gesehen. In einer weiteren Studie zum Thema LOH von Chang et al.
(2005) wurde Uber LOH als unabhangigen prognostischen Faktor fiir das Uberleben
von Patienten mit kolorektalen Karzinomen geforscht. Es wurde gezeigt, dass MSI-H-
Tumore eine niedrigere Frequenz von LOH aufweisen, als MSI-L-/ MSS-Tumore. Die
Schlussfolgerung hieraus lautete, dass dinukleotide Primer, die sensitiver flir MSI-L
sind, ein hohes Potential haben, Informationen tber LOH in einer Zelle bereitzustellen.
In den von mir pratherapeutisch untersuchten kolorektalen Karzinomen fand sich in
9,3% LOH. Alle 6 Falle waren in dinukleotiden Primern aufgetreten (D5S346, D2S123,
D17S250). Diese Beobachtungen finden folglich Ubereinstimmung und lassen den
Wert der MSI-L- und LOH-Untersuchungen in Rektumkarzinomen héher steigen, da
MSI-H hier keine grof3e Bedeutung hat.

LOH als Prognosefaktor und seine Rolle in der Karzinogenese ist in mehreren Studien
untersucht worden (Jernvall et al. 1999; Zhou et al. 2004). Chang et al. (2005)
untersuchten 14 Mikrosatellitenmarker, welche nahebei oder innerhalb von
Genregionen lagen, die in den Prozess der kolorektalen Karzinogenese involviert sind.
79% der Karzinome zeigten LOH, 45% davon in >3 Markern. In Stadium-I-Tumoren
(klassifiziert nach UICC, Tab.I-2, S.9 unter 1.1.2) fand sich in 23% der Falle LOH, In
Stadium-IV-Tumoren fand sich in 48% der Falle LOH. Das krankheitsfreie Uberleben
wurde Uber drei Jahre beobachtet. Ein hoher Grad an LOH wirkte sich negativ aus.
Patienten mit einer groRen Anzahl an LOH in den untersuchten Markern zeigten ein
krankheitsfreies Uberleben in 50%. Patienten mit einer geringen Anzahl LOH-positiver
Marker zeigten ein krankheitsfreies Uberleben in 84%. LOH geht somit mit einer
verschlechterten Prognose einher. Die Ursache kénnte in einer erhdhten
Fernmetastasierungsrate zu finden sein, wie Chang et al. (2005) bei Stadium-I- und -

[I-Patienten mit hohen LOH-Raten entdeckten (32% vs. 9% bei Patienten mit niedriger
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LOH-Rate). Daraus wurde geschlossen, dass hochgradige LOH-Tumore sich klinisch
ahnlich verhalten wie Tumore im Stadium IV.

In einer weiteren Studie Uber die genetische Klassifikation kolorektaler Karzinome
anhand von LOH wurde dargelegt, dass bei Patienten mit hochgradigen LOH-
Tumoren die Tumorlokalisation haufig im Rektum und der Krankheitsbeginn frih ist
(Choi et al. 2002). Auch in anderen Studienergebnissen wurde LOH in
Rektumkarzinomen haufiger gefunden als in Kolonkarzinomen, und ein
unterschiedlicher genetischer Hintergrund wurde dafir verantwortlich gemacht
(Vogelstein et al. 1989; Kern et al. 1989). Choi et al. (2002) beobachteten ebenfalls,
dass LOH zur Tumorinvasion und Metastasierung beitragt, das Erkrankungsalter
herabsetzt und vor allem auf Tumore in einem frihen Stadium Einfluss nimmit.

LOH ist in Rektumkarzinomen haufiger zu erwarten als MSI. In der Gesamtheit der
kolorektalen Karzinome wiesen in der Studie von Chang et al. (2005) 79% LOH auf.
Choi et al. (2002) beobachteten eine LOH-Haufung in Rektumkarzinomen vs.
Kolonkarzinomen. Da sich in meinen Untersuchungen mit einem wenig sensitiven
Primerpanel fur MSI-L und LOH bereits in 9,3% LOH zeigte, ist anzunehmen, dass
sich mit mehr Markern noch wesentlich mehr Falle demaskieren lief3en.

In den beschriebenen Studien Uber LOH zeigen sich groRe Diskrepanzen im
krankheitsfreien Uberleben zwischen Patienten mit und ohne LOH. MSI hat sich in
Rektumkarzinomen als einen nur unter Vorsicht anzuwendenden Biomarker fir das
Uberleben herausgestellt, da sich eine Beeinflussbarkeit durch die Therapie gezeigt
hat. Da MSI in Rektumkarzinomen ohnehin selten ist, bietet sich mit der Untersuchung
auf LOH ein weiteres Feld an, das sich als ergiebig herausstellen konnte. Die
Untersuchungsmethode entspricht der MSI-Analyse. Das Primerpanel musste aber
mehr zugunsten von dinukleotiden Primern gewahlt werden, da diese sensitiver sind
fur LOH. Untersucht wurde bisher jedoch noch nicht, ob LOH ebenfalls durch
therapeutische Interventionen entstehen kann, wie MSI. Dies gilt es zu ergriinden,
bevor LOH als Biomarker fiir das Uberleben herangezogen werden kann. LOH ist
haufiger in Tumoren zu finden, die in friherem Lebensalter entstanden sind und zu
einer veranderten Fernmetastasierungsrate fihren. Patienten, die solche Tumore
aufweisen, waren evtl. mit einer aggressiveren Therapie zu behandeln, etwa wie einer
zusatzlichen Gabe von Oxaliplatin, welches die Fernmetastasierungsrate senken soll.
In den Ergebnissen der MSI-Analyse fanden sich zwei LOH-Falle in der Gruppe der
50-59jahrigen, 3 LOH-Falle in der Gruppe der 70-79jahrigen und ein Fall in der

Gruppe der 80-89jahrigen. In den verwendeten Proben zeigte sich somit eine starkere
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Haufung in hdherem Lebensalter, was durch das vergleichsweise kleine, von mir

untersuchte, Kollektiv bedingt sein kdnnte.

5.5 MSI-Status als Diagnosekriterium fiir HNPCC

Die Analyse der Mikrosatelliten ist neben klinischen Kriterien ein zentraler Bestandteil
in der Diagnostik des HNPCC-Syndroms (Umar et al. 2004). Es hat sich aber gezeigt,
dass Tumor-DNA durch eine Chemoradiotherapie mikrosatelliteninstabil werden kann.
Aus meinen Untersuchungen lasst sich ableiten, dass bei einer niedrigen Pravalenz
von MSI in Rektumkarzinomen es von grof3er Bedeutung ist, zu welchem Zeitpunkt in
der Therapie des Patienten die DNA-Analyse vorgenommen wird. Diesem Aspekt
wurde bisher in der HNPCC-Diagnostik keine Bedeutung beigemessen. Es existiert
kein Standard, der den Zeitpunkt der MSI-Analyse festlegt. Die Ergebnisse der pra-
und posttherapeutischen MSI-Analysen legen nahe, dass jede
Mikrosatelliteninstabilitat als fragwirdig beziglich ihrer Genese angesehen werden
muss, die nicht ausdrlcklich pratherapeutisch erhoben wurde.

Die Beobachtung, dass MSI, bzw. die Herunterregulation der MMR-Gene erst durch
eine Therapie entstehen kann, stellt die Indikatorfunktion der MSI fir das HNPCC-
Syndrom infrage. Im Falle einer DNA-Untersuchung, die erst an Resektat-Material im
Anschluss an neoadjuvante Chemoradiotherapie durchgefuihrt wird, kann das Ergebnis
anders ausfallen, als bei einer pratherapeutischen Untersuchung. So kann es zu
falsch-positiven Diagnosestellungen eines HNPCC-Syndroms kommen, die fir den
Patienten eine andere Behandlung bahnen, als er tatsachlich brauchte. Die Folgen
waren ,Ubertherapieren®, hohe psychische und kérperliche Belastungen fiir den
Patienten und hohe Therapiekosten. Auch konnte ein Arzt moglicherweise falsche
Ruckschliusse aus dem MSI-Status eines Tumors ziehen und somit dem Patienten eine
Prognose vermitteln, die unwahrscheinlich ist.

In Zukunft wird ein besonderes Augenmerk darauf gerichtet werden miissen, ob eine
mdogliche Herunterregulation bzw. ein Ausfall des MMR-Systems nicht auf die
Therapie selbst zuriickzufiihren ist und nicht auf vererbte genetische Defekte.
Posttherapeutisch untersuchte Proben kénnen nicht nur falsch-positiv durch neue
Veranderungen, verursacht durch die Therapie, auffallen. Sie kdnnen auch falsch-
negativ sein, wenn nicht grote Sorgfalt in der Gewinnung der DNA angewandt wird,

was eine histologische und immunhistochemische Prifung erfordert.
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5.6 HNPCC und MSI-L/ MSH6-Defizienz

An Mammakarzinomen wurde ebenso, wie durch Mitarbeiter des Teilprojektes 5 der
KFO 179 an Rektumkarzinomen, beobachtet, dass MSH6 durch Chemoradiotherapie
defizient werden kann. Chintamani et al. (2007) untersuchten Mammakarzinome vor
und nach neoadjuvanter Chemotherapie (5-FU, Cyclophosphamid, Adriamycin)
immunhistochemisch. MSH6 war das MMR-Gen, welches am haufigsten in der
Immunhistochemie verandert war. Die Expressionsanderungen aller vier untersuchten
MMR-Gene (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2) waren aber insgesamt nicht statistisch
signifikant.

Seit Uber 10 Jahren ist bekannt, dass Mutationen im MSH6-Gen mit MSI-L-Tumoren
assoziiert sind und haufig in Familien beobachtet werden, die Verdacht auf ein
HNPCC-Syndrom haben, bei denen die Diagnose jedoch klinisch nicht eindeutig ist
(Wu Y et al. 1999). Ebenfalls wurde bei Patienten mit einer MSH6-Mutation, welche
nicht die klassischen HNPCC-Kriterien erflllten, eine spatere Manifestation
kolorektaler Karzinome (late-onset-type) beobachtet (mittleres Erkankungsalter 64
Jahre) (Kolodner et al. 1999).

Sicher diagnostizierte HNPCC-Patienten, bei denen eine Mutation im MSH6-Gen
identifiziert wurde, weisen haufiger einen MSI-L-Phanotyp (13%) auf, als einen MSI-H-
Phanotyp (11%) (Zhao et al. 2009).

Patienten mit MSH6-Mutation weisen besondere Merkmale auf und sind besonderen
Risiken ausgesetzt. Aus den Ergebnissen der KFO 179 ergeben sich daher
Konsequenzen fir die Tumor-Vor- und Nachsorge, wenn eine MSH6-Mutation
gefunden wurde. Berends et al.(2002) untersuchten Patienten und ihre Verwandten
mit MSH6-Mutationen. Das Risiko an einem Endometriumkarzinom zu erkranken
zeigte sich fir MSH6-Mutationstrager als erhéht gegeniber MLH1- oder MSH2-
Mutationstragern. Das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken erwies
sich als niedriger gegentiber dem Risiko eines MLH1- oder MSH2-Mutationstragers.
Aulerdem zeigten MSH6-Mutationstrager die Tendenz, eher Tumore im distalen
Kolorektum zu entwickeln (70% der Tumore lagen linksseitig).

Dass eine MSH6-Mutation zu einem MSI-L-Phanotyp fiihren kann, st
Ubereinstimmend mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen. Es ware weit
hergeholt eine Korrelation herzustellen zwischen der Feststellung, dass MSHG6-
Mutationstrager haufig nicht sicher HNPCC-diagnostiziert werden kénnen und der

Beobachtung der Chemoradiotherapie-induzierten MSH6-Mutation. Zugelassen
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werden kann aber die Schlussfolgerung, dass Auswirkungen und Ursachen einer
MSH6-Mutation noch viel weniger verstanden und erforscht sind, als beispielsweise
bei MLH1 oder MSH2. Bisher ist jedoch das Wissen, um welche Mutation es sich
handelt, fir den Patienten letztlich weniger wichtig, da die Therapie bei allen
Mutationen gleich ist. Vor dem Hintergrund der hier aufgezeigten Ergebnisse erscheint
ein Umdenken auf diesem Gebiet sinnvoll, da es, wie oben beschrieben, einige
Unterschiede gibt.

Einige Arbeitsgruppen, die zum Thema MSH6 forschen, empfehlen, alle HNPCC-
verdachtigen Patienten auf MSH6-Mutationen zu untersuchen (Wu Y et al. 1999;
Berends et al. 2002). Dazu ist hinzuzufligen, dass zukinftig in der Diagnostik
sichergestellt werden muss, dass es sich tatsachlich um eine Keimbahnmutation und
nicht um eine Therapie-induzierte Mutation handelt.

Der Mechanismus, der dazu fuhrt, dass MSH6, durch &ufRere Faktoren induziert,
instabil wird, ist noch nicht bekannt. Mdglicherweise ware zukinftig fir Patientinnen,
die eine ebensolche Neumutation in MSH6 entwickeln, eine verstarkte Uberwachung
und Tumornachsorge nétig. Es ist noch nicht untersucht, ob sich diese Mutationen nur
im Tumorgewebe entwickeln, oder ob sie zum Beispiel auch im Endometrium
entstehen konnen. Da bei MSH6- Mutationstragerinnen das Risiko, an einem
Endometriumkarzinom zu erkranken sehr hoch ist, ware hier eine regelmaRige und
sorgfaltige Kontrolle des Endometriums sinnvoll.

Die Beobachtung, dass durch MSHG6 verursachte Tumore eher im distalen Kolorektum
entstehen, deckt sich mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen an
Rektumkarzinomen, kann aber auch zufallig sein. Um dies abschlieRend beurteilen zu

kdénnen, waren sehr viel gréRere Fallzahlen nétig.

5.7 Ursachen eines variierenden Grades an MSI im Tumorgewebe

Der Expressionsausfall der MMR-Gene und somit der Grad an Instabilitat der
Mikrosatelliten, variierte bemerkenswerterweise innerhalb des Tumors. Die
Mikrosatellitenanalyse zeigte in zwei Karzinomen DNA-Veranderungen mit neuen
Peaks. Die Starke der DNA-Veranderungen nahm mit der Tiefe der Tumorinvasion zu.
Aus DNA auf Héhe der Muscularis propria, oder tiefer gelegener DNA, wenn die
Muscularis propria bereits durchbrochen war (= yp T2/3 Level), lieRen sich die

starksten DNA-Veranderungen in den Mikrosatelliten darstellen.
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Veranderte Genexpressionsmuster innerhalb eines Tumors (superfizial vs. tiefe
Invasionsfront) wurden bereits fir andere Gene in unterschiedlichen Tumoren
beschrieben, vgl. Mammakarzinom (Zhu et al. 2003), malignes Melanom (Roesch et
al. 2003) und kolorektales Karzinom (Oku et al. 2008).

Der Mechanismus, der zu einem Chemoradiotherapie-induzierten MMR-Ausfall fihrt,
der  sich innerhalb  des  Tumors in unterschiedlich  ausgepragter
Mikrosatelliteninstabilitat darstellt, ist unbekannt. Ein moglicher Grund ware, dass ein
durch Hypoxie ausgeldster Stress in der Mikroumgebung des Tumors genetische
Instabilitdten in den Karzinomzellen, insbesondere im MMR-System, hervorruft. Vor
allem eine chronische Hypoxie, weniger eine kurze Hypoxiezeit, scheint als Ausléser
daflir in Frage zu kommen. Chronische Hypoxie flihrt sowohl zu einer verminderten
Expression, als auch zu einer verminderten Repair-Aktivitat des MMR-Systems
(Review Bindra et al. 2007).

In Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von MLH1 und MSH2 durch
Hypoxie herunterreguliert wird. Ein mildes Hypoxie-Level von 1,0% Sauerstoff fihrte
zu verminderter MSH2-Expression. Ein starkes Hypoxie-Level von 0,01% Sauerstoff
fihrte zu verminderter MLH1-Expression. (Mihaylova et al. 2003; Shahrzad et al.
2005; Bindra & Glazer 2007)

Als Ursache einer verminderten Gen-Expression unter Hypoxie konnte eine
veranderte Histon-Deacetylierung des Genabschnittes fir das entsprechende Gen in
Frage kommen, wie es fur MLH1 beschrieben wurde (Review Bindra et al. 2007).
Koshiji et al. (2005) beschreiben einen weiteren Mechanismus der MMR-
Herunterregulation unter Hypoxie durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1alpha (HIF-
1alpha). Untersucht wurde die Expression von MSH2 und MSH6 unter hypoxischen
Bedingungen. Koshiji et al. (2005) fanden, dass HIF-1alpha, ein Transkriptionsfaktor,
der die Versorgung einer Zelle mit Sauerstoff reguliert, in die Unterdrickung der
Transkription von MSH2 und MSH6 unter Hypoxie involviert ist. HIF-1alpha bewirkt
dies, indem er das Protein C-Myc von seinen Bindungsstellen an MSH2 und MSH6
verdrangt. C-Myc ist fur die Regulierung der DNA-Expression verantwortlich. Kann C-

Myc nicht mehr binden, werden die MMR-Gene vermindert exprimiert.
Die Beobachtungen, die man Uber die Auswirkungen einer Hypoxie auf das MMR-

System gemacht hat, lassen die Hypoxie als Verursacher der Therapie-induzierten

Downregulation von MMR-Genen als mdglich erscheinen. Es ware interessant an
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dieser Stelle weiter zu erforschen, ob einer der bereits bekannten Mechanismen auch

fur den Therapie-induzierten MSI-L-Phanotyp verantwortlich ist.

5.8 Chemoresistenz durch neoadjuvante Behandlung

In ersten Langzeitergebnissen der CAO/ARO/AIO-04-Studie konnte gezeigt werden:
das rezidivfreie Uberleben bei Patienen mit verminderter MSH6-Expression ist kiirzer
als bei Patienten mit unveranderter MSH6-Expression (46% vs. 63%). Auch ein
Tumorregressionsgrad Il durch neoadjuvante Chemoradiotherapie konnte in
geringerem Prozentanteil erreicht werden (30% vs. 46%).

In einer Studie von Chintamani et al. (2007) Uber Mammakarzinome wurden MLH1,
MSH2, MSH6 und PMS2 vor und nach neoadjuvanter Chemotherapie mit 5-FU,
Cyclophosphamid und Adriamycin immunhistochemisch untersucht. MSH6 zeigte
nach der Therapie am haufigsten Expressionsanderungen. Patienten mit hohen
MSHG6-Expressionen fielen durch schlechtes Ansprechen auf die neoadjuvante
Therapie auf.

Insgesamt wurde fur MMR-defiziente Patienten ein schlechteres Ansprechen auf 5-FU
beschrieben (Sargent et al. 2010). Sargent et al. (2010) verglichen die Therapie
kolorektaler Karzinome bestehend aus OP und Chemotherapie (5-FU + Levamisole/
Leucovorin) mit der alleinigen operativen Behandlung. Patienten mit MMR-Defizienz,
die OP plus Chemotherapie erhielten, hatten kein verlangertes krankheitsfreies
Uberleben, verglichen mit MMR-defizienten Patienten, welche nur eine Operation
erhielten. Patienten mit funktionierendem MMR-System, welche OP plus
Chemotherapie erhielten, zeigten ein verlangertes krankheitsfreies Uberleben
gegenuber Patienten mit funktionierendem MMR-System, die nur eine Operation

erhielten.

Die Beobachtungen Chintamanis et al. (2007) stimmen mit den Ergebnissen der
CAO/ARO/AIO-04-Studie Uberein. Patienten mit MSH6-Mutationen scheinen weniger
gute Uberlebenschancen zu haben, als Patienten mit anderen Mutationen in MMR-
Genen. Ursachlich kann ein  schlechtes Ansprechen auf bestimmte
Chemotherapeutika, insbesondere auf den Antimetabolit 5-FU, angenommen werden.
Die Vergleichbarkeit ist eingeschrankt, da alle Defekte in MMR-Genen zu einem

verminderten Ansprechen auf 5-FU und andere Chemotherapeutika flhren: auch fur
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alkylierende Substanzen, methylierende Substanzen und Topoisomerase-II-Inhibitoren
wurde eine Resistenz MMR-defizienter Zellen beobachtet (Fink et al. 1998). Da in der
Studie von Sargent et al. (2010) Uber kolorektale Karzinome nicht zwischen
Mutationen der einzelnen MMR-Gene unterschieden wurde, ist der Vergleich
schwierig Eine generelle Chemoresistenz MMR-defizienter Patienten kann aber
angenommen werden.

Bei HNPCC-Patienten finden sich in 90% Defekte in MLH1 und MSH2 und in 7-10%
der Falle Defekte in MSH6 (Review Kohimann & Gruber 2006). Der Anteil MMR-
defizienter, sporadisch entstandener Tumore an der Gesamtzahl der Tumore ist
jedoch groéRer (12-17% sporadische, 3% HNPCC-assoziierte) (Popat et al. 2005; Ward
et al. 2001; Hampel et al. 2008). Welche Gene bei sporadischer MMR-Defizienz
betroffen sind ist noch relativ wenig erforscht. Im Falle einer MMR-Defizienz
sporadischer Genese scheint nahezu ausschliellich eine epigenetische Inaktivierung
von MLH1 die Ursache zu sein (Dietmaier 2010).

Untersucht man wie Sargent et al. (2010) ein Patientenkollektiv lediglich auf einen
MMR-Ausfall hin, z. B. Uber Mikrosatelliten-Analyse, hatten insgesamt nur maximal
10% eine Mutation in MSH6 (Review Kohimann & Gruber 2006), wenn ausschlief3lich
HNPCC-Falle angenommen wirden. Je héher der Anteil sporadisch entstandener
MMR-Mutationen ist, die v.a. MLH1 betreffen, desto weniger Prozent MSHG6-
Mutationen werden es sein. Desto geringer ist demzufolge auch die
Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Effekt eines verminderten Ansprechens
allein auf MSH6 zurtick zu fihren ist.

Trotzdem lassen die vorliegenden Ergebnisse und die Beobachtungen Chintamanis et
al. (2007) an Mammakarzinomzellen vermuten, dass MSH6 als Subgruppe anders auf
die Therapie reagiert, als die Ubrigen MMR-Gene. Da bei beiden erwahnten Studien
sowie auch bei der CAO/ARO/AIO-04-Studie die Basis der Therapie 5-FU ist, darf
angenommen werden, dass Patienten mit MSH6-Mutation auf dieses Therapeutikum
schlechter ansprechen.

Zukunftige Bemuhungen, fir jeden Patienten eine individuelle und optimale Therapie
zu finden, sollten bei MMR-defizienten Patienten die genaue Analyse mit einbeziehen,
welches Gen mutiert ist. Bei MSHG6-defizienten Patienten sollte ein anderes
Therapiekonzept gefunden werden, das nicht auf 5-FU basiert.

Doch eine individualisierte Therapie sollte nicht nur fir MSHG6-defiziente Patienten

gefunden werden. Da alle MMR-Mutationen zu einem verminderten
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Therapieansprechen flihren, sollte fiir die Gesamtheit der betroffenen Patienten eine
andere Therapie entwickelt werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Sensitivitdat MMR-defizienter Zellen fir Oxaliplatin
gleich gut ist, wie in Zellen mit intaktem MMR-System. Die Sensitivitat fur Irinotecan
(Topoisomerase-I-Inhibitor) wurde sogar als moéglicherweise besser beschrieben, als
in MMR-funktionsfahigen Zellen. (Review Damia & D'Incalci 2010)

Anhand dieses Ansatzes kodnnte durch weitere Forschung ein neues, angepasstes

Therapiekonzept entwickelt werden.

5.9 Einschriankungen und Gewinn dieser Arbeit

Fir die Ergebnisse meiner Arbeit ist einschrankend zu sagen, dass das
Patientenkollektiv mit 65 Patienten fir die posttherapeutische Nachuntersuchung sehr
klein gewahlt war. Nach neoadjuvanter Chemoradiotherapie sind zumeist kaum noch
Tumorzellen im Resektatmaterial vorhanden. Auch sind nicht alle Proben
immunhistochemisch aufféllig, sodass hier auch wiederum eine Auswahl getroffen
werden musste. Letztlich haben zwei Falle einen Chemoradiotherapie-induzierten
MSI-L-Phanotyp gezeigt. Nichtsdestotrotz ist dieses Ergebnis eine Neuerkenntnis, die
viel Umdenken und Umstrukturierung erforderlich macht. Das gilt sowohl in der
Therapie von Rektumkarzinomen als auch in der Nutzung von MSI als Biomarker und
Pradiktor fur die Prognose und eine mdgliche Chemoresistenz. Ein neuer Schritt ist
getan, weitere Studien zu dieser Fragestellung muissen an gréferen Kollektiven
vorgenommen werden und die Bedeutung dieser neuen Erkenntnisse erforscht
werden. Ein neuer Baustein zur Verbesserung von Therapie und Uberlebenschance

fur Patienten mit rektalen Karzinomen ist gelegt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Kolorektale Karzinome stellen die zweithaufigste Krebserkrankung dar. Wahrend
Pravalenz und Inzidenz der Erkrankung in den letzten Jahren angestiegen sind, konnte
die Mortalitat deutlich gesenkt werden. Ursachen fiir eine gesenkte Mortalitat sind in
neu eingefihrten Friherkennungsprogrammen, verbesserten Therapieverfahren und
der Entwicklung spezieller Untersuchungsmethoden, wie z.B. der Untersuchung auf
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI), zu suchen. Sowohl spontan aufgetretene als auch
ererbte genomische Veradnderungen kdnnen die Entstehung eines kolorektalen
Karzinoms begtinstigen. Genomische Analysen auf MSI gelten heute als Standard in
der Diagnostik kolorektaler Karzinome. Zunachst etablierte sich fir Rektumkarzinome
ein adjuvantes Therapiekonzept aus einer Kombination von Chemo- und
Radiotherapie. Neoadjuvante Behandlung ist eine neuere Entwicklung, die ein
Downstaging, eine verbesserte Operabilitdt und eine Reduktion der Anzahl positiver
Lymphknoten méglich machte. Das Uberleben soll in der CAO/ARO/AIO-04-Studie
durch eine Senkung der Fernmetastasierungsrate mittels Oxaliplatin als zusatzliche
Gabe zu 5-FU verbessert werden. Das Patientenkollektiv dieser Arbeit rekrutiert sich
aus der CAO/ARO/AIO-04-Studie, sowie aus ihrer Vorlauferstudie CAO/ARO/AIO-94.
Untersucht wurde das Patientenkollektiv auf MSI. MSI entsteht durch Fehler im
Mismatch-Repair-System (MMR) einer Zelle. Veranderungen in den MMR-Genen, wie
Mutationen oder epigenetische Hemmung, kénnen zu einer verminderten Funktion
oder einem Funktionsausfall des MMR-Systems flihren. Eine hereditare Form dieser
Erkrankung ist das HNPCC-Syndrom (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer). Bei
dieser Erkrankung sind haufig die MMR-Gene MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2
betroffen. MSI-Analysen werden als Biomarker und Pradiktor fiir das Uberleben eines
Patienten und das Ansprechen auf die Therapie herangezogen. MSI (insbesondere
MSI-High) gilt heute als gunstiger Prognosefaktor fur das kolorektale Karzinom. Die
Funktion der MSI als Pradiktor fir eine Chemoresistenz gegen 5-FU wird derzeit
diskutiert.

Untersucht wurde die DNA von 65 Patienten mit Rektumkarzinomen vor und nach
neoadjuvanter Chemoradiotherapie auf MSI. Parallel dazu wurden die Gewebeproben
immunhistochemisch ausgewertet durch Mitarbeiter des Teilprojektes 5 der KFO 179.
Als MSI-Marker wurde ein Panel von 5 Primern ausgewahlt, welche in einer
internationalen Konferenz als Referenz-Primer flr die Diagnosestellung eines HNPCC-

Syndroms festgelegt wurden. Als Methoden wurden Mikrodissektion, PCR und
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Fragmentlangenanalyse mittels eines Genetic Analyzers gewahlt. Die Ergebnisse
wurden bezlglich zweier Fragestellungen ausgewertet: Hat die neoadjuvante
Chemoradiotherapie einen Effekt auf den MSI-Status? Und: Ist der MSI-Status als
Biomarker und Pradiktor fir das Uberleben und das Ansprechen auf die Therapie
geeignet? Von 65 pratherapeutisch untersuchten Proben zeigte sich in einem Fall MSI-
Low. Von 7 immunhistochemisch auffalligen posttherapeutischen Proben zeigten 2
einen neu aufgetretenen MSI-Low-Phanotyp. In der Immunhistochemie wurde parallel
eine Veranderung des Ausfalls der MMR-Expression zwischen Tumoroberflache und
der Invasionstiefe sichtbar. An der tiefen Invasionsfront des Tumors nahm die
Expression ab. Folgende Thesen lassen sich aus den vorliegenden Ergebnissen
ableiten: 1. MSI-High ist in Rektumkarzinomen selten zu beobachten. 2.
Rektumkarzinome zeigen eine erhohte MSI-Low-Frequenz nach neoadjuvanter
Chemoradiotherapie.

Die Ergebnisse der Untersuchung haben gezeigt, dass der MSI-Status durch auliere
Faktoren wie die neoadjuvante Chemoradiotherapie beeinflussbar ist. Ein
Ruckschluss auf die Prognose sollte mit Vorsicht gezogen werden, da noch zu viele
Fragen bezuglich des induzierten MSI-Low-Phanotyps offen sind. Eine Eignung von
MSI als Pradiktor fur eine mdgliche Chemoresistenz gegen 5-FU zeichnet sich aus
den vorliegenden Ergebnissen der CAO/ARO/AIO-04-Studie ab: Das Follow-up Uber
54 Monate von 31 Patienten hat ergeben, dass Patienten mit MSH6-Redukion ein
verkirztes rezidivfreies Uberleben aufweisen. Es ergibt sich somit eine neue
Hinweisquelle fur Prognose und Verlauf der Erkrankung. Diese neuen Erkenntnisse
sind der Grundbaustein flr verbesserte und individualisierte Therapieverfahren, die

das Uberleben von Patienten mit Rektumkarzinomen verlangern kénnen.
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