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1.Einleitung

1.1 Kolorektale Karzinome

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist mit tUber 70000 Neuerkrankungen und ca. 30000
Todesfallen/ Jahr in Deutschland einer der haufigsten malignen Tumoren [Schmiegel et al.
2008]. Das KRK ist die zweithaufigste Krebstodesursache bei Mannern und die dritthaufigste
bei Frauen [Jemal et al. 2002]. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen, aulRerdem

nimmt die Inzidenz mit dem Alter zu.

1.1.2 Ursachen und Pravention KRK

Die Ursachen sind multifaktoriell und reichen Uber genetische Pradisposition und
Ernahrungseinflissen bis hin zu Umwelteinflissen [Schmiegel et al. 2008]. Zu den
schadlichen Nahrungsmitteln gehdren gesattigte tierische Fette, ein hoher Eiweilgehalt der

Nahrung, wenig Ballaststoffe, Nitrit-Pdkelsalz, Chenodesoxycholsaure und Alkohol.

a) Lebensgewohnheiten

* Zur Risikoreduktion eines KRK sollte regelmaRig Sport betrieben werden und der BMI
(body mass index) nicht groRer 25 kg/m? sein. Der BMI errechnet sich aus dem
Korpergewicht in kg/ KérpergréRe in m2. Studien konnten zeigen, dass bereits 30-60
min kdérperliche Aktivitdt/Tag das Karzinomrisiko senkt [Lubin et al. 1997, Giacosa et
al. 1999, Friedenreich und Orenstein 2002, Terry MB et al. 2002, Lee 2003, Wei et al.
2004].

* Rauchen ist mit einem erhéhten Risiko fir Kolonadenome und —karzinome
verbunden [Terry MB et al. 2002, Terry MB und Neugut 1998, Almendingen et al.
2000, Chao et al. 2000, Giovannucci 2001, Reid et al. 2003].

b) Ernahrungsempfehlungen

» Zur Prophylaxe KRK wird eine ausreichende Ballaststoffzufuhr (30 g/d) empfohlen
[Schmiegel et al. 2008].



* Auch eine erhdhte Zufuhr an Obst und Gemuse ist mit einer Reduktion des Risikos
fur Kolonadenome und —karzinome assoziiert. [Bingham et al. 2003, Peters et al.
2003, Terry P et al. 2001, AlImendingen et al. 2001, Deneo- Pellegrini et al. 2002,
Evans et al. 2002, Ghadirian et al. 1997, Normen et al. 2001].

* Mehrere Studien zeigten ein moderat erhdhtes Kolonkarzinomrisiko beim taglichen
Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch [Ghadirian et al. 1997, Zhang et al.
2002, Yoon et al. 2000, Voskuil et al. 2002, Norat et al. 2002, Fung et al. 2003,
Giovannucci 2003]. Es sollte auch auf eine vermehrte Alkoholzufuhr, insbesondere in
Verbindung mit reduzierter Folsaurezufuhr verzichtet werden.

» Zusatzlich scheint ein negativ synergistischer Effekt zwischen Rauchen und
Alkoholgenuss zu bestehen. Das Risiko korreliert hierbei nicht mit der Art des
alkoholischen Getrankes, sondern mit der aufgenommenen Alkoholmenge
[Almendingen et al. 2001, Giovannucci 2003, Tiemersma 2003].

* Auch eine folsdurereiche Ernahrung ist mit einem verminderten Karzinomrisiko
assoziiert [Konings et al. 2002].

* Eine kalziumreiche Ernadhrung scheint auch mit einer Reduktion des Risikos fir KRK

einherzugehen [Wu et al. 2002].

a) Medikamente

In einigen Kohorten- und Fall-Kontrollstudien wurde eine verminderte Inzidenz KRK bei
Einnahme von Aspirin beobachtet [Schmiegel et al. 2008]. Diese Ergebnisse wurden
jedoch in anderen Studien nicht bestatigt [Schmiegel et al. 2008]. Obwohl es Hinweise
gibt, dass eine Hormonersatztherapie bei Frauen zu einer Risiko-Reduktion fur KRK fihrt
[Prihartono et al. 2000, Nanda et al. 1999, Franceschi und La Vecchia 1998], sollten
diese auf Grund der Nebenwirkungen (Mammakarzinom, Thromboserisiko) und des
damit verbundenen negativen Gesamtnutzens nicht empfohlen werden [Nelson et al.
2002].

1.1.3 Risikogruppen

a) Risikogruppen des KRK

Fir Verwandte 1. Grades (Eltern, Geschwister, Kinder) von Patienten mit KRK ist das
mittlere Risiko 2-3fach erhdht. Eine weitere 3-4fache Risikosteigerung besteht, wenn der

Indexpatient vor dem 60. LJ am KRK erkrankt und/oder mehr als ein Verwandter 1.Grades
betroffen ist [St John et al. 1993, Kune et al. 1989, Guillem et al. 1992, Guillem et al. 1996,



Johns und Houlston 2001, Lichtenstein et al. 2000]. Das Risiko ist fir das Kolonkarzinom
hoher als flr das Rektumkarzinom (relatives Risiko 2,4 vs. 1,9) auBerdem ist das Risiko fur
Geschwister etwa 2,5x hdher als fur Kinder betroffener Personen. Wenn der Patient jedoch
nach dem 60. LJ erkrankt, so ist das KRK-Risiko fur Verwandte 1.Grades nur noch
geringfugig erhéht [Johns und Houlston 2001]. Verwandte 1.Grades sollten also 10 Jahre vor
dem Zeitpunkt des Auftretens beim Indexpatienten, jedoch spatestens mit 50 Jahren
komplett koloskopiert werden. Bei jungen Indexpatienten in der Verwandtschaft sollte ein
hereditares nicht-polypdses Kolonkarzinom (HNPCC) ausgeschlossen und eine
Mikrosatellitenanalyse und/ oder eine immunhistochemische Untersuchung der Mismatch-

Reparatur-Proteine durchgefiihrt werden [Schmiegel et al. 2008].

b) Patienten mit kolorektalen Adenomen

Jedes histologisch nachgewiesene Adenom stellt ein erhdhtes Risiko fiir KRK dar.
Insbesondere Patienten mit mehr als drei Adenomen und Patienten mit Adenomen mit einer
Grofde tber 1 cm sind gefahrdet. Adenome mit einer GréRRe Gber 1 cm sind mit einem 4x
erhdhten Karzinomrisiko verbunden [Atkin et al. 1992]. Multiple Adenome erhdhen das Risiko
fur KRK um den Faktor 4-6 [Atkin et al. 1992]. Ob hyperplastische Polypen als Prakanzerose
beurteilt werden sollten, ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht abschlieBend geklart [Schmiegel
et al. 2008].

1.1.4 Hereditidre Kolonkarzinome

KRK kénnen auch vererbt werden. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang die familiare
adenomatdse Polyposis (FAP) und das HNPCC oder Lynch-Syndrom, welche autosomal-

dominant vererbt werden.

A) Patienten mit familidrer adenomatdser Polyposis (FAP)

Patienten mit unbehandelter FAP entwickeln fast ausnahmslos ein KRK [Schmiegel et al.
2008]. Die FAP ist durch uber 100 Adenome gekennzeichnet, die Polypenbildung beginnt
meist im 2. Lebensjahrzehnt. Meist weisen die Patienten weitere extrakolische intestinale
Manifestationen auf: 75% zeigen Duodenal- bzw. Papillenadenome, welche ebenfalls als
Prakanzerose zu werten sind, <10% der Patienten weisen Magenadenome auf.

Drisenkorperzysten des Magens, die wenigstens bei 1/3 der Patienten auftreten, werden

nicht als Prakanzerose angesehen. Weitere extraintestinale Manifestationen sind



Desmoidtumoren, papillare Schilddriisenkarzinome, maligne ZNS-Tumoren (meist
Medulloblastome), Hepatoblastome, Osteome, Epidermoidzysten oder Pigmentanomalien
der Retina [Foulkes 1995].

Bei Verwandten eines FAP-Patienten sollte ab dem 10. LJ eine humangenetische Beratung
und eine genetische Diagnostik durchgefiihrt werden. Wird eine Mutation nicht
ausgeschlossen, sollte spatestens ab dem 10. Lebensjahr jahrlich eine Sigmoidoskopie
durchgefihrt werden [Schmiegel et al. 2008]. Patienten mit klassischer FAP sollten
auflerdem prophylaktisch, wenn mdéglich kontinenzerhaltend, proktokolektomiert werden.
Nach einer Operation sollte jahrlich eine Pouchoskopie, bei Patienten mit erhaltenem
Rektumstumpf alle 4 Monate eine Rektoskopie, erfolgen [Schmiegel et al. 2008], da das
Risiko der Entstehung eines Rektumstumpfkarzinoms nach 25 Jahren ca.13% betragt [De
Cosse et al. 1992].

B) Patienten mit HNPCC (Lynch Syndrom)

Beim Lynch—I-Syndrom findet man vorwiegend in proximalen Abschnitten des Kolons
lokalisierte flache Tumoren. Zusatzlich dazu findet man beim Lynch-1I-Syndrom neben den
Kolonkarzinomen haufig auch Magen- und Uteruskarzinome und weitere maligne Tumoren
[Schmiegel et al. 2008].

Das HNPCC-Syndrom wird nach den Amsterdam-Kriterien definiert (Tab. 1.1.4/1); um keine
Risikopersonen zu Ubersehen, werden zusatzlich die Bethesda-Kriterien herangezogen (Tab.
1.1.4/2):

Tabelle 1.1.4/1: Amsterdam-Kriterien [Vasen et al. 1999, Vasen et al. 1991]

1. mindestens 3 Familienmitglieder mit HNPCC-assoziierten Karzinomen (Kolon/Rektum,

Endometrium, Diinndarm, Urothel)

2. mindestens 2 aufeinanderfolgende Generationen betroffen

3. ein Familienmitglied erstgradig verwandt mit den beiden anderen

4. ein Erkrankter zum Zeitpunkt der Diagnose jlinger als 50 Jahre

5. Ausschluss einer familiaren adenomatdsen Polyposis




Tabelle 1.1.4/2: Bethesda-Kriterien

1. Diagnose eines KRKs vor dem 50. LJ

2. Diagnose von syn- oder metachronen KRK oder anderen HNPCC-assoz. Tumoren

3. Diagnose eines KRKs vor dem 60. LJ mit typischer Histologie eines MSI-H (hohe
Mikrosatelliteninstabilitat)-Tumors (Tumor-infiltrierende Lymphozyten, Crohn’s like lesions,

muzindse oder siegelringzellige Differenzierung, medullares Karzinom)

4. Diagnose eines KRKs bei mindestens einem erstgradig Verwandten mit einem HNPCC-

assoziierten Tumor, davon Diagnose von mindestens einem Tumors vor dem 50. LJ

5. Diagnose eines KRKs bei 2 oder mehr erstgradig Verwandten mit einem HNPCC-

assoziierten Tumor, unabhangig vom Alter

Eine Mikrosatelliteninstabilitat 1dsst sich bei 80-90% der Patienten, welche die Amsterdam-
Kriterien erfillen, nachweisen. Die Ursache hierfir liegt in einem Defekt der DNS-
Reparaturenzyme (MSH2, MLH1, MSH6 und PMS2). Die daraus resultierenden
Basenfehlpaarungen treten besonders an Stellen kurzer repetitiver DNS-Fragmente
(sogenannte Mikrosatelliten) auf. Das allgemeine Tumorrisiko der Anlagetrager betragt 80-
90%, wobei meistens KRK auftreten. Diese treten im Mittel im 44. LJ auf, selten jedoch vor
dem 25. LJ. 50% dieser Karzinome befinden sich im rechtsseitigen Kolon [Aarnio et al.
1995]. Die zweithaufigste Tumorentitat stellen Endometrium- , gefolgt von Ovarial- , Magen-
(haufig vom intestinalen Typ) und Dinndarmkarzinomen dar. Karzinome des Urothels treten
haufig als Zweit- oder Drittkarzinome auf [Schmiegel et al. 2008]. Beim Muir-Torre-Syndrom
handelt es sich um eine seltene Variante, bei der zusatzlich Talgdrisenadenome und —

karzinome auftreten [Kruse et al. 1998].

Risikopersonen fiir HNPCC sollten ab dem 25. LJ koloskopiert und Oberbauch sonografiert
werden, bei weiblichen Patientinnen sollte zusatzlich jahrlich zur gynakologischen
Untersuchung ein transvaginaler Ultraschall zur Detektion von Ovarial- oder

Endometriumkarzinomen erfolgen [Schmiegel et al. 2008].

C) Patienten mit hamartomatésen Polyposis-Syndromen

Zu den hamartomattésen Polyposis-Syndromen gehéren das Peutz-Jeghers-Syndrom (PJS),
die juvenile Polyposis coli (FJP) und das Cowden-Syndrom. Beim PJS handelt es sich um
eine autosomal-dominante Erkrankung charakterisiert durch das Auftreten von
hamartomatdsen Polypen des Gastrointestinaltraktes und vor allem perioralen mukokutanen
Melaninpigmentierungen. Zugrunde liegt dieser Erkrankung eine Keimbahnmutation des
STK11-/LKB1-Gens. Neben dem Risiko flir KRK ist auch das Risiko fir Karzinome des



Magens, Dinndarms, Pankreas, Mamma, Ovars und Uterus erhéht [Giardiello et al. 2000].
Der Verdacht auf FJP besteht bei Diagnose von mehr als 4 juvenilen Polypen im Kolon,
Nachweis extrakolischer juveniler Polypen in Magen und Dinndarm oder bei Nachweis eines
juvenilen Polypens bei entsprechender Familienanamnese [Schmiegel et al. 2008]. Beim
autosomal-dominanten Cowden-Syndrom ist vor allem das Risiko fir Mamma- und papillare

Schilddrisenkarzinome erhoht.

1.1.5 Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Patienten mit Colitis ulcerosa weisen ein erhéhtes Risiko fir KRK auf. Dieses Risiko ist
abhangig von Ausdehnung, Manifestationsalter, Dauer der Erkrankung und dem
Vorhandensein einer primér sklerosierenden Cholangitis [Schmiegel et al. 2008]. In
mehreren Studien konnten 5-ASA-Praparate das Risiko senken, hierbei scheint jedoch eine
Dauergabe erforderlich zu sein [Bansal und Sonnenberg 1996, Pinczowski et al. 1994,
Eaden et al. 2000]. Bei Patienten mit zusatzlicher priméar sklerosierenden Cholangitis scheint
eine Therapie mit Ursodeoxycholsaure einen protektiven Effekt zu haben [Schmiegel et al.
2008]; moglicherweise besitzt auch Folsaure einen protektiven Effekt bei Patienten mit Colitis

ulcerosa [Lashner et al. 1997].

Bei Patienten mit Pancolitis ulcerosa, die langer als 8 Jahre besteht, oder linksseitiger Kolitis,
die langer als 15 Jahre besteht, sollte jahrlich eine Koloskopie mit Stufenbiopsien
erfolgen[Schmiegel et al. 2008]. Die Datenlage zum Morbus Crohn ist sparlich und

widerspruchlich.

Durch den Einsatz der Chromoendoskopie mit Indigokarmin oder Methylenblau gelingt eine
bessere Abgrenzung flacher Lasionen von der umgebenden Schleimhaut [Tsuda et al. 2002,
Brooker et al. 2002, Kudo et al. 2001, Kiesslich et al. 2001, Kudo et al. 2000].

Bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmkrankheiten und HNPCC findet man eine
hohere Detektionsrate neoplastischer Lasionen durch die Chromoendoskopie [Hurlstone et
al. 2005 a, Hurlstone et al. 2005 b, Kiesslich et al. 2003]. Bei eindeutiger, durch einen
zweiten Pathologen bestatigter hochgradiger intraepithelialer Neoplasie in nicht entzindeter
Schleimhaut sollte eine kontinenzerhaltende Proktokolektomie durchgeflhrt werden
[Bernstein et al. 1994].
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1.1.6 Einteilung KRK

Die Stadieneinteilung KRK erfolgt gemaf der TNM-Klasifikation nach UICC (2010) [Wittekind

und Meyer 2010].
Tabelle 1.1.6/1: Stadieneinteilung KRK nach UICC 2010

TNM

Spezifikation

T0 Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial oder
Infiltration der Lamina propria

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis
propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder
perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltiert direkt in andere
Organe oder Strukturen und/oder
perforiert das viszerale Peritoneum

T4a Tumor perforiert das viszerale
Peritoneum

T4b Tumor infiltriert direkt in andere
Organe oder Strukturen

NO Keine regionaren
Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionaren
Lymphknoten

N1a Metastasen in einem regionaren
Lymphknoten

N1b Metastasen in 2-3 regionaren
Lymphknoten

N1c Satellitenherde in der Subserosa
ohne regionare Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr
regionaren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4-6 regionaren
Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr
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regionaren Lymphknoten

MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
M1a Fernmetastasen in einem Organ
M1b Fernmetastasen in mehr als einem
Organ oder Peritoneum
UICC-Stadium T-Stadium N-Stadium M-Stadium
0 Tis NO MO
I T1,T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4 NO MO
lc T4b NO MO
A T1,T2 N1 MO
T1 N2a
B T3,T4 N1 MO
T2-T3 N2a
T1-T2 N2b
nc T4a N2a MO
T3-T4a N2b
T4b N1-2
IVA Jedes T Jedes N M1a
VB Jedes T Jedes N M1b

1.1.7 Symptome und Diagnostik KRK

Zu den Symptomen KRK gehéren Gewichtsverlust, Anamie, Blut im Stuhl, peranale Blutung,

Obstipation oder Diarrhé ( unter Umsténden im Wechsel), Tenesmen, Meteorismus und

Flatulenz, gelegentlich fuihrt erst ein akuter lleus den Patienten in die Klinik [Majumdar et al.

1999].

Far die Diagnostik KRK stehen verschiedene Verfahren zur Verfugung [Schmiegel et al.

2008]:

- Guajak-Test (Stuhltestung auf okkultes Blut): maRige Sensitivitat fur Karzinome,

geringe Sensitivitat fir Adenome

- Sigmoidoskopie: Nachteilig ist, dass nicht alle Darmabschnitte eingesehen werden

konnen
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- Koloskopie: eine komplette Koloskopie besitzt die h6chste Sensitivitat und Spezifitat
fur die Detektion KRK und ist im Rahmen der Krebsvorsorgeuntersuchung ab dem
Alter von 50 Jahren empfohlen. Bei unauffalligem Befund sollte die darauf folgende
Koloskopie nach 10 Jahren erfolgen.

- Digitale rektale Untersuchung: obligat im Rahmen der Krebfriherkennungsrichtlinie
[Schmiegel et al 2008].

Nach Metastasen fahndet man mittels Sonographie des Abdomens (man beachte hierbei vor
allem Lebermetastasen (Met)) und mittels Rdntgen-Thorax (Lungenmetastasen); mit der
Endosonographie des Rektums werden die Tiefeninfiltration und etwaige lokale
Lymphknotenmetastasen untersucht. Beim Rektumkarzinom wird zusatzlich ein CT
empfohlen, um die GréRe des Tumors und Infiltrationen der Nachbarorgane zu beurteilen
und gegebenenfalls eine (neoadjuvante) Bestrahlung vorzubereiten [Schmiegel et al. 2008].
Far den Nachweis von Knochenmetastasen steht die Skelettszintigraphie zur Verfugung.
Praoperativ werden aulerdem die Tumormarker bestimmt, um postoperativ einen
Referenzwert zu haben [Schmiegel et al. 2008]. Des weiteren gilt der praoperative CEA
(Carcinoembryonales Antigen)-Wert als unabhangiger prognostischer Marker und sollte
daher praoperativ bestimmt werden. Praoperative CEA-Werte von mehr als 7,5 ng/ml gelten
hierbei als Risikofaktor. Postoperativ sollten die CEA-Werte alle 6 Monate ber einen
Zeitraum von 2 Jahren bestimmt werden [Chapman et al. 1998, Duffy 2001, Schmiegel et al.
2008, Takahashi et al. 1996]. Die Bestimmung der Tumormarker dient ausschlieRlich der

Verlaufskontrolle und ist keinesfalls als Screening-Methode geeignet [Schmiegel et al. 2008].
1.2 Therapiestrategie KRK

1.2.1 Polypektomie

Bei der Polypektomie sollen die Polypen unter Angabe der Lokalisation zur weiteren
histologischen Abklarung geborgen werden. Als endoskopische Verfahren stehen zur
Verfugung: 1. Polypektomie mit der Schlinge

2. Endoskopische Mukosaresektion (EMR) [Schmiegel et al. 2008].

1.2.2 Histologische Untersuchung der Polypen

Jeder abgetragene Polyp muss histologisch nach den WHO-Kriterien untersucht werden

[Bernstein et al. 1994]. Diese Untersuchung umfasst Angaben zur Vollstandigkeit der
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Abtragung, zum histologischen Wachstumstyp (tubulés/ tubulovills/ villés) und dem Grad

der intraepithelialen Neoplasie (niedrig-/hochgradige IEN).

Beim Karzinomnachweis sollte der histologische Befund enthalten:

1.2.3

das Ausmal’ der Tiefeninfiltration (pT-Kategorie), bei sessilen Polypen die
submukdse Invasionsmessung in um

das histologische Grading

das Vorhandensein oder Fehlen der Lymphgefainvasion

die Beurteilung der Resektionsrander [Schmiegel et al. 2008].

Chirurgische Therapie mit kurativem Ziel

a) Intraoperatives Staging

In jedem Fall sollte intraoperativ eine Inspektion und Palpation der Leber erfolgen, da

insbesondere subserdse Lebermetastasen jeglicher praoperativen Bildgebung entgehen

kénnen [Schmiegel et al. 2008].

b) Radikalchirurgische Therapie

1. Karzinome des Zékums und Colon ascendens

In der Regel erfolgt eine Hemikolektomie rechts mit radikulérer Durchtrennung der

A. colica dextra und der A.ileocolica [Schmiegel et al. 2008].

2. Karzinome der rechten Flexur und des proximalen Kolon transversum

Hier erfolgt eine erweiterte Hemikolektomie rechts. Dies bedeutet, dass zuséatzlich
die A. colica media zentral bei ihrem Abgang aus der A.mesenterica sup. ligiert
wird [Schmiegel et al. 2008].

3. Karzinome des mittleren Transversumdrittels

Es erfolgt eine Transversumresektion mit zentraler Ligatur der A.colica media
unter Mitresektion der Flexuren. Das grof3e Netz wird mit dem Lig.gastrocolicum

und der A./V. gastroepiploica reseziert [Schmiegel et al. 2008].
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4. Karzinome des distalen Transversumdrittels und der linken Kolonflexur

Es erfolgt eine erweiterte Hemikolektomie links mit Entfernung des
Lymphabflussgebietes von A.colica media und A.mesenterica inferior. Die
Lymphknoten entlang der A.mesenterica superior sollten bis zur Aorta disseziert

werden [Schmiegel et al. 2008].

5. Karzinome des Colon descendens und proximalen Sigmas

Hierbei wird eine Hemikolektomie links mit radikularer Ligatur der A. mesenterica

inferior vorgenommen [Schmiegel et al 2008].

6. Karzinome des mittleren und distalen Sigmas

Regeloperation ist die Sigmaresektion mit Ligatur der A. mesenterica inferior
[Schmiegel et al. 2008].

7. Karzinome des Rektums

Flr das Rektumkarzinom sind folgende Operationen, je nach Tumorlokalisation,
Beziehung zur Linea dentata und Levatorschenkel, der Tiefeninfiltration und der

Spinkterfunktion moglich:

(tiefe) anteriore Rektumresektion

abdomino-perineale Rektumexstirpation

intersphinktare Rektumresektion ( abdomino-peranale Rektumresektion) [Schmiegel

et al. 2008]..

Bei low-grade-Tumoren guter oder maRiger Differenzierung ist ein Sicherheitsabstand von 2

cm in situ ausreichend; als minimaler Abstand kann 1cm gelten, um eine

kontinenzerhaltende Resektion zu ermdglichen. Eine lokale chirurgische Tumorexzision ist

mdglich bei pT1-Tumoren mit einem Durchmesser bis zu 3 cm und low-risk-Histologie (G1
oder G2) [Schmiegel et al. 2008].

Postoperative pathologische Diagnostik

Folgende Angaben durch den Pathologen sind erforderlich:

Tumortyp nach WHO-Klassifikation
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- Tumorinvasionstiefe ( pT-Klassifikation)

- Status der regionaren Lymphknoten (pN-Klassifikation)

- Mindestanzahl der zu untersuchenden und Anzahl der untersuchten Lymphknoten

- Grading

- Abstand von den Resektionsrandern.

- R-Klassifikation [Schmiegel et al. 2008].
Zur Anzahl der zu untersuchenden Lymphknoten gibt es in der Literatur verschiedene
Angaben. Die Zahlenangaben reichen von 12 bis 17 zu untersuchenden Lymphknoten
[Goldstein et al. 1996, Wong et al. 1999, Swanson et al. 2003].

1.2.5 Adjuvante Therapie des Kolonkarzinoms

Voraussetzung fir eine adjuvante Therapie ist die RO-Resektion des Primartumors. Fir
Patienten mit einem RO-reseziertem Tumor im UICC Stadium | ist eine adjuvante Therapie
nicht erforderlich. Bei Patienten im Stadium Ill ist eine adjuvante Chemotherapie indiziert;
bei Risikopatienten im Stadium Il (T4, Tumorperforation, Notfall-OP, Anzahl untersuchter
Lymphknoten zu gering) sollte eine adjuvante Chemotherapie erfolgen [Schmiegel et al.
2008). Im Stadium Il sollte die Chemotherapie Oxaliplatin enthalten, welches haufig mit 5-

FU und Folinsdure kombiniert wird [Francini et al. 1994].

1.2.6 Neoadjuvante Therapie des Rektumkarzinoms

Im UICC-Stadium IlI/1ll ist die neoadjuvante Radio- bzw. Radiochemotherapie angezeigt
[Camma et al. 2000]. AuRerdem konnte die Rate sphinktererhaltender Operationsverfahren
verdoppelt werden.
Prinzipiell gibt es 2 verschiedene Arten der praoperativen Radiotherapie [Schmiegel et al.
2008]:
- die Kurzzeitbestrahlung mit 25 Gy in 5 Gy-Einzeldosen an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen unmittelbar vor der Operation
- die konventionell fraktionierte Bestrahlung bis zu einer Gesamtdosis von 45-50,4 Gy
in 25-28 Fraktionen, gefolgt von einer 4-6 Wochen spateren Operation.
Die neoadjuvante Radiochemotherapie sollte eine 5-FU-Monochemotherapie gegebenfalls

mit Folinsaure enthalten.
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1.2.7 Adjuvante Therapie des Rektumkarzinoms

Im Stadium | ist nach R0O-Resektionen keine adjuvante Therapie erforderlich. Patienten im
Stadium Il/Ill sollten, wenn sie keine neoadjuvante Therapie erhalten haben, eine adjuvante
Radiochemotherapie bekommen. Im Vergleich zur alleinigen Operation kann durch eine
postoperative Radiochemotherapie (mit einer 5-FU-Monochemotherapie oder als
Kombination mit Folinsdure) die Lokalrezidivrate gesenkt und das Gesamtlberleben
verbessert werden [Krook et al. 1991].

Die adjuvante Therapie sollte 4-6 Wochen nach der Operation beginnen.

Nach neoadjuvanter Radiochemotherapie ist eine adjuvante Chemotherapie unabhangig

vom postoperativen Tumorstadium indiziert [Schmiegel et al. 2008].

1.2.8 Therapie primar resektabler Leber- und Lungenmetastasen

Resektable Lungen- und Lebermetastasen sollten reseziert werden [Schmiegel et al. 2008].
Voraussetzung hierfir ist, dass eine R0-Resektion prinzipiell méglich ist.
Resektable Lebermetastasen (Met) liegen vor, wenn:

- eine nicht-resektable extrahepatische Manifestation ausgeschlossen ist

- weniger als 70% des Parenchyms befallen sind

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

- keine Leberinsuffizienz oder Leberzirrhose Child B/C vorliegt

- keine schwerwiegenden Begleiterkrankungen vorliegen [Schmiegel et al. 2008].

1.2.9 Patienten mit potentiell resektablen Metastasen

Bei priméarer Irresektabilitdt von Lungen- und Lebermetastasen sollte eine systemische
Chemotherapie begonnen werden. Zu beachten ist hier die regelmaRige Re-Evaluation einer
maoglichen sekundaren Resektabilitat nach Remissionsinduktion. In der Regel werden in
diesem Fall Kombinationen von Chemotherapeutika (z.B. FOLFIRI + Cetuximab) angewandt,
wohingegen in der palliativen Situation oft Monotherapien (z.B. mit 5-FU) bevorzugt werden
[Schmiegel et al. 2008].

1.3 Metastasierung KRK

Meistens sterben die Patienten auf Grund von Metastasen- allen voran Metastasen der

Leber [Melville 1997]. Bei 75% aller Metastasen handelt es sich um Lebermetastasen (Met),
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gefolgt von Lungenmetastasen (15%) und Knochenmetastasen (5%); sehr tief sitzende
Rektumkarzinome kénnen primar Uiber die Vena cava inferior in die Lunge metastasieren.
25% der Patienten weisen bereits bei Diagnosestellung Met auf, weitere 25% entwickeln
diese im Verlauf ihrer Erkrankung, bevorzugt in den ersten 2 Jahren nach chirurgischer
Intervention [Millikan et al. 1997]. Ohne Therapie betréagt die Uberlebenswahrscheinlichkeit
von Patienten mit Met weniger als ein Jahr [Paschos et al. 2008]. Nach Resektion
kolorektaler Met betragt das 5-Jahres-Uberleben 28%-39,2% [Schmiegel et al. 2008]. Ein
weiteres Problem ist, dass nur 10-25% der Patienten mit Met fir einen kurativen
chirurgischen Eingriff in Frage kommen [Paschos et al. 2008]. Die Anzahl der Patienten,
welche flr kurative chirurgische Interventionen geeignet sind, kénnte durch praoperative
Chemotherapie mit 5- Fluorouracil/Leukovorin in Kombination mit Oxaliplatin erhéht werden
[Adam et al. 2004]. Mit Hilfe dieser Chemotherapieverfahren, kénnen ca. 12,5% der
Patienten mit initial nicht-kurativ resezierbaren Met doch noch einer kurativen Operation mit
5-Jahresiberlebensraten von ca. 33% zugefiihrt werden [Adam et al. 2004]. Es kommt
hierbei nicht nur die anatomische Hemihepatektomie zur Anwendung, sondern auch
atypische Resektionsverfahren, auch in Kombination mit vorausgehender
Portalvenenembolisation oder in Kombination mit kryochirurgischen oder
radiofrequenzablativen Verfahren [Adam et al. 2004]. Unter Anwendung der subtotalen
Hepatektomie konnten 5-Jahres- Uberlebensraten von 35-40% erreicht werden [Beard et al.
2000]. Es konnten 7 Faktoren herausgefunden werden, welche mit einer
Prognoseverschlechterung fur Patienten mit Met KRK einhergehen:

1.Rektumkarzinom als Primartumor, 2. mehr als 2 Met, 3. praoperative CA 19-9 Werte von
mehr als 100 1U/l, 4. praoperative TumorgrofRe der Met tber 10 cm, 5. nicht-kurative
Leberresektion, 6. unvollstdndige Tumornekrose, 7. im Verlauf wiederholte Eingriffe an der
Leber [Adam et al. 2004].

Ein weiteres Problem ist, dass selbst nach RO-Resektion nur ca. 30% der Patienten mit Met
langfristig rezidivfrei bleiben. Es ist in Studien noch nicht abschlielend geklart, ob generell
eine adjuvante Chemotherapie nach Resektion von kolorektalen Met empfohlen werden
sollte- zumindest sollte diese nach Resektion von kolorektalen Met in Erwagung gezogen
werden [Schmiegel et al. 2008].

Unverzichtbar fur die Zukunft ist es deshalb, Patienten mit hohem Risiko fur die Entwicklung
von Met frihzeitig zu identifizieren und mit einer spezifischen Therapie, wie der lokalen
Applikation von Chemotherapie in die Leber, zu versorgen. Daher ist es notwendig,
therapeutische Strategien zu entwickeln, welche die Entstehung von Metastasen
beeinflussen. Hierfur ist eine exakte Aufschlisselung der biologischen und molekularen

Vorgange der Metastasierung notwendig.
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Der entscheidende Schritt bei der Metastasierung stellt die Invasion der Blutbahn mit

metastatischen Zellen dar. Hierbei missen die metastatischen Zellen die Immunabwehr des

Organismus Uberlisten, um zu anderen Organen zu gelangen [Fidler und Radinsky 1990].

Im Falle einer Metastasierung in die Leber miussen sich die metastatischen Zellen mit den

endothelialen Zellen der hepatischen Sinusoide, den Kupfferschen Sternzellen und den

natirlichen Killerzellen auseinandersetzen. Meterissian et al. konnten bereits 1993 mit Hilfe

von Tumorzellen, die in die Milz von Mausen eingesetzt wurden, zeigen, dass Zellen mit

geringerem metastatischem Potential bereitwilliger an Kupffer-Zellen gebunden haben, und

somit eliminiert werden konnten, als solche mit hohem metastatischem Potential [Meterissian

et al. 1993]. Sie fanden auRerdem heraus, dass konditionierte Medien von Zellen mit hohem

metaststatischem Potential in der Lage waren, das Bindungsverhalten von Zellen mit

geringem metastatischem Potential an Kupffer-Sternzellen zu reduzieren [Meterissian et al.

1993].

1.4 Molekulare Grundlagen KRK und der korrespondierenden Metastasen

Viele Arbeitsgruppen haben sich bis heute mit den molekularen Grundlagen KRK befasst.

Bereits 1990 verdffentlichten Fearon und Vogelstein ihr Modell der Adenom-Karzinom-

Sequenz der KRK [Fearon und Vogelstein 1990]. Sie konnten zeigen, dass durch

chromosomale Lasionen der Chromosomen 5, 12, 17, 18 zunachst Adenome und

schliel3lich (nach etwa 10 Jahren) invasive und metastasierende Karzinome entstehen

kénnen. Zu beachten ist jedoch, dass Zwischenstationen in der Tumorigenese Ubersprungen

werden konnen.

Tabelle 1.4/1: Adenom-Karzinom- Sequenz

Chromosomale

Lasion/genetische Lasion

Zellbiologische

Verdnderung

Histologie

5921/ APC-Funktionsverlust

Verlust der Zell-Zell-
Adhasion, Enthemmung der

Proliferation

Epitheliale Hyperproliferation

12p12/ K-ras-Aktivierung Deregulierung eines Adenom
Abschaltmechanismus in der
Zellaktivierung

18921/ DCC Defektes Adenom
Zelladhasionsmolekdl

17p13/ p53 Verlust DNA-Reparatur- und | Invasives Karzinom
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Zellzykluskontrolle

weitere wie 17g21 Metastasierendes Karzinom

Mertens et al. untersuchten 1997 333 Patienten mit KRK. Sie fanden Amplifikationen der
Chromosomen (-arme) 7, 8q, 13 und 20, sowie Deletionen bei 1p, 5q, 8p, 14p, 17p, 18 und
22 [Mertens et al. 1997]. Ried et al. verwendeten 1996 die Comparative Genomic
Hybridization (CGH), um chromosomale Instabilitaten bei kolorektalen Adenomen und
Karzinomen zu identifizieren. Dabei fanden sie bei Karzinomen Zugewinne der
Chromosomen 1,13,20 und der Chromosomenarme 7p und 8q sowie Verluste der
Chromosomen 4 und der Chromosomenarme 8p und 10q [Ried et al. 1996].

Die molekularen Grundlagen der Metastasierung bei KRK sind dennoch bis heute nicht
suffizient aufgeklart. Neueren Erkenntnissen zu Folge sind Met phanotypisch verschieden im
Vergleich zum Primartumor (PT). Diese Erkenntnis deklariert die Met als eigenstéandige
Krankheitsgruppe [Bird et al. 2006].

Die Arbeitsgruppe um Al-Mulla [Al-Mulla et al. 1999] untersuchte 26 Tumoren von Patienten
mit metastasierenden KRK unter Zuhilfenahme der CGH. Dabei wurden die PT mit ihren
Lymphknotenmetastasen von 5 Patienten im Stadium Dukes C und die PT inklusive der Met
von 7 Patienten im Stadium Dukes D analysiert (2 dieser Patienten wiesen zuséatzlich zu den
Met Lymphknotenmetastasen auf), um die genetischen Unterschiede zwischen primaren
KRK und Met KRK derselben Patienten herauszufinden. Sie zeigten, dass haufig dieselben
genetischen Veranderungen in den PT und ihren Metastasen auftraten, jedoch in den
Metastasen zusatzlich Veranderungen zu finden waren, die in den dazugehérigen PT nicht
vorhanden waren. Interessanterweise schienen im Vergleich zu Met bei
Lymphknotenmetastasen eine hdhere Anzahl an chromosomalen Veranderungen vorhanden
zu sein. Eine Deletion des Chromosomenarms 17p wurde signifikant haufiger bei Patienten
mit Lymphknotenmetastasen gefunden. Eine Amplifikation von 6p und 17q wurde eher bei
Patienten mit Met gefunden [Al- Mulla et al. 1999]. Diese Ergebnisse legen die Vermutung
nahe, dass Lymphknotenmetastasen haufig nicht einfach nur die Vorstufe von weiteren
Metastasen, in diesem Falle von Met, darstellen.

20q war sowohl bei Leber- als auch bei Lymphknotenmetastasen amplifiziert [Al- Mulla et al.
1999]. Auch ein Zugewinn von 7p wurde haufig in den PT und/oder Metastasen gefunden
[Al-Mulla et al. 1999]. In beiden Dukes-Stadien fanden sich haufig Deletionen der
Chromosomen 4, 18, 22 [Al- Mulla et al. 1999].

Aragane et al. untersuchten 2001 30 primare KRK und 16 Met mit Hilfe der CGH [Aragane et
al. 2001]. Bei den primaren KRK fanden sie haufige Zugewinne der Chromosomen 7p21,
7q31-36, 8923-24, 12p, 14q24-32, 16p, 20p, 20q, 21q sowie Verluste von 18g12-23. Bei
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metastasierenden Tumoren konnte die Arbeitsgruppe signifikant mehr Zugewinne und
Verluste von DNA-Sequenzen nachweisen. Hierzu zahlen Zugewinne von 8923-24 (62,5% in
metastasierenden Tumoren vs. 43% in primaren Tumoren), 15921-26 (37,5%vs.20%), 19p
(43,8% vs. 20%), 20q (81,3%vs. 63,3%) und Verluste von 18912-23 (50% vs.36,7%). Sie
fokussierten ihre Arbeit auf die Zugewinne von 8q (c-myc) und 20q, sowie Verluste bei 18q
(DCC) und postulierten, dass die Inzidenz von Met bei Patienten mit diesen genetischen
Veranderungen héher sei und damit ein geeigneter Marker zur Identifizierung von Risiko-
Patienten darstellen kdnnte [Aragane et al. 2001].

Korn et al. verwendeten die CGH und FISH-Analyse, um Metastasen von KRK zu
untersuchen. Auch diese Arbeitsgruppe bestatigte Amplifikationen von 20q bei 85% der
Metastasen [Korn et al. 1999]. Zugewinne von 20q wurden auch in einer Reihe von weiteren
Tumoren gefunden. Hierzu zahlen Brustkrebs, Ovarialkrebs, Blasenkrebs und Tumoren des
Pankreas [Solinas-Toldo et al. 1996, Kallioniemi A et al. 1994, Iwabuchi et al. 1995,
Kallioniemi A et al. 1999]. Auch Diep et al. untersuchten 2003 17 Met KRK mit Hilfe der CGH
[Diep et al. 2003].Sie bestatigten Verluste von 18, 4q, 8p, 17p und Zugewinne von 6p, 8q,
13q, 7, 20.

Die Zugewinne der Chromosomen 7 und 13 resultieren haufig aus einer Trisomie dieser
Chromosomen [Diep et al. 2003]. Sie scheinen schon frih in der kolorektalen Tumorigenese
vorhanden zu sein, v.a. eine Trisomie des Chromosoms 7 ist haufig die einzige
chromosomale Veranderung bei kolorektalen Adenomen [Ried et al. 1996]. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Chromosomen 13 und vor allem 7 in
die initiale Tumorigenese involviert sind. Ein 20g-Zugewinn jedoch wird haufiger bei
Karzinomen als bei Adenomen gesehen [Ried et al. 1996] und wird mit der Immortalisierung
von Tumorzellen in Zusammenhang gebracht [Savelieva et al. 1997]. Ein Zugewinn von 6p
wird mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (Dukes D) assoziiert [Al-Mulla et al. 1999].
Eine Deletion von 8p und eine Amplifikation von 8q wird haufiger in KRK und deren
Metastasen beobachtet, als bei Adenomen. Dies legt die Vermutung nahe, dass Chromosom
8 in die Tumorprogression involviert ist [Diep et al. 2003]. Der Verlust von 8p ist auch mit

einer Mikroinvasion und einem verkirzten Uberleben assoziiert [Halling et al. 1999].

Auch Nakao et al. befassten sich mit Met KRK. Die Arbeitsgruppe untersuchte 35 primare
KRK, darunter 16 primare KRK mit korrespondierenden Met [Nakao et al. 2001] mit Hilfe der
CGH und flow cytometry. Sie vermuten einen Zusammenhang der Met mit Zugewinnen von
69, 79, 89, 13q und 20g und dem Verlust von 18q und 17p. In dieser Studie wurden relativ
mehr Zugewinne von 20q als 18q(DCC)-Verluste bei Met KRK gefunden [Nakao et al. 2001].
Paredes-Zaglul et al. berichteten bereits 1998 Uber den Zusammenhang von einem

Zugewinn von 20q und dem Auftreten von Met [Paredes-Zaglul et al.1998]. Besonders haufig
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wird ein Zusammenhang zwischen dem Zugewinn von 20913 und dem Auftreten von Met bei
Patienten mit KRK beschrieben [Al-Mulla et al. 1999, Korn et al. 1999]. Im distalen Abschnitt
des Chromosoms 20q wurden daraufhin einige mégliche Gene identifiziert, die an der
Metastasierung beteiligt sein kdnnten. Hierzu gehdren das cellular-apoptosis-susceptibility
(CAS-)Gen, das BTAK-Gen (ein mutmalRliches Serin/Threonin-Kinase Gen) und das AIB1-
Gen, ein Steroid-Rezeptor-Koaktivator Gen [Anzick et al. 1997]. Dariber hinaus hebt die
Arbeitsgruppe den Zugewinn bei 8q heraus. In dieser Region befindet sich das Gen c-myc,
dem auch eine Rolle bei der Invasion der Lunge durch das kleinzellige Bronchialkarzinom
zugeschrieben wird [Little et al. 1983].

Knosel et al. untersuchten 2004 63 unterschiedliche Tumorgewebe von 40 Patienten. Darin
enthalten waren 30 PT KRK, 22 systemische Metastasen (12 Met, 6 Hirnmetastasen, 4
Abdominalmetastasen) und 11 Lymphknotenmetastasen [Knosel et al. 2004]. Hierbei
rekonstruierten sie die chromosomalen Veranderungen vom Adenom (+7,+20) Uber das
invasive Karzinom (++8q,++13q,++20q; -4,-8p), Lymphknotenmetastasen (+8q,++20q; --8p,-
9p,-18—21q21) bis schliellich hin zum metastasierenden Karzinom (allen voran Metastasen
in die Leber +1q,+7p,+11,+12qter,+13,+16,+17q12-21,+19,+22q; -1p,-2q,-3,-4,--5912-31,-8p-
,9p,-10q,--21g21). In ihrer Arbeit heben sie zwei bekannte Pathomechanismen hervor,
namlich 1. dass Metastasen unmittelbar nach dem Auftreten eines invasiven PT vorhanden
sein kdnnen und 2. dass die hamatogene Ausbreitung unabhangig von der lymphogenen
Metastasierung in Erscheinung treten kann [Knosel et al. 2004]. Die Autoren postulieren
weiter, dass die Akkumulation der verschiedenen chromosomalen Veranderungen und
weniger die Reihenfolge dieser Veranderungen fir die Progression KRK verantwortlich ist
[Knosel et al. 2004].

Nakao et al. konnten 2009 vor allem einen Zugewinn von 20q und den Verlust von 18q bei
KRK' beschreiben. Zusatzlich zu diesen Veranderungen beschreiben sie Zugewinne bei 7p,
8q, 13 und Verluste bei 8p und 17p [Nakao et al. 2009].

Liu et al. zeigten 2007 bei Tumoren im UICC-Stadium | Zugewinne bei 8q21-22, 13g21-31
und 20q12qter sowie Verluste bei 17p12pter. Im Stadium IIl/IV beschreiben sie Zugewinne

von 8g23qter sowie Verluste von 8p12pter und 18g12qter [Liu 2007].

1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, herauszufinden, ob weitere, im Vergleich zur
bestehenden Literatur, chromosomale Aberrationen KRK und der korrespondierenden Met

gefunden und bestéatigt werden kdnnen und ob es mdglich ist, genetische Aberrationen als

Prognosefaktor fur das metastatische Potential des PT festzulegen.
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2.Material und Methoden

2.1 Darstellung des Kollektivs

211 Allgemeine Prasentation des Kollektivs

Die im Folgenden beschriebenen untersuchten Tumoren wurden im Zeitraum von 1994-2007

operiert.

Die Comparative Genomic Hybridization (CGH) von 34 Primartumoren (PT) kolorektaler
Karzinome (KRK) und 102 Lebermetastasen (Met) KRK wurde von 1995-2008 in der

Abteilung fur Gastroenteropathologie am Universitatsklinikum Géttingen durchgefihrt.

Insgesamt wurden in das Kollektiv 93 Patienten mit KRK und/ oder Met des KRK

eingeschlossen. Bei 25 Patienten lag sowohl der PT KRK als auch die korrespondierende(n)

Met vor. Im Median vergingen 19,6 Monate von der Operation des PT bis zur Operation der

ersten Met (Range 0,0-55,0 Monate). Tabelle 2.1.1 zeigt die wichtigsten Kenngréf3en des

untersuchten Kollektivs.

Tabelle 2.1.1/1: Darstellung des Kollektivs

Parameter KenngroRe
Anzahl Patienten 93
Anzahl PT 34
Anzahl Met 102
Anzahl Patienten mit PT und korrespondierender 25
Met

Anzahl der korrespondierenden Met von 25 29
Patienten mit PT KRK

Geschlecht

Mannlich 60 (65%)
Weiblich 33 (35%)
Alter (Mittelwert +/- Standardabw.)

Total 61.5 +/-9.8
Manner 60.4 +/- 9.3
Frauen 63.6 +/- 10.5
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2.1.2 Lokalisation des PT
Bei 7 Patienten (21%) lag der PT im proximalen Kolon (Coecum, Colon ascendens, Colon
transversum), bei 13 Patienten (38%) lag der PT im distalen Kolon (Colon descendens,
Sigma) und bei 14 Patienten (41%) lag ein Rektumkarzinom vor.

2.1.3 Klassifikation der PT KRK und der Met

Far die Klassifikation der PT wurden die allgemein gultigen UICC-Stadien verwendet. Tabelle
1.1.6/1 im Einleitungsteil zeigt die UICC- Stadien.

Die Met wurden nach der mTNM-Klassifikation nach Gayowski eingeteilt [Gayowski et al.
1994](Tab. 2.1.3/1).

Tabelle 2.1.3/1: mTNM- Stadien nach Gayowski

mT1 Solitédr <2 cm

mT2 Solitar> 2cm, multipel< 2cm, unilobar
mT3 Multipel>2cm, unilobar

mT4 Solitdr oder multipel, Invasion groRRer

Gefalie: V.portae, A. hepatica, Gallengang

N1 Abdominelle Lymphknoteninfiltration
M1 Extrahepatischer Tumornachweis
2.2 Material

2.2.1 Chemikalien und Biochemikalien

6X Loading Dye Solution Fermentas St. Leon-Rot
Actinomycin-D-Mannitol Sigma-Aldrich Hamburg

Agarose — LE Biozym Hessisch Oldendorf
Albumin Fraktion V Merck Darmstadt

Aqua ad iniectabilia Delta Select Dreieich

Aqua bidest UMG Géttingen

Borsaure Merck Darmstadt

DAPI Sigma-Aldrich Hamburg
Dextransulfat Merck Darmstadt
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DNS-Puffer

EDTA

Ethanol 100%

Ethanol 70%

Ethanol 85%

Ethidiumbromid

Formalin

Formamid

Na;HPO,

NaH,PO,

Natriumacetat

Natriumchlorid

Polysorbat 20% (Tween 20%)
Resin

Salzsaure 1 molar

Salzsaure 37%

Salzsaure 5 molar
tri-Natriumcitratdihydrat

Tris

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE)
Tris - HCI

Vectashield Mounting Medium

Xylol

2.2.2 Gerite

Anregungsfilter DAPI
Anregungsfilter FITC
Anregungsfilter TRITC/TxRed
BioPhotometer

Brutschrank

CCD-Kamera
Elektrophoresekammer
BlueMarine 100

Feinwaage BL 1500S

Hybridisierungskammer HYBrite

Magnetrihrer MR 3001

Fermentas
Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Vector Laboratories
Carl Roth

Genetix

Genetix

Genetix

Eppendorf

Memmert
Photometrics SENSYS

Serva Electrophoresis

Sartorius
Vysis

Heidolph Instruments

St. Leon-Rot
Heidelberg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Hamburg
Muanchen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Burlingame, USA

Karlsruhe

New Milton, GroRbritannien
New Milton, GroRbritannien
New Milton, GroRbritannien
Hamburg

Schwabach

Muanchen

Heidelberg

Géttingen
Downers Grove, USA

Schwabach
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Mikroskop Axioskop 40 FL
Mikrotom HM 400

Objektiv Plan-Neofluar 10x/0,30
Objektiv Plan-Neofluar 63x/1,25
Oil

pH-Meter CG820

Pipetten

Polaroid-Kamera MP4+ ICS
Power Mac G3

Power Mac G5

Thermomixer comfort
UV-Transluminator FLX 20.M
Vortex-Genie 2

Zentrifuge Centrifuge 5417R

Zentrifuge Concentrator 5301

Carl Zeiss
Microm
Carl Zeiss

Carl Zeiss

Schott Gerate
Eppendorf

Polaroid

Apple

Apple

Eppendorf

Vilber Lourmat
Scientific Industries
Eppendorf
Eppendorf

Jena
Volketswil, Schweiz
Jena

Jena

Mainz

Hamburg
Dreieich-Sprendlingen
Cupertino, USA
Cupertino, USA
Hamburg
Eberhardzell
Bohemia, USA
Hamburg

Hamburg

2.2.3 Verbrauchsmaterialien, Isolierungssysteme, molekulare Standards

Deckglaser
Eppendorf-Cups
Fixogum
Klvetten
Objekttrager
Pipettenspitzen

Reagiergefale 1,5 ml

QiAmp DNA Mini Kit

Lambda-DNA/EcoRI Marker
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker

Menzel-Glaser
Eppendorf
Marabu
Eppendorf
Menzel-Glaser
Sarstedt
Sarstedt

Qiagen

Fermentas

Fermentas

2.2.4 Nukleotide und DNS-Praparate

Biotin-16-dUTP

COT Human DNA
Digoxigenin-11-dUTP
Sequencing Grade dNTP Set

Roche
Roche

Roche

Amersham Biosciences

Braunschweig
Hamburg
Tamm
Hamburg
Braunschweig
Niambrecht

NuUmbrecht

Hilden

St. Leon-Rot
St. Leon-Rot

Penzberg
Penzberg
Penzberg

Piscataway, USA
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2.2.5 Fluoreszenzfarbstoffkonjugate

Anti-Digoxigenin-Rhodamin Roche

Fluorescein Avidin DCS Vector Laboratories
2.2.6 Enzyme

DNA-Polymerase |, E.coli Fermentas

DNAse | Roche

Pepsin Sigma-Aldrich

Proteinase K Roche

Penzberg

Burlingame, USA

St. Leon-Rot
Mannheim
Hamburg

Mannheim

2.2.7 Metaphasenpraparate und Ausarbeitungssoftware

CGH Metaphase Target Slides Abbott Molecular

ISIS FISH Imaging System Metasystems GmbH
Version 5.1.16

Metafer4 Version 3.2.2 Metasystems GmbH
CCD-Kamera Metasystems GmbH

2.3 Methoden

2.31 Tumorgewebe

Wiesbaden

Altlussheim

Altlussheim

Altlussheim

Das operativ entfernte Tumormaterial wurde in 4% gepuffertem Formalin fixiert und in

Paraffin eingebettet. Die histopathologische Klassifikation erfolgte an Hamatoxylin-Eosin

(HE) gefarbten Praparaten.

2.3.2 Referenzgewebe

Zur Herstellung der Referenz-DNS wurde Lebergewebe mannlicher und weiblicher Patienten

benutzt, da Lebergewebe auf Grund der hohen Zelldichte viel DNS besitzt und sich somit

optimal als Referenzgewebe eignet.
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Soweit nicht anders angegeben wurden alle Puffer und Lésungen mit Aqua bidest.

angesetzt.

2.3.3 DNA-Isolierung

2.3.3.1 Gewinnung genomischer Tumor-DNS aus Paraffinblocken

Um mdglichst viele Tumorzellen fur die DNS-Isolierung zu erhalten, wurden die zu den
jeweiligen Paraffinblécken korrespondierenden HE-Schnitte mikroskopisch durchsucht, damit
die verwendeten Gewebestlcke zumindest einen Anteil von 75% Tumorzellen enthielten. Mit
dem Mikrotom wurden 15 Schnitte mit einer Dicke von 10um aus den jeweiligen
Tumorbezirken der Paraffinblécke geschnitten und in Eppendorf-Cups (E-Cups) aufbewahrt.
Zur Extraktion des Gewebes aus dem Paraffin wurde jeweils zweimal 1000 ul Xylol und
anschlie®end in 2 Durchgangen jeweils 1000 pl Ethanol in die E-Cups pipettiert, 10 min
inkubiert, zentrifugiert und letztendlich wieder abpipettiert. Zum Trocknen wurden die Proben
fur 45 min gedffnet in den Brutschrank (60 °C) gestellt.

Zu den extrahierten Gewebeproben wurde 200 pyl DNA- Isolierungspuffer und 40 pl
Proteinase K hinzugefligt. Nachdem die Proben gut gevortext wurden, blieben sie tber
Nacht bei 55 °C und 850 rpm auf dem Thermomixer.

Am nachsten Tag folgte zunachst die Inaktivierung der Proteinase K. Hierzu wurden die
Proben fiir 8 min bei 95 °C auf den Thermomixer gestellt und anschlieend fiir 10 min bei
13500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (die DNA!) wurde nun in neue Cups pipettiert.

Nun begann die Aufreinigung der Proben mit dem Qiagen Kit. Pro Cup fligte man 200 pl AL-
Puffer (25-50% Guadiniumchlorid; Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller
macht keine genauen Angaben) hinzu, vortexte die Proben und stellte sie 10 min bei 70°C
und 1400 rpm auf den Thermomixer. SchlielRlich wurden 240ul reiner Ethanol hinzu pipettiert
und alles aus den Cups (650 ul) auf die Filter Gbertragen und 2 min bei 10000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Flussigkeitssdule wurde verworfen und der Filter mit der
darin befindlichen DNS auf eine neue Saule gesetzt und erneut 2 min bei 10000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Auch diese Flissigkeitssaule wurde verworfen und der Filter
auf eine neue Saule gesetzt. Nun wurden pro Filter 500 yl AW1 Puffer (50-100%
Guadiniumchlorid; Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht keine
genauen Angaben) hinzu pipettiert und die Proben erneut bei 10000 rpm 2 min zentrifugiert,
die Flussigkeitssaule wieder verworfen und 500 pyl AW2 Puffer (Puffer lag dem QiAmp DNA
Mini Kit bei, der Hersteller macht keine genauen Angaben) auf die in die neuen Saulen
gesetzten Filter pipettiert. Nachdem diese 3 min bei 14000 rpm zentrifugiert wurden und die

Flissigkeitssaule verworfen worden ist, beginnt das Herauslésen der DNS aus dem Filter.
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Dazu werden 50 ul AE-Puffer (Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller macht
keine genauen Angaben) auf die Filter pipettiert, nach 2 min Wartezeit wurden die Proben 2
min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der gesamte Vorgang des Herausldsens der DNS aus dem
Filter muss nun noch 1x wiederholt werden, um ein DNS-Endvolumen von 100 ul zu erzielen.
Zur Kontrolle der ungefahren Grof3e der Molekdile folgt nun die Auftrennung der DNS auf
einem Agarosegel mittels der Gelelektrophorese. Dabei wandert die negativ geladene DNS
im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Auf Grund des Molekularsiebeffektes
geschieht dies umso schneller, je kleiner die GroRe der Molekule ist.

Das Agarosegel wurde mit 75 mg Agarose, 45 ml Aqua bidest. und 5 ml 10 x TBE
hergestellt.

Auf einer Mikrotiterplatte wurden zunachst von jeder Probe 5 yl DNS mit 3 pl Loading Puffer
versetzt. Der Standard bestand aus 3 yl Loading Puffer, 5 pl Aqua ad iniect. und 1,5 pl
Lambda-DNA/EcoRI Marker mit Fragmentlangen von 21226, 7421, 5804, 5643, 4878 und
3530 Basenpaaren. Im Gelraum wurde zu dem Gel 7,5 yl Ethidiumbromid pipettiert und die
Proben plus Standard auf das Gel aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgte bei 80 V fur 45 min, danach wurde das Gel bei einer Wellenlange
von 312 nm unter UV-Licht fotografiert.

Zusatzlich erfolgte eine photometrische Messung der DNS-Konzentration doppelstrangiger
DNS bei einer Wellenlange von 260 nm im Photometer.

Dabei gilt: E=-Ig(T), wobei E fur die Extinktion und T fir die Transmission steht.

GemalR des Lambert-Beer‘schen Gesetzes ist die Extinktion proportional dem molaren
Extinktionskoeffizienten, der Konzentration des geldsten Stoffes und der Schichtdicke
(AE=e(mol) x ¢ x d), wobei AE fur die Extinktionsdifferenz, e(mol) den flr den molekularen
Extinktionskoeffizienten in L x mol™ x cm™, ¢ fiir die Konzentration in mol/l und d fiir die
Schichtdicke der Kiuvette in cm steht. Dadurch lasst sich die DNS-Konzentration der Lésung
in pg/ml bestimmen.

Durch Messung der Extinktion bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) lie3 sich ein
Quotient bilden mit dessen Hilfe die Reinheit der DNS beurteilt werden konnte. Optimal
waren dabei Werte zwischen 1,8 und 2,0.

Zur Messung der Konzentration wurden 5 pl DNS mit 95 ul Aqua ad iniect. verdiinnt und die

Extinktion bei 260 und 280 nm gegen Aqua ad iniect. als Leerwert im Photometer gemessen.

2.3.3.2 Gewinnung genomischer Referenz-DNS

Aus dem bei -80 °C gelagerten Lebergewebe wurden ca. 5 mm? groRe Stlicke herausgeldst,
zerkleinert und mit 360 uyl ATL-Puffer (Puffer lag dem QiAmp DNA Mini Kit bei, der Hersteller

macht keine genauen Angaben) sowie 40 ul Proteinase K versetzt. Nach der Inkubationszeit
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uber Nacht auf dem Photometer bei 55 °C erfolgte die weitere Verarbeitung gemaf den oben

beschriebenen Arbeitsschritten zur Gewinnung der Tumor-DNS.

2.3.4 Nicktranslation

Bei der Nicktranslation handelt es sich um eine standardisierte Methode zur Markierung der
DNS. Durch DNAse-I wurden zundchst Lucken (,nicks®) in die DNS geschnitten. Es handelt
sich dabei um Einzelstrangbriiche, wobei ein 3‘-Ende mit einer freien Hydroxylgruppe in der
DNS entsteht. Durch das Enzym DNS-Polymerase | folgte dann der Einbau markierter
Nukleotide in die DNS. Mit ihrer 5°-3‘- Endonukleaseaktivitat nutzt die DNS-Polymerase | die
“nicks” als Primer zur Entfernung der bestehenden Nukleotide und synthetisiert an das freie
3‘- Ende mit Hilfe der markierten Nukleotide in gleicher Richtung einen komplementaren
DNS-Strang [Kelly et al. 1970]. Zur Markierung wurden Biotin (fir die Tumor-DNS) und
Digoxigenin (fiir die Referenz-DNS) verwendet [Brigati et al. 1983]. Die Lange der DNS-
Fragmente sollte nach der Nicktranslation 150-650 bp betragen. In diesem Bereich findet
man eine verstarkte Intensitat und die einheitlichsten Ergebnisse bei der Hybridisierung. Die
Lange der DNS-Fragmente kann durch Anderung der Konzentration der DNase und
Polymerase sowie durch Veranderung der Reaktionszeit verandert werden.

Grundsatzlich wurde bei der Nicktranslation auf Eis pipettiert, um die Enzyme nicht vorzeitig
zu aktivieren.

Die Berechnung des DNS-Ansatzes erfolgte nach der Formel: 1000/DNS Konzentration
(ng/ml) x 3(pg)=....pl

Zu den Proben wurden jeweils die aus der oben genannten Formel resultierende Menge an
Aqua ad iniect., 10 pl Puffer, 2 yl dJATP dCTP dGTP-Ldsung (bestehend aus 5 ul dATP, 5 pl
dCTP, 5 ul dGTP und 485 ul Aqua bidest), 1 ul dTTP Lésung (bestehend aus 495ul Aqua
bidest. und 5 ul dTTP), 1 ul Biotin, 2 pl Polymerase und 1,2 yl DNAse Lésung (bestehend
aus 98 ul TRIS-HCL und 2 pl DNAse) hinzupipettiert.

AnschlieBend wurden die Proben bei 15 °C fur 50 min inkubiert.

Die Herstellung der Referenz-DNS erfolgte analog, mit dem Unterschied, dass anstatt Biotin
Digoxigenin verwendet wurde und die Inkubationszeit der Proben 60 min betrug.

Die Nicktranslation wurde nach der abgelaufenen Zeit durch Einfrieren der Proben bei —20
°C gestoppt.

Nach der Inkubationszeit erfolgte die DNS-Auftrennung der Nick-Produkte im Agarosegel.
Der Vorgang wurde im Punkt DNS-Isolierung ausfihrlich beschrieben und unterschied sich
bei der Nick-Translation nur dadurch, dass der Loading Buffer mit EDTA versetzt war (900 pl
Loading Dye, 100 yl EDTA) und anstatt von Lambda beim Standard puc 19 DNA/Mspl
(Hpall) Marker mit Fragmentlangen von 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34
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und 26 Basenpaaren verwendet wurde. EDTA diente hierbei der Inaktivierung der

Desoxyribonuklease sowie der DNS-Polymerase |I.

2.3.5 Comparative Genomic Hybridisation (CGH)

Bei der CGH handelt es sich um ein Verfahren, bei dem unterschiedlich markierte Tumor-
DNS (mit Biotin) und Referenz-DNS (mit Digoxigenin) gemischt und auf
Metaphasenpraparate hybridisiert werden. Die Metaphasenpraparate wurden aus
Lymphozytenkulturen mannlicher gesunder Spender durch Arrest in der Metaphase
hergestellt; die Referenz-DNS aus gesundem Lebergewebe mannlicher und weiblicher

Patienten.

2.3.5.1Herstellung des DNS-Pellets

Zu 100 pl Nick-Tumor-DNS wurden 67 pl Nick-Referenz- DNS, 80 ul Cot-1 DNS (verhindert
die unspezifische Hybridisierung noch repetitiver Sequenzen, vor allem an Zentromer- und
Telomerregionen), 12 ul NaAc (pH 4,8/3 M) und 680 pl reiner Ethanol (-20 °C) pipettiert.
AnschlieBend mussen die Proben mindestens 30 min bei -80 °C aufbewahrt und danach bei
4 °C und 14000 rpm Uber 30 min zentrifugiert werden. Nun wurde der Uberstand abpipettiert
und das Pellet in 800ul 70% Ethanol bei 45 °C und 1400 rpm zur Lésung von Salzen
gewaschen und bei 4 °C und 14000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Nach erneutem Abnehmen
des Uberstands wurde das Pellet fiir 30 min unter dem Abzug getrocknet. AbschlieRend
wurde zum Pellet 6 yl deionisiertes Formamid hinzu gegeben und das Pellet im

Thermomixer bei 37 °C und 14000 rpm geldst.

2.3.5.2 Pepsin- Verdau

Die pepsinolytische Behandlung der Metaphasenpraparate wurde durchgefihrt, um die
Proteine des Kernplasmas und des Chromatingeristes zu entfernen.

Zum Pepsin-Verdau wurden 20 pl Pepsin und 700 pl 1 molare HCI in eine Glaskiivette
gegeben und vermischt.

Die Objekttrager (von Vysis) wurden 5 min in die Glaskuvette getaucht, dann 5 min in 100 ml
2x SSC, fur 5 min in 70% Ethanol, 5 min in 85% Ethanol und fir 5 min in 100% Ethanol.

AbschlieBend wurden die Objekttrager 30 min zum Trocknen stehen gelassen.
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Tabelle 2.3.5.2/1: Inhaltsstoffe 20 x SSC

Stammlésung

Zusammensetzung

Hersteller

20xSSC

175,5 g Natriumchlorid

88,29 g Natriumcitrat-
dihydrat

1000 ml Aqua bidest.

pH 7,0

Merck ; Darmstadt,

Deutschland

2.3.5.3 Denaturierung der Objekttrager

Um Kontroll- und Tumor-DNS auf die Metaphasen-Chromosomen hybridisieren zu kénnen,

mussen diese als Einzelstrange vorliegen.

Zunachst wurde die Denaturierungslésung hergestellt. Diese bestand aus 5 ml 20 x SSC (pH

7), 5 ml NaH,PO4 (pH 7), 5 ml Aqua bidest. und 35 ml deionisiertem Formamid. Bei dieser

Lésung wurde ein pH von 7 eingestellt und sie wurde im Wasserbad auf 69 °C erhitzt.

Jeweils 2 Objekttrager wurden nun zunachst fir 2 min in die Denaturierungslésung gebracht,

dann fiir jeweils 5 min erst in 70% Ethanol, dann in 85% Ethanol, dann in 100% Ethanol.

AbschlieRend wurden die Objekttrager getrocknet und bei 37 °C auf den Hybrite gelegt.

Tabelle 2.3.5.3/1: Denaturierungslosung

Natriumdihydrogenphosphat
5 ml Aqua bidest.

35 ml deionisiertes
Formamid

pH 7,0

Stammlésung Zusammensetzung Hersteller
Denaturierungslésung 5ml 20x SSC pH 7,0
5mi0,5M Merck; Darmstadt,

Deutschland

Fluka; Buchs, Schweiz

2.3.5.4 Denaturierung der Proben

Hierzu werden 7 yl Master Mix (30% Dextransulfat) zu den Proben pipettiert, 6 min bei 78 °C
denaturiert und 30 min bei 37 °C vorhybridisiert.
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2.3.5.5 Hybridisierung

Die Hybridisierung ist der ausschlaggebende Faktor fiir die Auswertbarkeit der Ergebnisse.
Wichtig ist, dass die Farbung des Schwesterchromatins eines Chromosoms, die Farbung
homologer Chromosomen einer Metaphase und die Farbung gleicher Chromosomen in
unterschiedlichen Metaphasen gleich ist. Aulerdem soll die Bindung der markierten DNS an
die Zentromerregion und an heterochromatinreiche Regionen gering sein und die
Metaphasen nur eine geringe Hintergrundfarbung besitzen [Kallioniemi OP et al. 1994].

Die Proben wurden zunachst zentrifugiert, dann wurden 13 yl DNS-Mastermix auf ein
Objekttragerfeld aufgetragen. Jedes Objekttragerfeld wurde mit Deckglaschen der Grofie

15x15 mm und Fixogum verschlossen und fur 3 Tage in den Hybrite gelegt.

2.3.5.6 Ansetzen der Losungen

Losung A (70% Formamid, 2 x SSC)
Unter dem Abzug wurden 75 ml nicht-deionisiertes Formamid in ein Becherglas pipettiert,
dazu kamen 15 ml 20 x SSC und 60 ml Aqua bidest. Mit 5 molarer HCI| wurde der pH-Wert

der Lésung auf 7 eingestellt.

Losung B (2 x SSC)
In ein Becherglas wurde 40 ml 20 x SSC und 360 ml Aqua bidest. gegeben. Mit 5 molarer

HCI wurde auch hier ein pH-Wert von 7 eingestellt.

Losung C (4 x SSC, 0,1%Tween20)
In ein Becherglas wurden 60 ml 20 x SSC, 240 ml Aqua bidest und 300 pl Tween20

pipettiert. Mit 5 molarer HCI wurde ein pH-Wert von 7 eingestellt.
Blockinglosung(3%)
0,15 g BSA (bovines Serumalbumin) wurden auf einer Feinwaage abgewogen und in einem

E-Cup mit 5 ml Losung C vermischt.

Detektionslosung(1%)

1 ml Blockinglésung wurde mit 2 ml Lésung C in einem E-Cup vermischt.
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2.3.5.7 Waschen

Zunachst wurden 3 Kivetten mit Lésung A und 4 Klvetten mit Lésung B im Wasserbad (mit
Schuttelefekt) auf 42 °C erwarmt. Parallel dazu wurde mit Aqua dest. eine Feuchtkammer
hergestellt und die Deckglaschen der Objekttrager abgepustet. AnschlieRend wurden die
Objekttrager 2 min in Lésung B eingetaucht, um das Fixogum einzuweichen. Nachdem das
Fixogum herunter genommen wurde, wurden die Objekttrager jeweils 5 min 3x durch Lésung
A getaucht, anschlieRend 3x fur jeweils 5 min in Lésung B, um Verunreinigungen und
unspezifisch hybridisierte DNS zu entfernen.

2.3.5.8 Blocken

Zum Blocken wurden auf jeden Objekttrager 300 ul Blockingldsung pipettiert, mit einem
24x60 mm groRen Deckglas mdglichst luftblasenfrei abgedeckt und in der feuchten Kammer
eingedeckt. Die Kammer wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Blockingldésung diente dazu,

unspezifische Bindungen der Antikdrper zu verhindern.

2.3.5.9 Detektieren

Zunachst muss die Detektionslosung hergestellt werden. Dazu werden 1000 pl der
Detektionsldsung in ein dunkles E-Cup pipettiert und 15 ul Digoxigenin-Rhodamin und 5 ul
FITC-Avidin hinzugegeben und 10 min bei 37 °C auf den Thermomixer mit Schitteleffekt
(1000 rpm) gestellt und anschlieRend 3 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Den Uberstand (860-
900 ul) gab man in ein neues, mit Alufolie abgedunkeltes E-Cup. Diese Menge reichte fiir 2-3
Objekttrager aus.

Wichtig ist, dass von nun an im Dunklen gearbeitet wurde, da Fluoreszin-Avidin und anti-
Digoxigenin-Rhodamin lichtempfindlich sind. Fluoreszin-Avidin bindet an Biotin, anti-
Digoxigenin-Rhodamin bindet an Digoxigenin. In dem Wellenlangenbereich ihrer Emission
senden diese Fluorchrome bei Anregung rotes bzw. grines Licht aus, welches proportional
zur Menge der DNS ist. Zunachst wurden die Objekttrager aus der feuchten Kammer
genommen, die Deckglaschen vorsichtig entfernt und die Objekttrager mit Lésung C 3x
abgespdlt. AnschlieRend wurden 300 pl Detektionslésung auf jeden Objekttrager gegeben
und neue Deckglaser aufgesetzt. Die Objekttrager wurden dann 45-60 min in der feuchten
Kammer inkubiert. Wahrenddessen wurde Losung C im Wasserbad auf 42 °C erwarmt. Nach
der Inkubationszeit wurden die Deckglaser erneut entfernt und die Objekttrager 3x fur je 5
min in Lésung C gestellt. Nun wurde das DAPI angesetzt. Dazu wurde das fertige DAPI aus

der Zytogenetik (1 ml Vectashield, 50 ul Actinomycin, 1yl DAPI) verwendet. AnschlielRend
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wurden auf jeden Objekttrager 20 ul DAPI pipettiert und die Objekttrager mit 24x60 mm
grolien Deckglasern versehen.

DAPI bindet an A-T-reiche Regionen, ist Actinomycin-D-Mannitol gefarbt und gibt den
Chromosomen so das charakteristische QFH-Bandenmuster [Schweizer 1976 a, b;
Schweizer und Nagl 1976].

Die Objekttrager wurden nun im Praparatekasten bei 4 °C gelagert und innerhalb der

nachsten 2 Wochen fotografiert.

2.3.6 Auswertung der CGH

2.3.6.1 Fotografieren

Mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskops und der Metafer-Software wurden Metaphasen mit
einem 10x Ubersichtsobjektiv und einem 63x Olimmersionsobjektiv gesucht, die sich
besonders fir die Auswertung eigneten. Gemeint sind damit Metaphasen, bei welchen die
Chromosomen mdglichst nebeneinander liegen und sich nicht Uberkreuzen. Pro Metaphase
wurden dann mit einer aufgesetzten computergesteuerten CCD-Kamera (charge-coupled-
device) bei 820x Vergréfierung 3 monochrome Bilder fiir FITC, Rhodamin (TRITC) und DAPI
mit dafur geeigneten Lichtfiltern aufgenommen. Die Anregung der Fluorchrome erfolgte fr
DAPI bei 330-370 nm, fur FITC (grtin) bei 505 nm und fir Rhodamin (rot) bei 580-590 nm.
Die Emission wurde fir DAPI bei einer Wellenlange von 450-460 nm, fiir griin bei 535 nm
und fur rot bei 615-639 nm gemessen. Daraufhin wurden die drei Bilder Uberlagert, sodass

ein Tripel-Bild entstanden ist. Pro Fall wurden 20 Bilder fotografiert.

2.3.6.2 Auswertung der Bilder

Mit Hilfe des CGH-Auswertungsprogramms wurden pro untersuchter Gewebeprobe 20
Metaphasen ausgewertet und ein CGH- Profil erstellt. Die einzelnen Chromosomen wurden
mit einer Scherefunktion ausgeschnitten, an Hand ihrer Banderung karyotypisiert und nach
der Nomenklatur fir humane Chromosomen geordnet [Shaffer und Tommeruo 2005]. Stark
verunreinigte, verbogene und tbereinanderliegende Chromosomen wurden aussortiert.
Abbildung 2.3.6.2/1 zeigt das Bild einer Metaphase nach CGH sowie korrektem

Fotografieren und Legen des Karyogrammes.
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Abbildung 2.3.6.2/1: Bild einer Metaphase nach CGH

Nach der Karyotypisierung konnte mit der Software ein Fluoreszenzprofil erstellt werden, das
das Verhaltnis der Intensitaten von FITC zu TRITC widerspiegelte.

Abbildung 2.3.6.2/2 verdeutlicht, wie ein CGH-Profil erstellt wird.

Die Linie in der Mitte entspricht dem Ratio-Wert 1, Tumor- und Referenz-DNS liegen also in
gleicher Menge vor. Eine Verschiebung der Kurve nach rechts zeigt einen Zugewinn von
Chromosomenmaterial, also einer Zunahme der Intensitat des griinen Fluoreszenzlichtes.
Analog entspricht eine Verschiebung der Kurve nach links einer Deletion, also einer

Intensitatszunahme des roten Fluoreszenzlichtes.
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Abbildung 2.3.6.2/2: Erstellung eines CGH- Profiles [aus Hentze et al. 2000, S.20]

Aus den 20 Metaphasen wurde ein Summenidiogramm erstellt, um eine reprasentative
Aussage treffen zu kénnen.

Abbildung 2.3.6.2/3 zeigt ein solches Summenideogramm.

Die Grenze fiur den Verlust wurde bei 0,8 und fiir den Zugewinn bei 1,2 gesetzt. Als
Amplifikation galt ein Zugewinn von >1,5.

Griine Balken visualisieren Uberschreitungen des 95% Konfidenzintervalls tiber das Ratio-
Verhaltnis >1,2. Rote Balken zeigen ein Ratio-Verhaltnis von <0,8.

Im Einzelfall wurden, wenn diese Grenzen nicht erreicht wurden, aber ein eindeutiger Trend
vorhanden war, diese Veranderungen auch als trend-Verlust bzw. als trend-Gewinn definiert.
Erkennbar waren diese Veranderungen durch rote bzw. grine Balken neben den
Chromosomen. Sie wurden mittels der Nomenklatur fiir humane Chromosomen [Shaffer und
Tommeruo 2005] beschrieben.

Die Chromosomen (-arme) 1p, 16p, 17, 19, 20q, 22q und y wurden mit besonderer Vorsicht
interpretiert.

37



Intervallgrenzen der Mittelprofile
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Abbildung 2.3.6.2/3: Summenideogramm

In 11 Fallen ist die CGH trotz Wiederholung nicht gelungen. Diese Félle wurden in der
Auswertung nicht bericksichtigt. Chromosomale Aberrationen wurden in 32 von 34 PT (94%)

und in 94 von 102 (92%) der Lebermetastasen gefunden.

2.4 Statistische Methoden

Die Gesamtanzahlen an Veranderungen, Zugewinnen, Verlusten und Amplifikationen sowie
die Haufigkeit der Veranderungen der Einzelarme wurden jeweils mit einer einfaktoriellen
Varianzanalyse fir Daten mit Messwiederholungen (teilweise mehrere Metastasen pro
Patient) zwischen den Primartumoren (PT) und den zugehdrigen Lebermetastasen (Met)
verglichen. In gleicher Weise wurden der Einfluss der Parameter Geschlecht, T- und N-
Klassifikation und Lokalisation auf die Genetik untersucht.

Der vorliegende Datensatz setzt sich aus Messwerten fur PT und Met zusammen, die zum
Teil von denselben Patienten stammen, zum Teil aber unabhangig voneinander sind. Hierbei
handelt es sich insgesamt um 34 PT und 102 Met, darunter 25 PT mit 29
korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK. Dies beinhaltet, dass teilweise
Informationen Uber Met ohne zugehdrigen PT vorliegen, andererseits Informationen uber PT

ohne zugeharige Met vorliegen.
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Die statistische Gegenuberstellung von PT (n=25) und ihren zugehdrigen Met (n=29) lasst
sich wie oben beschrieben mit varianzanalystischen Verfahren fir Daten mit
Messwiederholungen, bzw. mit gemischten linearen Modellen, durchflhren. Diese
Gegenuberstellung habe ich sowohl firr die Einzelarme, als auch fir die Gesamtzahlen an
Veranderungen, Verlusten, Gewinnen und Amplifikationen in meine Arbeit mit
aufgenommen.

Fir die Gegenuberstellung der unabhangigen 34 PT und den (nur teilweise
korrespondierenden) 102 Met Iasst sich die Varianzanalyse nicht unverzerrt durchfiihren.
Hier wurden daher nur absolute und relative Haufigkeiten betrachtet und in die Arbeit mit
aufgenommen. Die Angabe eines verlasslichen p-Wertes ist hier nicht méglich. Dazu habe
ich mich eingehend in der Abteilung Medizinische Statistik der Georg-August-Universitat
Gottingen beraten lassen.

Die Dauer von der OP des PT bis zur ersten Metastase wurden mit Kaplan-Meier-Kurven
analysiert. Die onkogenetischen Baume wurden nach dem von-Heydebreck-Modell [von
Heydebreck et al. 2004] berechnet. Die Wurzel des Baumes zeigt das Stadium einer
normalen Zelle, welche ihre erste genetische Verdnderung erfahrt. Jede sichtbare
genetische Veranderung wird durch ein terminales Blatt des Baumes dargestellt. Die Knoten
innerhalb des Baumes reprasentieren versteckte genetische Alterationen, welche nicht direkt
beobachtet werden kénnen. Haufige, fruh auftretende genetische Verdnderungen sind
stammnah aufgezeichnet. Eine positive Korrelation zwischen genetischen Veranderungen,
die dazu neigen gemeinsam aufzutreten, sind an dem Schnittpunkt ihrer Wege zu erkennen.
Das Signifikanzniveau wurde mit o = 5% festgelegt. Bei den Einzelarmen wurden die p-
Werte beziglich einer False Discovery Rate von ebenfalls 5% adjustiert, um eine zu hohe
Zahl an falsch positiven Testentscheidungen zu verhindern. Alle Analysen wurden mit der

freien Software R (Version 2.8, www.r-project.org) sowie mit der Software GraphPad Prism,

4. Version vorgenommen.

2.5 Ethische Aspekte

Die vorliegende Dissertation ist Teil der Studie , Molekulargenetische Charakterisierung von
chemotherapierten und nicht-chemotherapierten kolorektalen Karzinomen und ihre Leber-,
Lungen-und Gehirnmetastasen mittels der komparartiven genomischen Hybridisierung®.

Die Ethik-Kommission der Universitdtsmedizin der Georg-August-Universitat hat am

25.11.05 keine ethischen oder rechtlichen Bedenken gegentiber der Studie gedulert.
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3. Ergebnisse

Das Gesamtkollektiv mit 34 Primartumoren (PT) kolorektaler Karzinome (KRK) und102
Lebermetastasen (Met) KRK enthalt ein kleineres Teilkollektiv, bei dem die PT von 25
Patienten mit PT KRK und deren korrespondierende Met (n=29) vorhanden waren. Es wird
erst dieses kleinere Kollektiv ausgewertet, anschlieRend erfolgt die Auswertung aller
untersuchten PT KRK (n=34) und aller untersuchten Met (n=102) von 93 Patienten mit PT

KRK und/oder korrespondierenden Met.

3.1 Auswertung der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden 29 Met

3.1.1 Auswertung der PT von 25 Patienten mit PT KRK und

korrespondierenden Met (n=29)

a) TNM-Stadium

pT-Klassifikation

Im untersuchten Kollektiv befanden sich 25 Patienten, bei denen sowohl der PT (n=25) als
auch die dazugehdrigen Met (n=29) untersucht wurden. Von den 25 PT wurden 5 (20%) als
pT2, 19 (76%) als pT3 und 1 (4%) als pT4 klassifiziert.

pN-Klassifikation

Bei 8 Patienten (32%) fand sich ein pNO-, bei 8 Patienten (32%) ein pN1- und bei 9 Patienten
(36%) ein pN2- Stadium (Tab. 3.1.1/1).

Tabelle 3.1.1/1: Zusammenhang zwischen dem pT- und dem pN- Stadium der PT von 25

Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met (n=29)

pT2 pT3 pT4
pNO 2 5 1
pN1 1 7 0
pN2 2 7 0




Status der Fernmetastasen

Bei 12 (48%) Patienten lagen bereits bei OP des PT Met vor, bei den verbliebenen 13 (52%)
Patienten war der Status der Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Untersuchung des OP-

Praparates des PT nicht eruiert wurden.

b) Klinische Angaben

Im Median entwickelten die 25 Patienten unseres Kollektivs mit PT KRK und
korrespondierenden Met nach 19,6 Monaten Met.

Die Wahrscheinlichkeit 12 Monate nach der OP des PT keine Metastasen zu haben betragt
66%, 24 Monate nach der OP des PT 40%, 36 Monate nach der OP des PT 20% und 48
Monate nach der OP des PT 10% (Abb. 3.1.1/1) .

—— Kaplan-Meier-Schatzer
***** 95%-Konfidenzband

Wabhrscheinlichkeit Metastase-frei

Monate

Abbildung 3.1.1/1: Kaplan-Meier-Kurve fur das Nichtauftreten von Met nach OP des PT
(n=25) von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met (n=29)

c) CGH der PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met
(n=29)

Bei den PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met waren es insgesamt
im Median 8 chromosomale Aberrationen. Die Anzahl der Zugewinne betrug insgesamt im
Median 3, die der Verluste insgesamt im Median ebenfalls 3 und die Anzahl der
Amplifikationen betrug im Median 0 (Tab. 3.1.1/2).
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Tabelle 3.1.1/2: Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der 25 PT von 25 Patienten mit PT KRK

und korrespondierenden Met (n=29)

Parameter PT

(n=25)
Median Aberrationen (Range) 8 (0-21)
Median Zugewinne (Range) 3 (0-10)
Median Verluste (Range) 3 (0-12)
Median Amplifikationen (Range) 0 (0-3)

Bei den 5 pT2-Tumoren von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met waren
es insgesamt im Median 8 chromosomale Aberrationen, die Anzahl der Zugewinne betrug im
Median 2, die der Verluste 3. Bei den 19 pT3-Tumoren von 25 Patienten mit PT KRK und
korrespondierenden Met waren es insgesamt im Median 9 chromosomale Aberrationen,
darunter befanden sich im Median 4 Zugewinne und 3 Verluste. Bei dem einen pT4-Tumor
von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met fanden wir 5 chromosomale

Aberrationen, darunter 4 Zugewinne und einen Verlust (Tab. 3.1.1/3).

Tabelle 3.1.1/3: Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pT-Stadium der
25 PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met (n=29)

pT2 pT3 pT4 p-Wert

(Kruskal-
Wallis-Test)

n 5 19 1

Median 8 (0-8) 9 (0-21) 5 (0-5) 0,76

Aberrationen

(Range)

Median 2 (0-6) 4 (0-12) 4(0-4) 0,47

Zugewinne

(Range)

Median Verluste |3 (0-6) 3 (0-12) 1(0-1) 0,45

(Range)

Bei den 8 pNO-Tumoren von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met waren
es insgesamt im Median 5 chromosomale Aberrationen, darunter im Median 4 Zugewinne

und ein Verlust. Bei den 8 pN1-Tumoren von 25 Patienten mit PT KRK und
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korrespondierenden Met waren es insgesamt im Median 5 chromosomale Aberrationen. Die
Anzahl der Zugewinne betrug bei den 8 pN1-Tumoren von 25 Patienten mit PT KRK und
korrespondierenden Met im Median 2, die der Verluste 3. Bei den 9 pN2-Tumoren von 25
Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met waren es insgesamt im Median 10

chromosomale Aberrationen, darunter im Median 5 Zugewinne und 5 Verluste (Tab. 3.1.1/4).

Tabelle 3.1.1/4: Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pN-Stadium der
25 PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met (n=29)

pNO pN1 pN2 p-Wert

(Kruskal-
Wallis-Test)

n 8 8 9

Median 5 (0-13) 5 (0-10) 10 (0-16) 0,04

Aberrationen

(Range)

Median 4 (0-10) 2 (0-7) 5(0-11) 0,27

Zugewinne

(Range)

Median Verluste |1 (0-3) 3 (0-7) 5 (0-10) 0,02

(Range)

Der Zusammenhang zwischen der Zeitspanne der OP des PT und der OP der Met sowie der
Anzahl der Aberrationen des PT ist in Tab. 3.1.1/5 dargestellt.

Tabelle 3.1.1/5: Zusammenhang zwischen der Zeitspanne Operation (OP) des PT bis OP
der Met und Anzahl der Aberrationen des PT von 25 Patienten mit PT KRK und

korrespondierenden Met (n=29)

Patient Zeitspanne OP PT- | Anzahl der

(anonymisiert) OP Met Aberrationen des
PT

1 29 Monate, 9 Tage 21

2 55 Monate 5

3 0 Monate, 0 Tage 0

4 1.Met: 19 Monate, 5 | 3

Tage
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2.Met: 30 Monate, 23
Tage

5 10 Monate, 1 Tag 5
6 0 Monate, 0 Tage 9
7 0 Monate, 0 Tage 10
8 1.Met: 0 Monate, 0 10

Tage

2.Met: 13 Monate, 18

Tage

3.Met: 27 Monate, 3

Tage
9 21 Monate, 25 Tage |5
10 3 Monate, 20 Tage 9
11 47 Monate, 25 Tage | 10
12 1 Monat, 13 Tage 13
13 17 Monate, 17 Tage | 6
14 11 Monate, 14 Tage | 10
15 1 Monat, 18 Tage 8
16 23 Monate, 19 Tage | 10
17 25 Monate, 26 Tage |8
18 14 Monate, 17 Tage | 11
19 19 Monate, 29 Tage |5
20 42 Monate, 18 Tage | 8
21 32 Monate, 6 Tage 17
22 37 Monate, 9 Tage 2
23 1.Met: 11 Monate, 1 1

Tag

2.Met: 12 Monate, 15

Tage
24 32 Monate, 23 Tage | 5
25 48 Monate, 8 Tage 0
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d) Onkogenetischer Baum der 25 PT von 25 Patienten mit PT KRK und

korrespondierenden Met (n=29)

Aus dem Stammbaum der PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met
(Abb. 3.1.1/2) lasst sich herleiten, dass der Zugewinn von 13q und 20q sowie der Verlust von
18q bereits sehr frih in der Tumorigenese KRK auftritt. Spat hingegen fanden sich Verluste
von 4p, 8p und 17p. Haufige gemeinsame Veranderungen sind der Zugewinn von 7p
gemeinsam mit dem Zugewinn von 7q, der Verlust von 8p gemeinsam mit dem Zugewinn
von 8q, der Verlust von 17p gemeinsam mit dem Verlust von 18p sowie der gemeinsame

Verlust von 4p und 4q.

e H18pminus
o 17pminus
3 H18gminus
—e H13qgplus
] = H20pplus
] —————e H8qgplus
— o H8pminus
T K7 gplus
| l HTpplus
. H20qgplus
’ Adgminus

—————— e Xdpminus

Abbildung 3.1.1/2: Onkogenetischer Baum der 25 PT von 25 Patienten mit PT KRK und

korrespondierenden Met (n=29)
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3.1.2 Auswertung der 29 korrespondierenden Met der 25 Patienten mit

PT KRK und korrespondierenden Met

a) CGH der 29 korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK und

korrespondierenden Met

Bei den 29 korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK fanden sich insgesamt im

Median 8 chromosomale Aberrationen. Die Anzahl der Zugewinne betrug bei den 29

korrespondierenden Met insgesamt im Median 3, die der Verluste 3 und die Anzahl der

Amplifikationen betrug im Median 0 (Tab. 3.1.2/1).

Tabelle 3.1.2/1: Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der Met (n=29) der 25 PT KRK

Parameter Met
(n=29)
Median Aberrationen (Range) 8 (0-29)
Median Zugewinne (Range) 3 (0-18)
Median Verluste (Range) 3 (0-10)
5)

Median Amplifikationen (Range)

0 (O-

b) Onkogenetischer Baum der 29 korrespondierenden Met von 25 Patienten mit

PT KRK

Analog gilt fir den Stammbaum der korrespondierenden 29 Met von 25 Patienten mit PT

KRK (Abb. 3.1.2/1), dass Zugewinne von 13q und 20q sowie ein Verlust von 18q frih in der

Tumorigenese auftreten, wohingegen wir Verluste von 1p und 18p, sowie einen Zugewinn

von 17q erst spat in der Tumorigenese beschreiben kdnnen. Haufig tritt ein Zugewinn von 8q

gemeinsam mit einem Verlust von 8p auf. Weitere gemeinsame Veranderungen sind

Zugewinne von 7p und 7q, Verluste von 18p und 18q sowie einen Zugewinn von 20p

gemeinsam mit einem Verlust von 4q.

Im Vergleich zu den PT KRK zeigen die Met zusatzliche im Verlauf der Tumorigenese

auftretende Zugewinne von Chromosomenarm 6p und 17q, sowie spat auftretende Verluste

von Chromosomenarm 1p.
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e X6pplus
o A20pplus

o Adgminus

* X17qplus
K7pplus

X7qgplus

KA8pminus
A8qgplus

HKlpminus

X18gminus

L—————— A18pminus

——e K13qgplus

L X20qplus

Abbildung 3.1.2/1: Onkogenetischer Baum der korrespondierenden Met (n=29) der 25 PT
KRK
3.1.3 Vergleich zwischen den 25 PT KRK und den korrespondierenden 29 Met

a) CGH der 25 PT KRK und der korrespondierenden 29 Met

Insgesamt fanden sich bei den PT von 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden
Met im Median 8 chromosomale Aberrationen, darunter im Median insgesamt 3 Zugewinne,
3 Verluste und 0 Amplifikationen. Bei den korrespondierenden 29 Met von 25 Patienten mit
PT KRK fanden sich insgesamt ebenfalls im Median 8 chromosomale Aberrationen, darunter
im Median 3 Zugewinne, 3 Verluste und 0 Amplifikationen. Es fand sich kein signifikanter
Unterschied an Zugewinnen, Verlusten und Amplifikationen zwischen den 25 PT KRK und
deren korrespondierenden Met (n=29) (Tab. 3.1.3/1).
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Tabelle 3.1.3/1: Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der 25 PT KRK und ihrer

korrespondierenden Met (n=29)

Parameter

PT
(n=25)

Met
(n=29)

p-Wert (Mann-
Whitney-U Test)

Median Aberrationen (Range) 8 (0-21) 8 (0-29) 0,96
Median Zugewinne (Range) 3 (0-10) 3 (0-18) 0,75
Median Verluste (Range) 3 (0-12) 3 (0-10) 0,7
Median Amplifikationen (Range) 0 (0-3) 0 (0-5) 1,0

Die Abbildungen 3.1.3/1-4 verdeutlichen sowohl die gemeinsamen chromosomalen
Aberrationen der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden 29 Met als auch die zusatzlichen
chromosomalen Aberrationen der 25 PT KRK beziehungsweise die zusatzlichen
chromosomalen Aberrationen der 29 korrespondierenden Met.

Die Auswertung erfolgt hierbei separat bei 22 Patienten mit einer untersuchten
korrespondierenden Met (Abb. 3.1.3/1+2) bzw. 3 Patienten mit 2-3 untersuchten
korrespondierenden Met (Abb. 3.1.3/3+4). In den Abbildungen aufgeflihrt sind nur die

Chromosomenarme, an welchen Aberrationen detektiert wurden.

Die haufigsten gemeinsamen Zugewinne der 22 PT KRK mit einer untersuchten
korrespondierenden Met waren Zugewinne von 6p, 7, 8q, 13q, 17q und 20. Der haufigste
primar bei den PT zu beobachtende Zugewinn war der Zugewinn von 13q. Die haufigsten

zusatzlichen Zugewinne der Met waren Zugewinne von 6p, 7 und 12q (Abb. 3.1.3/1).

B Zugewinne PT und Met

zusatzliche Zugewinne
PT

18 zusétzliche Zugewinne
=16 Met
S14
?,12
0
6
F b | .
E% | | I | | I | | (AN 1nn
g
é 1g 29 5p 6p 7p 8p 9p 10p 11p 12p 13q 159 16q 179 19p 20p 21g Xp

Chromosomenarm

Abbildung 3.1.3/1: Zugewinne bei PT mit einer korrespondierenden Met (n=22)

Die haufigsten gemeinsamen Verluste der 22 PT mit einer untersuchten korrespondierenden

Met waren Verluste von 4q, 8p und 18q, die haufigsten vorrangig bei den PT zu
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beobachteten Verluste waren Verluste von 4 und 18q. Die haufigsten zuséatzlichen Verluste
der Met waren Verluste von 1p und 18p (Abb. 3.1.3/2).

[y
ONPOOCOND

Anzahl der Verluste

H Verluste PT und Met

zusatzliche Verluste PT

B zuséatzliche Verluste Met

1p 19 29 3p 3q 4p 4q 5p 59 8p 9p 9q 10p10gq11p11gq12p12913q1l4q15q17p17q18p18q20p20q21q22qg Xp

Chromosomenarm

Abbildung 3.1.3/2: Verluste bei PT mit einer korrespondierenden Met (n=22)

Bei 3 Patienten mit PT KRK haben wir 2-3 korrespondierende Met untersucht. Die CGH-

Ergebnisse dieser Patienten sind im Folgenden dargestellt (Abbildungen 3.1.3/3+4).

Der haufigste gemeinsame Zugewinn bei 3 Patienten mit PT KRK und 2-3 untersuchten

korrespondierenden Met ist ein Zugewinn von 13q, der haufigste primar bei den PT zu

beobachtende Zugewinn ist ein Zugewinn von 20q und der haufigste zusatzliche Zugewinn
der Met ist ein Zugewinn von 6p (Abb. 3.1.3/3).

2,5

1,5

0,5

Anzahl der Zugewinne

6p 7p 7q 8q 13q 20q

Chromosomenarm

M Zugewinne PT und Met

zusatzliche Zugewinne PT

M zuséatzliche Zugewinne Met

Abbildung 3.1.3/3: Zugewinne der PT mit 2-3 korrrespondierenden Met (n=3)
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Die haufigsten gemeinsamen Verluste der PT von 3 Patienten mit PT KRK und 2-3
untersuchten korrespondierenden Met waren Verluste von 13q und 18q. Die haufigsten

zusatzlichen Verluste der Met waren Verluste von 4q und 6q (Abb. 3.1.3/4).

2,5
2
3
[7,]
=
1 )
1]
=~ = H Verluste PT und Met
3
< _
= 1 zusatzliche Verluste PT
g
= zusatzliche Verluste Met
0,5
0

49 59 6g 8p 8q 13g 159 17p 18p 18q

Chromosomenarm

Abbildung 3.1.3/4: Verluste der PT mit 2-3 korrespondierenden Met (n= 3)

Die Tabellen 3.1.3/2-5 zeigen, wie haufig die einzelnen Chromosomen (-arme) von
chromosomalen Aberrationen betroffen sind. Die Tabellen 3.1.3/2+3 fokussieren sich hierbei
zunachst auf die gemeinsamen chromosomalen Aberrationen von 25 PT KRK und den
korrespondierenden Met (n=29). Die Tabellen 3.1.3/4+5 zeigen die zusatzlichen
chromosomalen Aberrationen der 29 korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK.
Aufgefihrt sind nur die Chromosomenarme, an denen chromosomale Aberrationen detektiert
wurden.

Es wurden 118 gemeinsame Aberrationen bei 25 PT von Patienten mit KRK und
korrespondierenden Met (n=29) gefunden (Tab. 3.1.3/2+3).

Bei den gemeinsamen Aberrationen zwischen den 25 PT KRK und ihren korrespondierenden
Met (n=29) fanden wir 74 (62,7%) Zugewinne und 44 (37,3%) Verluste. Der am haufigsten
gesehene gemeinsame Zugewinn war ein Zugewinn von 20q, gefolgt von Zugewinnen von
13q sowie von7p, 8q und 20p; gefolgt von Zugewinnen von 7q, sowie von 6p und 17q. Als
haufigsten gemeinsamen Verlust fanden wir einen Verlust von18q, gefolgt von Verlusten von

4q und 8p.
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Tabelle 3.1.3/2: Gemeinsame Zugewinne der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden Met
(n=29)

Chromosom (- | 20q 13q 7p, 8q, 79 6p, 179 | 5p 2q, 5q,

enarm) 20p 9p, 12,
16

Anzahl der 17 13 jeweils7 | 6 jeweils 4 | 2 jeweils

Aberrationen (14,4%) | (11%) (5,9%) (5,1%) (3,4%) (1,7%) |1

(% an 118 (0,8%)

gemeinsamen

chromosomalen

Aberrationen)

Tabelle 3.1.3/3: Gemeinsame Verluste der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden Met (n=
29)

Chromosom (- 18q 4q, 8p 18p 1p, 3p, 4p, 39, 9p, 11,
enarm) 13q, 14q, Xp
17p
Anzahl der 14 (11,9%) | jeweils 5 3 (2,5%) jeweils 2 jeweils 1
Aberrationen (4,2%) (1,7%) (0,8%)
(% an 118
gemeinsamen
chromosomalen
Aberrationen)

Insgesamt wurden 115 zusatzliche chromosomale Aberrationen der korrespondierenden Met
(n=29) im Vergleich zu ihren PT gefunden. Die Tabellen 3.1.3/4+5 zeigen die betroffenen
Chromosomen(-arme) und den Anteil der jeweiligen Aberration an den zuséatzlich
gefundenen Aberrationen.

Es wurden bei den zusatzlichen chromosomalen Aberrationen der untersuchten 29
korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK 67 Zugewinne (58,3% der
Aberrationen) und 48 Verluste (41,7% der Aberrationen) gefunden.

Die haufigsten zusatzlichen Zugewinne der korrespondierenden Met waren Zugewinne von
6p und 7 gefolgt von Zugewinnen von 12q und 20q. Die haufigsten zusatzlichen Verluste der

korrespondierenden Met waren Verluste von 1p, 4q, 59, 8p und 18p.
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Tabelle 3.1.3/4: Zuséatzliche Zugewinne der Met (n= 29) von 25 PT KRK

Chromosom ( - 6p 7 12q,20qg | 6q, 8q, 1q, 10q, 2p, 5q,
enarm) 9q, 10p, 16q, 17q 11, 15q,
12p, 13q, 16p, 17p,
20p, Xq 18q, 19,
21q
Anzahl der 6 (5,2%) | 5(4,3%) | jeweils4 | jeweils 3 |jeweils2 | jeweils 1
Aberrationen (3,5%) (2,6%) (1,7%) (0,9%)
(% an 115
zusatzlichen
chromosomalen
Aberrationen der
korrespondierenden
Met)
Tabelle 3.1.3/5: Zusétzliche Verluste der Met (n= 29) von 25 PT KRK
Chromosom( - 1p, 4q, 5q, 3p, 17p 2q, 4p, 6q, 3q, 5p, 8q,
enarm) 8p, 18p 18q, 21q 9,11, 12,
14q, 15q,
22q
Anzahl der jeweils 4 jeweils 3 jeweils 2 jeweils1
Aberrationen (% an | (3,5%) (2,6%) (1,7%) (0,9%)

115 zusatzlichen
chromosomalen
Aberrationen der
korrespondierenden
Met)

Die Auswertung der chromosomalen Aberrationen der 25 PT KRK und der

korrespondierenden 29 Met ist in Tabelle 3.1.3/6 dargestellt. Es sind nur die

Chromosomenarme aufgefiihrt, an denen chromosomale Aberrationen detektiert wurden. Ein

statistisch signifikanter Unterschied der chromosomalen Aberrationen zwischen PT und Met

I&sst sich nicht nachweisen. Auffallend ist jedoch, dass 8% der von uns untersuchten PT von

25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met einen Verlust von Chromosomenarm

1q aufweisen, wohingegen keine der von uns untersuchten korrespondierenden Met diese

Veranderung aufweist (p=0,13). Des Weiteren sind 34% der von uns untersuchten
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korrespondierenden Met von einem Zugewinn von Chromosomenarm 6p betroffen,
wohingegen der Zugewinn von Chromosomenarm 6p nur 16% der dazugehdrigen PT betrifft
(p=0,13). Auch der Zugewinn von Chromosomenarm 12q lasst sich bei 17% der
untersuchten korrespondierenden Met, jedoch nur bei 4% der untersuchten
korrespondierenden PT nachweisen (p=0,13). Weiterhin zeigt sich der Verlust von 18q bei
76% der untersuchten PT von 25 Patienten mit PT KRK, bei den korrespondierenden Met

I&sst sich der Verlust von 18q nur bei 55% der untersuchten Proben nachweisen (p=0,11).

Tabelle 3.1.3/6: Auswertung der chromosomalen Aberrationen der 25 PT KRK und der

korrespondierenden 29 Met

Chromosomale Anzahl der von Anzahl der | p
Aberration der Aberration von der

betroffenen PT Aberration

(%) betroffenen

Met (%)

1gplus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
1pminus 4(16%) 6(21%) 0,67
1gminus 2 (8%) 0 (0%) 0,13
2pplus 0(0%) 1(3%) 0,36
2qplus 1 (4%) 1 (3%) 0,92
2gminus 0(0%) 2 (7%) 0,19
3pplus 1 (4%) 0(0%) 0,29
3pminus 3 (12%) 5 (17%) 0,6
3gminus 2 (8%) 2 (7%) 0,88
4pminus 6 (24%) 4 (14%) 0,34
4gminus 10 (40%) 9 (31%) 0,5
Spplus 2 (8%) 2 (7%) 0,88
5qplus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
Spminus 0(0%) 1 (3%) 0,36
Sgminus 1 (4%) 4 (14%) 0,22
6pplus 4 (16%) 10 (34%) 0,13
6qplus 1 (4%) 3(10%) 0,38
6gminus 0(0%) 2 (7%) 0,19
Tpplus 9 (36%) 12 (41%) 0,69
7qplus 9 (36%) 11 (38%) 0,89
8pplus 1 (4%) 0(0%) 0,29
8qplus 8 (32%) 10 (34%) 0,85
8pminus 7 (28%) 9 (31%) 0,82
8gqminus 0(0%) 1 (3%) 0,36
9pplus 1 (4%) 1 (3%) 0,92
9gplus 1 (4%) 3 (10%) 0,38
9pminus 2 (8%) 2 (7%) 0,88
9gminus 1 (4%) 1 (3%) 0,92
10pplus 1 (4%) 3 (10%) 0,38
10gplus 0(0%) 2 (7%) 0,19
10pminus 1 (4%) 0(0%) 0,29
10gminus 1 (4%) 0(0%) 0,29
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11pplus 1 (4%) 1 (3%) 0,92
11gplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
1 1pminus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
11gminus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
12pplus 1 (4%) 4 (14%) 0,22
12gplus 1 (4%) 5 (17%) 0,13
12pminus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
12gminus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
13gplus 18 (72%) 16 (55%) 0,21
13gminus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
14gminus 5 (20%) 3 (10%) 0,33
15gplus 1 (4%) 1 (3%) 0,92
15gminus 3 (12%) 1 (3%) 0,24
16pplus 2 (8%) 2 (7%) 0,88
16qgplus 2 (8%) 3 (10%) 0,77
17pplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
17gplus 5 (20%) 6 (21%) 0,95
17pminus 6 (24%) 5(17%) 0,55
17gminus 1(4%) 0 (0%) 0,29
18qgplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
18pminus 7 (28%) 7 (24%) 0,75
18gminus 19 (76%) 16 (55%) 0,11
19pplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
19gplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
20pplus 9 (36%) 10 (34%) 0,91
20gplus 20 (80%) 21 (72%) 0,52
20pminus 1 (4%) 0 (0%) 0,29
21gplus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
21gminus 1 (4%) 2 (7%) 0,65
22qplus 1 (4%) 0 (0%) 0,29
22gminus 0 (0%) 1 (3%) 0,36
Xpplus 1 (4%) 0 (0%) 0,29
Xqgplus 1 (4%) 3 (10%) 0,38
Xpminus 1 (4%) 1 (3%) 0,92

3.2 Auswertung der PT aller Patienten (n=93) des Kollektivs

3.21 Auswertung der PT aller Patienten des Kollektivs (n=93)

a) Lokalisation der PT aller Patienten

Bei 16 der insgesamt 93 Patienten des Kollektivs (17%) lagen keine Informationen zur

genauen Lokalisation des KRK vor.



Bei den meisten Patienten befand sich der PT im Rektum (47% der Patienten), ein etwas

geringerer Anteil der PT lag im Sigma (35%), 13% der PT lag im rechtsseitigen Colon und

jeweils 2,5% im Colon transversum und im Colon descendens.

Tabelle 3.2.1/1: Lokalisation der PT von 77 der insgesamt 93 Patienten des Kollektivs

Lokalisation Absolute Anzahl (n=77) %

Coecum/Colon ascendens 10 13
Colon transversum 2 2,5
Colon descendens 2 25
Sigma 27 35
Rektum 36 47

b) TNM-Stadium der PT aller Patienten (n=93)

Bei 30 der 93 Patienten (32%) konnte bei Untersuchung der Met keine genaue TNM-
Klassifikation des PT eruiert werden (Tab. 3.2.1/2).

Bei 1,5% der untersuchten Patienten lag ein pT1-Stadium vor, bei 16% ein pT2-, bei 73%

ein pT3- und bei 9,5% der Patienten des untersuchten Kollektivs lag ein pT4-Stadium des PT

vor. Bei 35% der untersuchten Patienten lag ein pNO- Stadium vor, bei 29% ein pN1-, bei

35% ein pN2- und bei 1% der untersuchten Patienten lag ein pNx-Stadium vor. Bei 1% der

untersuchten Patienten lag bei Untersuchung des PT ein pMO-Stadium vor, bei 37% der

untersuchten Patienten lag bereits ein pM1-Stadium vor. Bei den pM1-Stadien war bei allen

23 Patienten das KRK in die Leber metastasiert, bei einem Patienten bestanden dartber

hinaus Metastasen in den Ovarien. Bei 62% der Patienten waren bei der pathologischen

Untersuchung keine sicheren Angaben Uber Fernmetastasen bekannt (cMX).

Tabelle 3.2.1/2: TNM-Klassifikation der PT von 63 der insgesamt 93 Patienten des Kollektivs

TNM Absolute Anzahl (n=63) %
pT1 1 1,5
pT2 10 16
pT3 46 73
pT4 6 9,5
pNO 22 35
pN1 18 29
pN2 22 35
pNXx 1 1
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pMO

pM1

23

pMx

39

3.3 Auswertung aller untersuchten PT KRK (n=34) und aller untersuchten Met

(n=102)

3.3.1 Auswertung der 34 untersuchten PT KRK

a) TNM-Stadium und Grading

pT-Klassifikation

Insgesamt wurden 34 PT KRK untersucht. Bei 6 Patienten (18%) lag bei Diagnose des PT

das Tumorstadium pT2, bei 26 Patienten (76%) das Tumorstadium pT3 und bei 2 Patienten

(6%) das Tumorstadium pT4 vor.

pN-Klassifikation

Bei Operation des PT hatten 10 von 34 Patienten (30%) tumorfreie Lymphknoten (pNO),
darunter befanden sich 2 (20%) pT2, 7 (70%) pT3 und 1 (10%) pT4- Tumoren. Bei 12

Patienten (35%) lag bereits ein pN1-Stadium vor. Darunter befanden sich 1 (8%) pT2-Tumor

und 11 (92%) pT3-Tumoren.
Bei 12 Patienten (35%) lag ein pN2-Stadium vor. Davon waren 2 (17%) pT2-Tumoren, 9

(75%) pT3-Tumoren und 1 ( 8%) pT4-Tumor (Tab. 3.3.1/1).

Tabelle 3.3.1/1: Zusammenhang zwischen dem pT- und dem pN- Stadium der 34 PT KRK

pT2 pT3 pT4
pNO 2 7 1
pN1 1 11 0
pN2 2 9 1
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Status der Fernmetastasen

Bei 18 (53%) Patienten lagen zum Zeitpunkt der Operation Met vor (pM1). Darunter waren 1
(5,5%) pT2-Tumor, 16 (89%) pT3-Tumoren und 1 (5,5%) pT4-Tumor.

Bei 16 (47%) Patienten war der Status der Fernmetastasen nicht eruiert wurden (pMx).
Darunter befanden sich 4 (25%) pT2-Tumoren, 11 (68,75%) pT3-Tumoren und 1 (6,25%)
pT4-Tumor.

Grading

Von den 34 PT wurden 33 (97%) als G2 eingestuft, 1 (3%) als G4.

b) Anzahl der chromosomalen Aberrationen von 34 PT KRK

Bei 2 von 34 Patienten wurden keine chromosomalen Aberrationen festgestellt, wohingegen
bei einem Patienten 21 chromosomale Veranderungen festgestellt wurden. Im Median betrug
die Anzahl der Aberrationen bei den 34 PT KRK insgesamt 7,5 (Range 0-21).

Die Anzahl an Zugewinnen betrug bei den 34 PT KRK im Median insgesamt 3,5 (Range 0-
10), die der Verluste im Median 2,5 (Range 0-12) und die Anzahl der Amplifikationen betrug
im Median 0 (Range 0-3) (Tab. 3.3.1/2).

Tabelle 3.3.1/2: Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der 34 untersuchten PT KRK

Parameter PT (n=34)
Median 7,5 (0-21)
Aberrationen(Range)

Median Zugewinne 3,5 (0-10)
(Range)

Median Verluste (Range) 2,5 (0-12)
Median Amplifikationen 0 (0-3)
(Range)

Bei den 5 pT2-Tumoren von 34 PT KRK fanden sich insgesamt im Median 8 chromosomale
Aberrationen. Die Anzahl der Zugewinne betrug insgesamt im Median 2, die der Verluste 3.
Bei den 27 pT3-Tumoren von 34 PT KRK waren es insgesamt im Median 8 chromosomale

Aberrationen, darunter im Median insgesamt 4 Zugewinne und 2 Verluste. Bei den 2 pT4-
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Tumoren von 34 PT KRK betrug die Anzahl der chromosomalen Aberrationen im Median 6,

darunter befanden sich insgesamt im Median 3,5 Zugewinne und 2,5 Verluste (Tab. 3.3.1/3).

Tabelle 3.3.1/3: Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pT-Stadium von

34 PT KRK
pT2 pT3 pT4 p-Wert

(Kruskal-
Wallis-Test)

n 5 27 2

Median 8 (0-8) 8 (0-21) 6 (0-2) 0,87

Aberrationen

(Range)

Median 2 (0-6) 4 (0-12) 3,5 (0-1) 0,39

Zugewinne

(Range)

Median Verluste |3 (0-6) 2 (0-12) 2,5 (0-3) 0,52

(Range)

Bei den 10 pNO-Tumoren von 34 PT KRK fanden sich insgesamt im Median 5 chromosomale

Aberrationen, darunter im Median insgesamt 4 Zugewinne und 1 Verlust. Bei den 12 pN1-

Tumoren von 34 PT KRK waren es insgesamt im Median 5 chromosomale Aberrationen, die

Anzahl der Zugewinne betrug insgesamt im Median 3, die der Verluste 2. Bei den 12 pN2-

Tumoren von 34 PT KRK fanden sich insgesamt im Median 10 chromosomale Aberrationen,

darunter insgesamt im Median 5 Zugewinne und 5 Verluste (Tab. 3.3.1/4).
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Tabelle 3.3.1/4: Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pN-Stadium von

34 PT KRK
pNO pN1 pN2 p-Wert

(Kruskal-
Wallis-Test)

n 10 12 12

Median 5 (0-13) 5 (0-11) 10 (0-20) 0,08

Aberrationen

(Range)

Median 4 (0-10) 3 (0-8) 5(0-12) 0,48

Zugewinne

(Range)

Median Verluste |1 (0-3) 2 (0-7) 5(0-11) <0,01

(Range)

c)

CGH der 34 untersuchten PT KRK

Die haufigsten Zugewinne der 34 untersuchten PT KRK sind Zugewinne von 13q und 20q,
der haufigste Verlust ist ein Verlust von 18q (Abb. 3.3.1/1 + Tab. 3.3.1/5). Es sind nur die

Chromosomenarme aufgeflihrt, an welchen chromosomale Aberrationen detektiert wurden.
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Abbildung 3.3.1/1: Graphische Darstellung der CGH-Ergebnisse der 34 untersuchten PT
KRK

Tabelle 3.3.1/5 zeigt die gefundenen chromosomalen Aberrationen der 34 untersuchten PT
KRK. Chromosomale Aberrationen, die bei mindestens 20% der 34 untersuchten PT KRK
auftraten sind in rot hervorgehoben. Es handelt sich hierbei um Zugewinne von 7, 8q, 13q

und 20, sowie um Verluste von 4, 8p, 17p und 18.

Tabelle 3.3.1/5: Ubersicht (iber die chromosomalen Aberrationen der 34 untersuchten PT
KRK

Zugewinne PT | Verluste PT
1p 0 5 (15%)
1q 4 (12%) 2 (6%)
2p 1 (3%) 0
2q 3 (9%) 0
3p 1 (3%) 4 (12%)
3q 0 2 (6%)
4p 0 7 (21%)
4q 0 11 (32%)
5p 2 (6%) 0
5q 1 (3%) 2 (6%)
6p 6 (18%) 0
6q 1 (3%) 0
7p 13 (38%) 0
7q 13 (38%) 0
8p 1 (3%) 11 (32%)
8q 10 (29%) 0
9p 2 (6%) 2 (6%)
9q 2 (6%) 1 (3%)
10p 1 (3%) 1 (3%)
10q 0 1 (3%)
11p 2 (6%) 1 (3%)
11q 0 2 (6%)
12p 2 (6%) 0
12q 2 (6%) 0
13q 23 (68%) 1 (3%)
14q 1(3%) 6 (18%)
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15q
16p
169
17p
17q
18p
18q
20p
20q
21q
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Xp

Xq

1(3%)
2 (6%)
3 (9%)

6 (18%)
1(3%)

10 (29%)
25 (74%)

1(3%)
2 (6%)
2 (6%)

Die Abbildung 3.3.1/2 zeigt, dass Zugewinne von 13q und 20q und ein Verlust von 18q
bereits sehr friih in der Tumorigenese der 34 PT KRK auftreten. Verluste von 4p und 17p
treten hingegen erst recht spat auf.

Haufig gemeinsam auftretende Aberrationen der 34 untersuchten PT KRK sind Zugewinne

d) Onkogenetischer Baum der 34 untersuchten PT KRK

von 20q mit 20p, Verluste von 4p und 4q, Verluste von 17p gemeinsam mit 18p, Zugewinne

von 8gq gemeinsam mit Verlusten von 8p und Zugewinne von 7p und 7q. In dieser Hinsicht
unterscheidet sich der onkogenetische Baum der 34 untersuchten PT KRK nicht von dem

onkogenetischen Baum der 25 PT KRK mit untersuchten korrespondierenden Met ( Abb.

3.1.1/2). Einzig auffallend am onkogenetischen Baum der 34 PT KRK war ein, im Vergleich

zu dem onkogenetischen Baum der 25 PT KRK mit korrespondierenden Met, friher

auftretender Verlust von Chromosomenarm 8p.
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Abbildung 3.3.1/2: Onkogenetischer Baum der 34 untersuchten PT KRK

3.3.2 Auswertung aller 102 untersuchten Met

a) Grading und mT- Klassifikation der insgesamt 102 untersuchten Met

Grading

1 (1%) der untersuchten 102 Met wurde als G1-2 eingestuft, 95 (93%) der Met als G2, 5
(5%) als G3, 1 (1%) als G2-3.

mT-Klassifikation

Bei 4 (6%) der untersuchten 102 Met fanden wir ein mT1-Stadium, bei 33 (49%) der
untersuchten Met ein mT2-Stadium, bei 17 (25%) ein mT3-Stadium und bei 14 (21%) der

untersuchten Met ein mT4-Stadium. Bei 34 Met ist das mT-Stadium unbekannt.

b) Anzahl der chromosomalen Aberrationen aller untersuchten Met (n=102)

Bei den 102 untersuchten Met fanden wir insgesamt im Median 9 chromosomale
Aberrationen.

Die Anzahl der Zugewinne betrug insgesamt im Median 3,5, die Anzahl der Verluste 4 und
die Anzahl der Amplifikationen betrug im Median 0 (Tab. 3.3.2/1).
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Tabelle 3.3.2/1: Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der 102 Met KRK

Met (n=102)
Median Aberrationen 9 (0-29)
(Range)
Median Zugewinne (Range) | 3,5 (0-18)
Median Verluste (Range) 4 (0-13)
Median Amplifikationen 0 (0-7)

(Range)

c) CGH aller Met (n=102)

Chromosomale Aberrationen wurden in 94 von 102 (92%) der Met gefunden. Abbildung
3.3.2/1 und Tabelle 3.3.2/2 zeigen die CGH-Ergebnisse aller 102 untersuchten Met. Es sind

nur die Chromosomenarme dargestellt, an denen chromosomale Aberrationen detektiert

wurden.

Am haufigsten fanden wir Zugewinne von 7p, 8q, 13q und 20q. Weitere haufige Zugewinne

waren Zugewinne von 1q, 6p, 7q und 20p. Verluste sahen wir am haufigsten bei 8p und 18q.

Weitere haufige Verluste waren Verluste von 4p, 4q, 5q, 14q, 17p und 18p.
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Abbildung 3.3.2/1 CGH- Ergebnisse der 102 untersuchten Met

63




Chromosomale Veranderungen, von denen jeweils mindestens 20% der 102 untersuchten
Met betroffen waren, sind in rot hervorgehoben. Es handelt sich dabei um Zugewinne von
1q, 6p, 7, 89, 13q, 20, sowie um Verluste von 4, 5q, 8p, 14q,17p und 18 (Tab. 3.3.2/2).

Tabelle 3.3.2/2: Ubersicht iber die chromosomalen Aberrationen der 102 untersuchten Met.
Chromosomale Aberrationen von denen mindestens 20% der untersuchten Met betroffen

sind, sind in rot hervorgehoben

Zugewinne Met |Verluste Met
(% der Met, (% der Met,
welche von der | welche von der
genetischen genetischen
Aberration Aberration
betroffen sind) betroffen sind)

Ip 1 (1%) 16 (16%)

Iq 24 (24%) 1 (1%)

2p 4 (4%) 0

2q 4 (4%) 5 (5%)

3p 2 (2%) 11 (11%)

3q 4 (4%) 5 (5%)

4p 0 29 (29%)

4q 1 (1%) 36 (35%)

5p 11 (11%) 5 (5%)

5q 3 (3%) 23 (23%)

6p 27 (26%) 2 (2%)

6q 10 (10%) 6 (6%)

Tp 46 (45%) 0

7q 40 (39%) 2 (2%)

&p 5 (5%) 50 (49%)

8q 50 (49%) 0

9p 7 (7%) 12 (12%)

9q 8 (8%) 7 (7%)

10p 7 (7%) 0

10q 6 (6%) 10 (10%)

I1p 4 (4%) 3 (3%)

11q 3 (3%) 5 (5%)

64



12p 8 (8%) 1 (1%)
12q 6 (6%) 4 (4%)
13q 50 (49%) 4 (4%)
14q 3 (3%) 27 (26%)
15q 3 (3%) 9 (9%)
16p 11 (11%) 0

16q 15 (15%) 2 (2%)
17p 1 (1%) 23 (23%)
17q 11 (11%) 3 (3%)
18p 3 (3%) 33 (32%)
18q 0 71 (70%)
19p 1 (1%) 1 (1%)
19q 3 (3%) 1 (1%)
20p 27 (26%) 6 (6%)
20q 85 (83%) 0

21q 1 (1%) 11 (11%)
22q 2 (2%) 3 (3%)
Xp 2 (2%) 2 (2%)
Xq 5(5%) 1 (1%)

d) Onkogenetischer Baum aller 102 untersuchten Met

Die Abbildung 3.3.2/2 zeigt fruhe Zugewinne von 20q, sowie frihe Verluste von 18q.
Dahingegen treten Verluste von 17p und 5q erst spat in der Tumorigenese der Met auf.
Haufig gemeinsam auftretende chromosomale Aberrationen sind Verluste von 8p und 17p,
Zugewinne von 7p und 7q, Verluste von 4p und 4q, Verluste von 18p und 18q, sowie
Zugewinne von 20p und 20q. Im Vergleich zu dem onkogenetischen Baum der 29
korrespondierenden Met von 25 Patienten mit PT KRK (Abb. 3.1.2/1) finden sich beim
onkogenetischen Baum aller 102 untersuchten Met spat auftretende Verluste von 4p, 5q, 14q
und 17p. Bei dem onkogenetischen Baum der 29 korrespondierenden Met von 25 Patienten
mit PT KRK (Abb. 3.1.2/1) finden sich hingegen zuséatzlich ein spater Zugewinn von 17q und

ein spater Verlust von 1p.
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Abbildung 3.3.2/2: Onkogenetischer Baum von 102 Met
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4. Diskussion

4.1 Klinische Problematik

Mit 70.000 Neuerkrankungen und 30.000 Todesfallen pro Jahr ist das kolorektale Karzinom
(KRK) bei Mannern die zweithaufigste und bei Frauen die dritthdufigste Krebstodesursache
[Jemal et al. 1997, Aimendingen et al. 2001].

Der Grolteil der Patienten mit KRK entwickelt diese im Bereich des Rektums und des
Sigmas. Diese Verteilung zeigt sich auch in unserem Kollektiv, wobei 82% der PT KRK im
rekto-sigmoidalen Bereich lagen.

Die meisten Patienten sterben auf Grund von Metastasen, wobei das bevorzugte Organ fir
Metastasen die Leber ist [Melville 1997].

Bei Erstdiagnose haben bereits 25% der Patienten mit KRK Lebermetastasen (Met), weitere
25% entwickeln diese im Verlauf der Erkrankung [Millikan et al. 1997].

In der Literatur wird die Metastasierung KRK in die Leber vor allem in den ersten 2 Jahren
nach OP des PT beschrieben [Bakalakos et al. 1998]. Bakalakos et al. beschreiben in ihren
Arbeiten, dass 80% der Met KRK innerhalb der ersten 2 Jahre nach OP des PT detektiert
werden, <5% werden 5 Jahre nach OP des PT entdeckt [Bakalakos et al. 1998].

Die Prognose der Patienten mit Met bei KRK ist trotz neuer Therapieoptionen schlecht
geblieben. Bei primar operablen Met findet man 5-Jahres-Uberlebensraten von 25-40%; zu
bedenken ist hierbei jedoch, dass 80-85% der Met primar inoperabel sind [Poston et al.
2008].

Far die Zukunft ist deshalb unbedingt erforderlich, Mdglichkeiten zu finden, um Patienten mit
einem hohen Risiko fir die Entwicklung von Met mdéglichst frihzeitig zu identifizieren, um
diese gegebenenfalls noch kurativ behandeln zu kénnen. Ideal hierfir waren
Prognosefaktoren, mit deren Hilfe man Patienten mit einem hohen Risiko fur die Entstehung
von Met schon vor der eigentlichen Metastasierung bzw. in einem sehr frihen Stadium
detektieren konnte und die Metastasierung , zum Beispiel mit der lokalen Instillation von
Chemotherapeutika bzw. mit einer kurativen Operation zu verhindern bzw. aufzuhalten

wusste.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 34 Primartumoren (PT) und 102 Met mit Hilfe der CGH
untersucht. Im Kollektiv befanden sich insgesamt 93 Patienten, darunter waren 25 Patienten,
bei denen wir sowohl den PT, als auch die korrespondierenden Met (n=29) untersuchen
konnten. Die Patienten unseres Kollektives entwickelten im Median 19,6 Monate nach OP
des PT Met. In dieser Hinsicht unterscheiden sich die Patienten unseres Kollektivs nicht von

Patienten anderer Kollektive [Paschos und Bird 2008].
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Das Ziel der Arbeit ist es herauszufinden, ob weitere, im Vergleich zur bestehenden Literatur,
chromosomale Aberrationen KRK und der korrespondierenden Met gefunden und bestatigt
werden kénnen und ob es mdglich ist, genetische Aberrationen als Prognosefaktor fir das

metastatische Potential des PT festzulegen.

4.2 Bewertung der Methode CGH

Mit Hilfe der CGH wurde das Kollektiv retrospektiv auf chromosomale Aberrationen
untersucht. Durch die so detektierten Aberrationen kénnen Vermutungen ber den Genort
von Onkogenen bzw. Tumorsuppressorgenen gedullert werden. Somit kann versucht
werden, eine Aussage Uber die Entwicklung und Progression von Tumoren treffen zu
kénnen. Dank der klinischen Angaben konnte versucht werden, prognostische Faktoren auf
Grund der gefundenen chromosomalen Aberrationen zu finden und beurteilen zu kénnen.
Ein weiterer groRRer Vorteil der Methode ist, dass archiviertes Material untersucht werden
kann und somit grofe Kollektive auch retrospektiv untersucht werden kénnen [Weiss et al.
1999].

Die Methode eignet sich vor allem fur solide Tumoren, die eine gro3e Anzahl an, mitunter
sehr komplexen, Aberrationen und unbalancierten Translokationen aufweisen [Kallioniemi A.
et al. 1992]. Somit eignen sich KRK und Met als solide Tumoren mit reichlichen, komplexen

chromosomalen Aberrationen optimal flir diese Methode.

In 11 Fallen konnten keine chromosomalen Aberrationen festgestellt werden, in anderen
Fallen wurden die Grenzen von 0,8 bzw. 1,2 nur knapp erreicht, in diesen Fallen wurden die

Ergebnisse als trend- Zugewinn bzw. trend- Verlust gekennzeichnet.

Die Sensitivitat kann durch Verunreinigung der Probe mit gesunden Zellen bzw.
Entziindungszellen eingeschrankt werden. Es wird gefordert, dass zumindest 50% der Zellen
der untersuchten Probe Tumorzellen sind [Hermsen et al. 1996]. Dafur wurden die
histologischen Schnitte zunachst durchgemustert, um den Tumorbereich méglichst genau
festzulegen. Nur dieser Bereich wurde aus den Gewebebldcken fir die CGH verwendet.
Trotz sorgfaltigster Arbeit kann nicht 100% reines Tumorgewebe garantiert werden,

Ein weiterer Nachteil ist, dass der Nachweis von Verlusten bzw. Zugewinnen erst ab einer
Grenze von 10 Mb mdglich ist, chromosomale Veranderungen in kleineren Bereichen
kénnen nicht detektiert werden [Forozan et al. 1997].

Weiterhin kann es zur Verunreinigung durch Salze und Paraffin kommen. Um diese
Verunreinigung mdglichst gering zu halten wurde die DNS nach der Isolierung mehrfach

aufgereinigt.
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Zusammengefasst bleibt die CGH trotz der oben genannten Schwachpunkte eine
zuverlassige Methode zum Screening solider Tumoren. Die hdufige Anwendung dieser
Methode zeigt sich in der zunehmenden Anzahl der Veréffentlichungen und Arbeitsgruppen,
die diese Methode verwenden. Die so gefundenen chromosomalen Instabilitdten kdnnen mit
anderen Methoden auf molekulargenetischer Ebene weiter untersucht werden. Die CGH
ermdglicht so in Kombination mit anderen Methoden eine genaue Identifizierung am
Tumorprogress beteiligter Gene.

Eine Weiterentwicklung der CGH stellt die array-CGH dar. Mit Hilfe dieser Methode kénnen
bereits Veranderungen von wenigen Kb-1Mb detektiert werden. Durch die array-CGH konnte
eine Bricke zwischen der zytogenetischen und der molekularen Biologie von Tumoren
etabliert werden [Andrieux et al. 2009], welche in Zukunft nicht nur bei der Untersuchung von
Tumoren eine effiziente und zuverlassige Methode darstellen wird, sondern u.a. bereits
haufig bei der Untersuchung von Instabilitdten der Telomerenregionen bei mentaler

Retardierung eingesetzt wird [ Shaffer und Bejjani 2006].

4.3 Diskussion der chromosomalen Aberrationen der 25 PT von 25 Patienten mit

PT KRK und korrespondierenden Met

4.3.1 Diskussion der Anzahl chromosomaler Aberrationen der 25 PT

Im Median fanden wir bei den PT 8 Aberrationen. Darunter befanden sich insgesamt im
Median 3 Zugewinne und 3 Verluste.

Auffallend ist, dass besonders bei fortgeschrittener lymphogener Metastasierung (N2) eine
zunehmende Anzahl an chromosomalen Aberrationen beobachtet werden kann (5
Aberrationen im Median bei NO/N1- vs. 10 Aberrationen bei N2-Stadien). Hierbei haben wir
keinen Unterschied zwischen der Anzahl der Zugewinne (Median= 5) und der Anzahl der
Verluste (Median= 5) finden kdnnen.

Die Meta-Analyse von Diep et al. [Diep et al. 2006 | beschrieb vor allem einen Zugewinn von
1g im Zusammenhang mit Dukes-C Stadien. In dieser Meta-Analyse konnte gezeigt werden,
dass mit weiter fortschreitenden Dukes-Stadien vermehrt Zugewinne von 1q, 7p, 8q, 20q

sowie Verluste von 4, 8p und 18 zu finden waren [Diep et al. 2006].

4.3.2 Diskussion der haufigsten chromosomalen Aberrationen der PT

Die von uns am haufigsten gefundenen Zugewinne waren Zugewinne von 13q und 20q. Die

haufigsten Verluste fanden wir bei 18q. Sowohl die Zugewinne von 13q und 20q, als auch
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der Verlust von 18q waren die nach den onkogenetischen Baumen berechneten frihsten
chromosomalen Aberrationen in der Tumorigenese KRK.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen einer Meta-Analyse von Diep et al. [Diep
et al. 2006]. In dieser Meta-Analyse werden zusatzlich Verluste von 17p und Zugewinne von

20p als frih auftretende Aberrationen der PT deklariert. Bei der Auswertung unserer
Ergebnisse und der Berechnung der onkogenetischen Baume konnten wir Verluste von 17p
und Zugewinne von 20p erst relativ spat in der Tumorigenese KRK finden. Haufige
gemeinsam auftretende Aberrationen sind Verluste von 18p und 17p, Zugewinne von 8q
gemeinsam mit Verlusten von 8p und gemeinsame Verluste von 4p und 4q. Verluste von 4p
konnten wir jedoch erst spat beobachten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Meta-
Analyse von Diep et al. [Diep et al. 2006], die den Verlust von 4p mit einem Ubergang von
einem Dukes A-Stadium zu weiter fortgeschrittenen Dukes —Stadien und der Metastasierung

der Leber in Verbindung brachten.

4.4 Diskussion der chromosomalen Aberrationen der korrespondierenden Met
(n=29) von 25 Patienten mit PT KRK

Bei den korrespondierenden 29 Met von 25 Patienten mit PT KRK konnten im Median
ebenfalls 8 chromosomale Aberrationen gefunden werden.

Viele Arbeitsgruppen konnten eine erhdhte Anzahl an genetischen Aberrationen bei den Met
finden [Ried et al. 1996, Al-Mulla et al. 1999, Aragane et al. 2001, Diep et al. 2003, Nakao et

al. 2001, Paredes-Zaglul et al. 1998, Knosel et al. 2002, Schlegel et al. 1995, Meijer et al.
1998, Nakao et al. 1998, Aust et al. 2000, Rooney et al. 2001], allerdings stammten bei
diesen Untersuchungen PT und Met in der Regel nicht von denselben Patienten. Die
Arbeitsgruppen, welche PT und korrespondierende Met von denselben Patienten
untersuchten, fanden viele gemeinsame chromosomale Aberrationen bei den PT und ihren
korrespondierenden Met, selten jedoch waren diese genetisch identisch [Al-Mulla et al.
1999, Korn et al. 1999, Malkhosyan et al. 1998].

Die Berechnung des onkogenetischen Baumes flr die 29 korrespondierenden Met der 25 PT
KRK ergab, dass Zugewinne von 13q und 20q, sowie ein Verlust von 18q frih in der
Tumorigenese der Met auftreten. Verluste von 1p und 18q, sowie Zugewinne von 17q
konnten von uns erst spat in der Tumorigenese der Met gefunden werden.
Interessanterweise beschrieben Diep et al. in ihrer Meta-Analyse 2006 Verluste von 17p, 18
und 22q sowie Zugewinne von 8q, 13q und 20 als frihe chromosomale Aberrationen sowohl
von PT als auch von Met KRK [Diep et al. 2006]. Zu beachten ist hierbei jedoch, dass es

sich in dieser Metaanalyse nicht unbedingt um korrespondierende PT- Met-Paare handelt.
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Bestatigen kdnnen wir hierbei den Verlust von 17p, welcher bei uns jedoch vor allem bei den
PT auffiel und nicht unbedingt als frihe Verédnderung von PT KRK zu sehen war. Verluste
von 18p und 18q konnten von uns auch sowohl bei den PT, als auch bei den Met gefunden
werden. Exakterweise kdnnen wir jedoch nach Berechnung der onkogenetischen Baume nur
den Verlust von 18q als friihe chromosomale Aberration bezeichnen, da Verluste von 18p
eher spater in der Tumorigenese sowohl der PT als auch der Met auftraten. Verluste von 22q
waren bei den von uns untersuchten PT und Met nicht besonders auffallig gewesen.
Zugewinne von 8q konnten wir auch sowohl bei den PT als auch den Met finden. Nach
Berechnung der onkogenetischen Baume zeigte sich dieser Zugewinn frih, nicht aber
unbedingt als friihstes Ereignis der Tumorigenese der PT und der korrespondierenden Met.
Zugewinne von 13q und 20q konnten von uns auch als sehr friihe Ereignisse in der
Tumorigenese der PT und der korrespondierenden Met gefunden werden; Zugewinne von
20p zeigten sich nach Berechnung der onkogenetischen Baume als mittel-friihe Ereignisse.
Weiterhin fiel auf, dass Zugewinne von 8q haufig gemeinsam mit Verlusten von 8p auftraten.
Weitere haufig gemeinsam auftretende Veranderungen waren Zugewinne von 7p und 7q und
Verluste von 18p und 18q.

Des Weiteren beschrieben Diep et al. in ihrer Meta-Analyse von 2006 Verluste von 4p und
8p, sowie Zugewinne von 7p und 17qg und brachten diese mit einer Progression von PT KRK
zu metastasierenden Tumoren in Verbindung [Diep et al. 2006 ]. Wir konnten Verluste von 4p
in einem spaten Stadium der Tumorigenese der PT bestatigen, Verluste von 8p und
Zugewinne von 7p fanden wir mittel- spat in der Tumorigenese der PT und
korrespondierenden Met, Zugewinne von 17q fanden wir als spate Aberration der Met.
Zusammengefasst sprechen diese Ergebnisse durchaus dafir, dass die oben beschriebenen
chromosomalen Aberrationen eine wichtige Rolle in der Metastasierung KRK in die Leber
spielen.

Verluste von 14q und 17q, sowie Zugewinne von 1q, 9p, 11, 12p, 19 und X wurden von Diep
et al. mit einer Etablierung der Met in Verbindung gebracht [Diep et al. 2006]. Besonders
auffallend ist hierbei, dass wir eine Zugewinn von 17q in spaten Stadien der Tumorigenese
der Met finden konnten.

Die haufigsten gemeinsamen Zugewinne der PT und ihrer korrespondierenden Met sind, in
dem von uns untersuchten Kollektiv, Zugewinne von 13q und 20q; die haufigsten zusatzlich
zu beobachtenden Zugewinne der Met sind Zugewinne von 6p, 7, 12q und 20q.

Dies lasst vermuten, dass Gene, welche sich auf den Chromosomenarmen 13g und 20q
befinden, schon recht friih in die Tumorigenese involviert sind, wohingegen Gene auf den
Chromosomenarmen 6p, 7, 12q und 20q eine Rolle bei der Aussaat und Etablierung der Met

spielen.
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Der haufigste gemeinsame Verlust der PT und ihrer korrespondierenden Met sind Verluste
von 18q, die haufigsten zusatzlich bei den Met zu beobachtenden Verluste sind Verluste von
1p, 4q, 59, 8p und 18.

Dies lasst vermuten, dass der Verlust von Tumorsuppressorgenen, welche auf
Chromosomenarm 18q lokalisiert sind, bereits in friiheren Stadien der Tumorigenese eine
wichtige Rolle spielen. Gene auf Chromosomenarm 1p, 4q, 5q, 8p, 18p und weitere Gene
auf 18q scheinen eine wichtige Rolle bei der Infiltration der Leber mit Met zu spielen.

Die Meta-Analyse von Diep et al. [ Diep et al. 2006 ] beschreibt zusatzlich signifikant mehr
Zugewinne von 11q bei korrespondierenden Met KRK. Dies fiel bei der Auswertung unserer

untersuchten PT mit ihren korrespondierenden Met nicht in diesem Male auf.

4.5 Diskussion der chromosomalen Aberrationen der 34 untersuchten PT KRK
4.5.1 Diskussion der Anzahl chromosomaler Aberrationen der 34 untersuchten PT
KRK

Bei den 34 untersuchten PT KRK waren es im Median 7,5 chromosomale Aberrationen.
Tendenziell stellten wir mehr Zugewinne (im Median 3,5) als Verluste (im Median 2,5) fest.
Auffallend war, dass wir sowohl bei den pT2- als auch bei den pT3-Tumoren im Median 8
chromosomale Aberrationen fanden, bei den pT4- Tumoren waren es im Median 6
chromosomale Aberrationen. Es zeigte sich also keine positive Korrelation zwischen dem
pT-Stadium der 34 PT KRK und der Anzahl der chromosomalen Aberrationen. Zu beachten
ist hierbei jedoch, dass die Mehrzahl (n= 27) der von uns untersuchten 34 PT KRK pT3-
Tumoren waren und die Anzahl der pT2- (n= 5) und pT4- (n= 2) Tumoren sehr gering war.
Sowohl bei den pNO- (n=10) als auch bei den pN1- (n=12) Tumoren fanden wir im Median 5
chromosomale Aberrationen, wohingegen wir bei den pN2 (n=12)-Tumoren im Median 10
chromosomale Aberrationen fanden (p=0,08). Dies lasst eine vermehrte chromosomale

Instabilitat bei den pN2-Tumoren vermuten.

4 5.2 Diskussion der haufigsten chromosomalen Aberrationen der 34 untersuchten
PT KRK

Als haufigste Zugewinne bei den 34 PT KRK traten Zugewinne von Chromosom 7 (38% der
34 PT), 8q (29% der 34 PT), 13q (68% der 34 PT), 20p ( 29% der 34 PT) und 20q ( 74% der
34 PT) auf. Die haufigsten Verluste waren Verluste von Chromosomenarm 4p (21% der 34
PT), 49 (32% der 34 PT), 8p (32% der 34 PT), 17p (21% der 34 PT), 18p (24% der 34 PT)
und 18q (74% der 34 PT).
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Auch bei der Auswertung des onkogenetischen Baumes der 34 PT KRK konnte gezeigt
werden, dass Zugewinne von 13q und 20q, sowie ein Verlust von 18q bereits sehr friih in der
Tumorigenese der 34 PT KRK auftritt. Verluste von 4p und 17p traten erst spat in der
Tumorigenese der 34 PT auf.

Unsere Ergebnisse decken sich gut mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [Aragane
et al. 2001, Diep et al. 2006, Knosel et al. 2004, Lassmann et al. 2006, Liu et al. 2007, Nakao
et al. 2001]. Die Arbeitsgruppe von Liu et al. brachte dariiber hinaus Zugewinne von
8qg23qter, sowie Verluste von 8p und 18g12qgter mit fortgeschrittenen Tumorstadien in
Verbindung [Liu et al. 2007]. Die Arbeitsgruppe von Aragane et al. fand zusatzlich bei den
PT KRK haufiger Zugewinne von 12p, 14q, 16p und 21q [Aragane et al. 2001].

Die Arbeitsgruppe von Nakao et al. beschrieb 2001 zusatzlich haufige Zugewinne von 6q
und 9p, sowie Verluste von 22q bei PT KRK. Zu beachten ist jedoch, dass in dieser Arbeit
nur 16 PT KRK mit korrespondierenden Met untersucht wurden. Interessant an dieser Arbeit
ist, dass 16 PT KRK, welche in die Leber metastasiert haben mit 19 PT KRK verglichen
wurden, welche keine Met aufwiesen. Hierbei zeigte sich, dass PT, welche keine Met
aufwiesen auch keine Zugewinne der Chromosomenarme 6q und 7q aufwiesen. Des
Weiteren fanden sie einen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit der Zugewinne der
Chromosomenarme 6q, 7q, 89, 13q und 20q zwischen den PT ohne Met und den in die
Leber metastasierenden PT KRK [Nakao et al. 2001].

Knosel et al. fanden 2004 bei Ihrer Studie mit 30 PT KRK und 22 systemische Metastasen
(12 Met, 6 Hirnmetastasen, 4 Bauchwandmetastasen sowie 11 Lymphknotenmetastasen mit
Hilfe der CGH zuséatzlich bei den PT KRK haufige Zugewinne von 9q, 16p und 19, sowie
zusatzlich haufige Verluste von 1p, 3p, 6q, 9p, 11q, 14q und 21q [Knosel et al. 2004].

4.6 Diskussion der chromosomalen Aberrationen aller Met (n=102)

4.6.1 Diskussion der Anzahl chromosomaler Aberrationen aller Met

Bei den 102 untersuchten Met fanden wir im Median 9 chromosomale Aberrationen.
Tendenziell stellten wir mehr Verluste (im Median 4) als Zugewinne (im Median 3,5) fest.
Somit konnten wir bei den Met im Vergleich zu den PT tendenziell eine héhere Anzahl an
chromosomalen Aberrationen feststellen (Median=9 bei den Met vs. Median =7,5 bei den
PT). Dies lasst eine verstarkte genetische Instabilitdt der Met vermuten. Des Weiteren fiel
auf, dass bei den Met die Verluste leicht in der Uberzahl waren, wohingegen bei den PT

Zugewinne in der Uberzahl waren.
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4.6.2 Diskussion der haufigsten chromosomalen Aberrationen der Met

Die folgende Tabelle zeigt die in der aktuellen Literatur beschriebenen Veranderungen der

Met KRK im Vergleich mit den von uns gefundenen Ergebnissen.

Tabelle 4.6.2/1: in der aktuellen Literatur beschriebene Veranderungen bei Met KRK. In rot

ist hinzugeflgt, bei wieviel % der untersuchten Met wir diese Veranderung beschreiben

konnten.

Zugewinne

Verluste

19 [Knosel et al. 2004](24%)

1p [Knosel et al. 2004](16%)

6p [Al-Mulla et al. 1999, Diep et al.
2003](26%)

2q [Knosel et al. 2004](5%)

7p [Al-Mulla et al. 1999, Knosel et al .2004,
Nakao et al. 2009](45%)

3 [Knosel et al. 2004] 3p (5%)

7q [Paredes-Zaglul et al. 1998](39%)

4 [Al-Mulla et al. 1999, Knosel et al. 2004]
4p (29%)

7 [Diep et al. 2003] 7p (45%)

4q [Diep et al. 2003](35%)

8q23-24 [Aragane et al. 2001]

5q 12-31 [Knosel et al. 2004](23%)

8q [Diep et al. 2003, Paredes-Zaglul et al.
1998, Nakao et al. 2009, Liu et al.
2007](49%)

8p [Diep et al. 2003, Knosel et al. 2004,
Nakao et al. 2009](49%)

11 [Knosel et al. 2004] 11p (4%) 11q (3%)

9p [Knosel et al. 2004](12%)

12qgter [Knosel et al. 2004](6%)

109 [Knosel et al. 2004](10%)

13q [Diep et al. 2003](49%)

14q [Diep et al. 2006](26%)

13 [Knosel et al. 2004, Nakao et al. 2009]

17p [Diep et al. 2003, Nakao et al.
2009](23%)

15g21-26 [Aragane et al. 2001](3%)

18 [Al-Mulla et al. 1999, Diep et al. 2003]
18p (32%)

16 [Knosel et al. 2004] 16p (11%) 16q
(15%)

18q 12-23[Aragane et al. 2001, Nakao et
al. 2009, Liu et al. 2007](70%)

17912-21 [Knosel et al. 2004]

21921 [Knosel et al. 2004](11%)

17q [Al-Mulla et al. 1999](11%)

22 [Al-Mulla et al. 1999] 22q (3%)

19p [Aragane et al. 2001] (1%)

19 [Knosel et al. 2004](1%)

20q [Al-Mulla et al. 1999, Aragane et al.
2001, Korn et al. 1999, Nakao et al. 2001,
Paredes-Zaglul et al. 1998, Nakao et al.
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2009](83%)
20 [Diep et al. 2003] 20p (26%)

22q [Knosel et al. 2004](2%)

Am haufigsten fanden wir bei den Met Zugewinne von 1q (24% aller Met), 6p (26% aller
Met), 7p (45% aller Met), 7q (39% aller Met), 8q (49% aller Met), 13q (49% aller Met) und
20q (83% aller Met). Die haufigsten Verluste fanden wir bei 4p (29% aller Met), 4q (35% aller
Met), 5q (23% aller Met), 8p (49% aller Met), 14q (26% aller Met), 17p (23% aller Met), 18p
(32% aller Met) und 18q (70% aller Met).

Bei der Auswertung der onkogenetischen Baume konnte gesehen werden, dass die frihsten
Veranderungen Zugewinne von 13q und 20q sowie Verluste von 18q sind. Recht spat
hingegen fanden wir Zugewinne von 20p, sowie Verluste von 17p, 5q und 14q. Haufig
gemeinsam auftretende Aberrationen sind Verluste von 8p und 17p; Zugewinne von 7p und
7q; Verluste von 4p und 4q; Verluste von 18p und 18q sowie Zugewinne von 20p gemeinsam
mit Zugewinnen von 20q.

Dies deckt sich gut mit den Ergebnissen der Meta-Analyse von Diep et al., welche Verluste
von 8p und besonders von Chromosom 4 sowie Zugewinne von 7p mit dem Ubergang des
PT zu Met zeigen konnte. In dieser Meta-Analyse wird zusatzlich noch der Zugewinn von
17q beim Ubergang des PT zum metastasierendem Stadium beschrieben. Wir konnten den
Zugewinn von 17q jedoch nur bei 11% der untersuchten Met finden. Diep et al. beschrieben
in ihrer Meta-Analyse Verluste von 14q als spates Ereignis- dies kann auch durch unsere
Ergebnisse bestatigt werden. In der Meta-Analyse als spates Ereignis hervorgehobene
Verluste von 17q konnten lediglich bei 3% der von uns untersuchten Met festgestellt werden.
In der oben genannten Meta-Analyse werden weiterhin Zugewinne von 1q, 9p, 11, 12p, 19
und X als spate Ereignisse hervorgehoben [Diep et al. 2006 ]. Einen Zugewinn von 1q konnte
auch bei 24% der von uns untersuchten Met gefunden werden. Zugewinne von 9p, 11, 12p,

19 und X konnten wir jedoch nur bei einem kleinen Teil der untersuchten Met beobachten.

4.7 Diskussion ausgewdhlter chromosomaler Aberrationen in Bezug der

jeweiligen Gene und ihrer Funktion

4.7.1 Verluste von 3p

Wir fanden 3p-Verluste bei 11% aller untersuchten Met.
Lassmann et al. beschreiben den Verlust des auf Chromosomenarm 3p lokalisierten Genes
RAF1 bei KRK[Lassmann et al. 2007]. Gene der RAF-Familie kodieren fiir

Serin/Threoninkinasen, welche wichtig fur den MAPK (mitogen activated protein kinase)-
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Signalweg sind. Dysregulationen in diesem Signalweg flihren zu gesteigerter Proliferation
[Rohrbeck et al. 2009].

4.7.2 Verluste von 5q

Bei 23% der untersuchten Met fanden wir Verluste von 5q.
Auf Chromosomenarm 5q befindet sich der Genort fir das Tumorsupressorgen APC, was
erklart warum es bei Verlusten von 5q zur Progression des Tumors und Metastasierung

kommt [Lassmann et al. 2007].

4.7.3 Zugewinne von 7p

Bei 45 % der untersuchten Metastasen fanden wir einen Zugewinn von 7p.

Die Zugewinne von Chromosom 7 und 13 resultieren haufig aus einer Trisomie dieser
Chromosomen. Sie scheinen schon frih in der kolorektalen Tumorigenese aufzutreten, vor
allem eine Trisomie des Chromosoms 7 ist haufig die einzige chromosomale Veranderung
bei kolorektalen Adenomen. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die
Chromosomen 13 und vor allem 7 in die initiale Tumorigenese involviert sind [Liu et al. 2007,
Al-Mulla et al. 2006].

IGFBP1 scheint das Gen zu sein, das durch den Zugewinn von 7p vermehrt exprimiert wird
und eine Rolle in der Tumorigenese und Progression KRK und ihrer Met zu spielen scheint.
IGFBP1 ist ein insulin-like growth factor bindendes Protein und ist wichtig bei der Regulation
des Zellwachstums. Eine vermehrte Expression dieses Genes wird nicht nur bei KRK,
sondern auch bei einer Reihe weiterer Tumoren beobachtet [Hansel et al. 2004, Hill et al.
2003]. Lassmann et al. fanden des Weiteren heraus, dass die Gene IL6, CYLN2 und MET

auf Chromosom?7 bei KRK amplifiziert sind [Lassmann et al. 2007].

4.7.4 Verluste von 8p

Wir fanden Verluste von 8p bei 49% der untersuchten Met. Verluste von 8p werden in der
Literatur mit einer Mikroinvasion und einer verkiirzten Uberlebenszeit in Verbindung gebracht

[Halling et al. 1999]. Auch Knosel et al. konnten zeigen, dass Verluste von 8p vor allem bei
Lymphknoten- und Lebermetastasen zu finden sind [Knosel et al. 2004]. Liu et al.

beschreiben den Verlust von 8p12pter vor allem bei Tumoren im Stadium [II/IV und
assoziierten 8p-Verluste mit einer schlechteren Prognose des Patienten [Liu et al. 2007 ]. Sie
bestatigen damit die Resultate von Al-Mulla et al., welche Verluste von 8p und 18q mit einem

verkirzten krankheitsfreien Intervall assoziierten [Al-Mulla et al. 2006].
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Cooke et al. identifizierten 2008 das Tumorsuppressorgen ARHGEF10 auf
Chromosomenarm 8p als mdgliches Tumorsuppressorgen, dessen Verlust mit einer

Progression und Metastasierung diverser Tumoren verbunden ist [Cooke et al. 2008].

4.7.5 Zugewinne von 89

Bei 49% aller untersuchten Met fanden wir Zugewinne von 8q. In der Literatur ist eine
Uberexpression des Onkogens RAB2 bei KRK beschrieben [Zahraoui et al. 1989]. RAB2 ist
auf dem Chromosomenabschnitt 8q21 lokalisiert. Die Funktion von RAB2 bei KRK ist
weiterhin nicht vollstandig geklart, bekannt ist lediglich dessen Zugehdrigkeit zur RAS-
Familie. Proteine der RAS-Familie sind im GTP-gebundenen Zustand aktiv, im GDP-
gebundenen Zustand sind sie inaktiv. Sie haben eine wichtige Funktion bei der
Zellproliferation [ Gonzalez-Pérez et al. 2010].

Weiterhin ist der Chromosomenarm 8q der Genort fir das Onkogen c-myc. Diesem Onkogen
wird auch eine wichtige Rolle bei der Invasion der Lunge durch das kleinzellige
Bronchialkarzinom zugeschrieben. Weitere Gene auf Chromosomenarm 8q, die an der
Progression KRK mitwirken, sind EXT1 und E2F5 [Lassmann et al. 2007].

4.7.6 Verluste von 9p

Wir fanden Verluste von 9p bei 12% der untersuchten Met. 9p beherbergt den Genort fur das

Tumorsuppressorgen CDKN2A [Lassmann et al. 2007 ].

4.7.7 Zugewinne von 139

Bei 49% aller Met fanden wir einen Zugewinn von 13q. Auf Chromosomenarm 13q sind die
Onkogene BRCA2 und D13S25 lokalisiert [Lassmann et al. 2007].

4.7.8 Verluste von 149

Wir fanden 14q-Verluste bei 26% der untersuchten Met.
Al-Mulla et al. deklarieren 14g-Verluste bereits in frihen Stadien KRK und heben hervor,
dass Patienten mit Verlusten zugleich von 4 und 14qg mit einer schlechteren Prognose durch

metastasierende Rezidive zu rechnen haben [Al-Mulla et al. 2006]. Die Meta-Analyse von
Diep et al.[Diep et al. 2006 ] zeigt, dass dies vor allem den Verlusten von Chromosom 4

zuzurechnen ist.

77



Im Rahmen ihrer Arbeiten Uber squamdszellige Karzinome detektierten Pehlivan et al.
verschiedene Tumorsupressorgene auf Chromosomenarm 14q. Dazu zahlen die Gene
CHES1, BMP4, SAV und PNN [Pehlivan et al. 2008].

4.7.9 Verluste von 17p

Wir fanden Verluste von 17p bei 23% der untersuchten Met.

Al-Mulla et al. brachten Deletionen von 17p mit Lymphknotenmetastasen in Verbindung [Al-
Mulla et al. 1999], Nakao et al. assoziierten 17p- Verluste mit Met KRK [Nakao et al. 2001].
Liu et al. beschrieben Verluste von 17p12pter bereits bei >50% ihrer untersuchten Tumoren
im Stadium I [Liu et al. 2007].

17p beherbergt den Genort fir das Tumorsuppressorgen p53. P53 ist das klassische
Tumorsuppressorgen, dessen Verlust bei vielen Tumoren mit einer Progression bzw. einer
Verschlechterung der Prognose verbunden ist [Meek et al. 2009]. Weitere wichtige
Tumorsuppressorgene wie HIC1 und LLGL haben ihren Genort auf dem Chromosomenarm
17p [Lassmann et al. 2007].

4.7.10 Verluste von 18qg

Verluste von 18q fanden wir bei 70% der untersuchten Met. Liu et al. beschreiben den
Verlust von 18q12qter vor allem bei Tumoren im Stadium IlI/IV und brachten diesen Verlust
mit Fernmetastasen und somit einer schlechteren Prognose des Patienten in Verbindung
[Liu et al. 2007].

Bei 18q findet sich der Genort fiir das Tumorsuppressorgen DCC, was erklaren kénnte,
warum es beim Verlust von 18q zur Progression des Tumors kommt.

Das Tumorsuppressorgen DCC kodiert einen Netrin-1 Rezeptor. Es handelt sich hierbei um
ein transmembrandses Protein welches zur Ig-Superfamilie der Zelladhasionsmolekiile
gehort. Der zytoplasmatische Teil interagiert mit der Tyrosinkinase Src und PTK2. Bei
Abwesenheit seiner Liganden induziert das Protein Apoptose. Ein Verlust von DCC wird in
der Literatur auch bei diversen anderen Karzinomen, wie dem Osophaguskarzinom
beschrieben [Gryfe et al. 1997, Park et al. 2008].

Ein weiteres Gen, welches sich auf dem Chromosomenarm 18q befindet und dessen Verlust
bei KRK beobachtet wird, ist das Gen LAMA3 [Lassmann et al. 2007 ]. LAMAS3 kodiert die
a3-Untereinheit von Laminin 5, welches durch Integrine die Zellverankerung und Mortalitat

von Epithelzellen steuert [Ryan et al. 1999].
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4.7.11 Zugewinne von 20q

Zugewinne von 20q beobachteten wir bei 83% aller untersuchten Met.

Das auf dem Chromosomenabschnitt 20913.12 lokalisierte Gen MYBL2 scheint in die
Progression KRK involviert zu sein. MYBL2 ist direkt durch den CDKN2A/CCND/RB/E2F
Signalweg reguliert. Die Uberexpression dieses Genes werden auch in diversen anderen

Tumoren beobachtet [ Bar-Shira et al. 2002, Skotheim et al. 2002, Amatschek et al. 2004 ].

Im distalen Abschnitt des Chromosomenarms 20g wurden auRerdem weitere mogliche Gene
identifiziert, die an der Progression und Metastasierung KRK beteiligt sein kdnnten. Hierzu
zahlen das cellular apoptosis susceptibility (CAS-)Gen, das BTAK-Gen (ein mutmalRliches
Serin/Threonin-Kinase Gen) und das AIB1-Gen (ein Steroid-Rezeptor Koaktivator Gen)
[Anzick et al. 1997]. Lassmann et al. beschrieben 2007 die Gene TOP1, AIB2, MYBL2, CAS,
PTPN1, STK15, ZNF217 und CYP24 auf Chromosomenarm 20qg bei KRK als amplifiziert
[Lassmann et al. 2007].

Nakao et al. fanden 2009 mit Hilfe der array-CGH heraus, dass sich dieser

Zugewinn vor allem auf die Region 20g11.21 bezieht [Nakao et al. 2009].

Zugewinne von 20q wurden auch in einer Reihe von weiteren Tumoren gefunden. Hierzu
zahlen Brustkrebs, Ovarialkrebs, Blasenkrebs und Tumoren des Pankreas [Solinas-Toldo et

al. 1996, Kallioniemi A et al. 1999, lwabuchi et al. 1995, Kallioniemi A et al. 1994].

4.7.12 Verluste von 219

Verluste von 21q fanden wir bei 11% der untersuchten Met. Lassmann et al. beschreiben
den Verlust des auf Chromosomenarm 21q lokalisierten Tumorsuppressorgens KEN bei
KRK [Lassmann et al. 2007].

4.8 Ausblick

Die Prognose der Patienten mit KRK hangt in entscheidendem Mafie davon ab, ob Met
vorhanden sind oder nicht und in welchem Stadium diese detektiert werden. Nur max. 25%
der Patienten mit Met werden in einem kurativ operablen Stadium entdeckt [Paschos et al.
2008].Selbst 60-80% der Patienten, welche die Met operativ entfernt bekommen konnten
entwickeln Rezidive. Der Grolteil der Rezidive (85%) entsteht in den ersten 30 Monaten
nach der Resektion [Gonzalez und Figueras 2007]. Neuere Studien zeigen, dass auch
Patienten mit primar nicht resektablen Met nach einer neoadjuvanten Chemotherapie, z.B.
mit 5-FU/Leukovorin gegebenenfalls in Kombination mit Oxaliplatin und/oder Irinotecan von

einer Resektion der Met profitieren kbnnen [Adam et al. 2004]. Zusatzlich kann es nétig sein,
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vor der eigentlichen Resektion der Met die Embolisation eines Portalvenenastes
durchzuflihren, wenn praoperativ das geschatzte Restlebervolumen auf <30% geschatzt wird
[Adam et al. 2004]. Weiterhin kann es bei manchen Patienten erforderlich sein, die
Leberteilresektion mit ablativen Verfahren wie der Radiofrequenz- oder Kryotherapie zu
kombinieren [Adam et al. 2004].

Entscheidend ist daher fur die Zukunft, frihzeitig die Patienten mit Met bzw. mit einem hohen
Risiko flir Met zu detektieren, um die Met in einem frilhen Stadium zu entdecken und kurativ
angehen zu kénnen bzw. der Metastasierung vorzubeugen. Seit Jahren wird aus diesem
Grund mit verschiedenen Methoden und von vielen Arbeitsgruppen versucht prognostische
Marker fir KRK und ihre Met heraus zu finden. In vielen Kliniken, vor allem
Universitatskliniken, wird die CGH und neuerdings auch die array-CGH als Routine-
Untersuchung fir KRK und ihre Met angeboten. Man weil}, dass ein Verlust vor allem von
Chromosom 4 mit einer Progression von dem Dukes-Stadium A zu Dukes-Stadien B-D
assoziiert ist und Verluste von 8p sowie Zugewinne von 7p und 17q mit der Entwicklung von
Met verbunden ist [Diep et al. 2006]. Patienten, welche diese Aberrationen aufweisen,
mussen besonders grundlich und engmaschig Uberwacht werden. Auch Brosens et al.
zeigten 2011, dass Patienten, welche ein Rezidiv ihres Kolonkarzinoms erlitten, signifikant
mehr Verluste von Chromosom 5, 5, 15q, 17q und 18q aufwiesen, wobei bei den MSS-
Tumoren (microsatellite stable) nur der Verlust von 4g22.1-4935.2 signifikant mit einem
Tumorrezidiv zu assoziieren war [Brosens et al. 2011].

In unserem Kollektiv fanden wir als haufigste zusatzliche Zugewinne der 29 Met von 25
Patienten mit PT KRK vor allem Zugewinne von 6p, 7, 12q und 20q. Die haufigsten
zusatzlichen Verluste der Met im Vergleich zu ihren korrespondierenden PT waren Verluste
von 1p, 4q, 59, 8p und 18p. Interessant fiir die Zukunft ware, ob sich diese Aberrationen in
einem grofReren Kollektiv von Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met bestatigen
lassen konnten.

Weiterhin interessant ware es, ein groRes Kollektiv von Patienten mit PT KRK und Met zum
einen, sowie Patienten mit PT KRK ohne Met zum anderen zu untersuchen, um genauer zu
unterscheiden, welche PT in die Leber metastasieren und welche nicht.

Die beteiligten Gene und ihre Bedeutung fur die Metastasierung KRK werden in Zukunft, z.B.
mittels der array-CGH, noch genauer untersucht werden missen, um ihre Rolle bei der

Metastasierung KRK besser verstehen zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Das KRK ist in Deutschland einer der haufigsten malignen Tumoren. Die meisten betroffenen
Patienten sterben auf Grund von Metastasen, wobei das am haufigsten von Metastasen
betroffene Organ die Leber ist. Da trotz neuer Therapieoptionen die Prognose fir Patienten
mit Lebermetastasen (Met) schlecht geblieben ist und bei 5-Jahres-Uberlebensraten von 35-
40% liegt, bedient man sich zunehmend molekularzytogenetischer Methoden, wie der CGH,
um Gene zu identifizieren, mit deren Hilfe das metastatische Potential des Primartumores
(PT) abgeschatzt werden kann bzw. die Met in friihen Stadien detektiert werden kénnen, um
die Prognose des Patienten nachhaltig verbessern zu kénnen.

Da sich die meisten KRK uUber Adenome entwickeln und dieser Prozess im Mittel 10 Jahre
dauert, stellt die wichtigste Methode zur Pravention die Koloskopie dar, welche bei Personen
ohne weitere Risikofaktoren, zum Beispiel hereditare Karzinome, ab dem Alter von 50
Jahren in 10-jahrigen Abstanden durch die Leitlinien empfohlen wird [Schmiegel et al. 2008].
In der vorliegenden Arbeit wurden 34 PT und 102 Met mit Hilfe der CGH auf chromosomale
Aberrationen untersucht und mit dem klinischen Verlauf korreliert.

Im untersuchten Kollektiv befanden sich insgesamt 93 Patienten, bei 25 Patienten wurden
sowohl der PT als auch die korrespondierenden Met (n=29) untersucht.

Von den 93 Patienten waren 60 (65%) mannlich, 33 (35%) waren weiblich.

Das durchschnittliche Alter betrug bei den mannlichen Patienten 60,4 Jahre, bei den
weiblichen Patienten betrug das durchschnittliche Alter 63,6 Jahre.

Im Median entwickelten die 25 Patienten mit PT KRK und korrespondierenden Met nach 19,6
Monaten Met.

Regelmalig konnten wir die bereits in der Literatur beschriebenen Veranderungen von KRK

und den korrespondierenden Met bestatigen.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind:

- KRK, vor allem metastasierende KRK, zeichnen sich durch eine komplexe
Ansammlung von chromosomalen Aberrationen aus. Darunter befinden sich vor
allem Zugewinne. Eine hohe Anzahl an chromosomalen Aberrationen scheint einen
negativen Effekt fur die Prognose des Patienten zu haben.

- Zwischen PT und den dazugehdrigen Met konnten wir eine hohen Grad an
Ubereinstimmung finden, sodass dies auf eine klonale Abstammung hinweisend ist.

- Bei den insgesamt 102 untersuchten Met konnten wir eine gréf3ere Anzahl an
chromosomalen Aberrationen finden, als bei den insgesamt untersuchten PT (n=34)

was auf die héhere genetische Instabilitat der Met zurlickzuflihren sein kénnte.
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Sowohl bei den 25 PT KRK als auch bei den 29 korrespondierenden Met fanden wir
insgesamt im Median 8 chromosomale Aberrationen, darunter insgesamt im Median
3 Zugewinne, 3 Verluste und 0 Amplifikationen.

Die haufigsten gemeinsamen Zugewinne der 25 PT KRK und ihrer 29
korrespondierenden Met waren Zugewinne von 13qg und 20, die haufigsten
gemeinsamen Verluste waren Verluste von Chromosomenarm 18q.

Die haufigsten zusatzlichen Zugewinne der 29 korrespondierenden Met waren
Zugewinne von 6p, 7p, 12q und 20q.

Die haufigsten zusatzlichen Verluste der 29 korrespondierenden Met waren Verluste
von 1p, 4q, 59, 8p und 18p.

Sowohl der onkogenetische Baum der 25 PT KRK als auch der 29
korrespondierenden Met zeigte als frih in der Tumorigenese auftretende Zugewinne
von 13q und 20q, sowie Verluste von 18q. Spat in der Tumorigenese der 25 PT KRK
auftretende chromosomale Aberrationen waren Verluste von Chromosomenarm 4p,
8p und 17p. Spat in der Tumorigenese der 29 korrespondierenden Met auftretende
chromosomale Aberrationen waren Zugewinne von Chromosomenarm 17q, sowie
Verluste von Chromosomenarm 1p und 18p.

Bei Auswertung der insgesamt 34 untersuchten PT KRK konnten insgesamt im
Median 7,5 chromosomale Aberrationen gefunden werden, darunter im Median 3,5
Zugewinne, 2,5 Verluste und 0 Amplifikationen. Auffallend waren insgesamt bei den
10 pNO-Tumorenim Median 5 chromosomale Aberrationen, bei den 12 pN1-Tumoren
im Median 5 chromosomale Aberrationen und bei den 12 pN2-Tumoren im Median 10
chromosomale Aberrationen (p= 0,08). Darunter befanden sich insgesamt bei den
pNO-Tumoren im Median 4, bei den pN1-Tumoren im Median 3 und bei den pN2-
Tumoren im Median 5 Zugewinne (p= 0,48). Insgesamt waren es im Median bei den
pNO-Tumoren 1 Verlust, bei den pN1-Tumoren 2 Verluste und bei den pN2-Tumoren
im Median 5 Verluste (p< 0,01).

Die haufigsten Zugewinne der 34 untersuchten PT KRK waren Zugewinne von 7, 8q,
13q und 20. Die haufigsten Verluste der 34 PT KRK waren Verluste von 4, 8p, 17p
und 18.

Der onkogenetische Baum der 34 PT KRK unterschied sich nur in einem friher
auftretenden Verlust von Chromosomenarm 8p von dem onkogenetischen Baum der
25 PT KRK mit korrespondierenden Met. Somit waren frih auftretende
chromosomale Aberrationen der 34 PT KRK Zugewinne von 13qg und 20q, sowie
Verluste von 18q. Spat auftretende chromosomale Aberrationen waren Verluste der

Chromosomenarme 4p und 17p.
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- Bei den 102 untersuchten Met KRK fanden wir insgesamt im Median 9
chromosomale Aberrationen, darunter im Median 3,5 Zugewinne, 4 Verluste und 0
Amplifikationen.

- Die haufigsten Zugewinne der 102 Met waren Zugewinne von 1q, 6p, 7, 8q, 13gq und
20q. Die haufigsten Verluste waren Verluste von 4, 5q, 8p, 14q, 17p und 18.

- Bei Berechnung des onkogenetischen Baumes der 102 Met zeigten sich als frih in
der Tumorigenese auftretende chromosomale Aberrationen Verluste von 18q und
Zugewinne von 20q. Spat in der Tumorigenese der 102 Met auftretende

chromosomale Aberrationen waren Verluste von 4p, 5qg, 14q und 17p.

Diese Arbeit belegt die Komplexitat der chromosomalen Aberrationen bei KRK und den
dazugehorigen Met. Es konnten zahlreiche in der Literatur beschriebene Aberrationen
bestatigt und bekraftigt werden, darltiber hinausgehend konnte der prognostische Wert
weiterer Aberrationen untersucht und diskutiert werden. Weiterfiihrend verbleibt die genaue
Identifikation von Tumorsuppressor- und Onkogenen mit Hilfe weiterer molekulargenetischer
Methoden, wie der array-CGH. Weiterhin interessant ware es, in einem grof3en Kollektiv die
PT KRK, welche metastasieren den PT KRK gegenuberzustellen, welche Uber einen

langeren Zeitraum keine Met entwickelt haben.
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korrespondierenden Met (n=29) S.43/44

Onkogenetischer Baum der 25 PT von 25 Patienten mit PT KRK und
korrespondierenden Met (n=29) S. 45

Ubersicht tiber die CGH- Ergebnisse der Met (n=29) der 25 PT KRK S. 46
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3.3.1/1:

3.3.1/5:

3.3.1/2:

3.3.2/1:

3.3.2/1:

3.3.2/2:

3.3.2/2:

Onkogenetischer Baum der korrespondierenden Met (n=29) der 25 PT KRK S.
47

Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der 25 PT KRK und ihrer
korrespondierenden Met (n=29) S.48

Zugewinne bei PT mit einer korrespondierenden Met (n=22) S.48

Verluste bei PT mit einer korrespondierenden Met (n=22) S. 49

Zugewinne der PT mit 2-3 korrespondierenden Met (n=3) S.49

Verluste der PT mit 2-3 korrespondierenden Met (n=3) S.50

Gemeinsame Zugewinne der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden Met
(n=29) S.51

Gemeinsame Verluste der 25 PT KRK und ihrer korrespondierenden Met
(n=29) S.51

Zusatzliche Zugewinne der Met (n=29) von 25 PT KRK S.52

Zusatzliche Verluste der Met (n=29) von 25 PT KRK S.52

Auswertung der chromosomalen Aberrationen der 25 PT KRK und der
korrespondierenden 29 Met S. 53/54

Lokalisation der PT von 77 der insgesamt 93 Patienten des Kollektivs S.55
TNM- Klassifikation der PT von 63 der insgesamt 93 Patienten des Kollektivs S.
55/56

Zusammenhang zwischen dem pT- und dem pN- Stadium der 34 PT KRK S. 56
Ubersicht Giber die CGH-Ergebnisse der 34 untersuchten PT KRK S. 57
Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pT-Stadium von 34
PT KRK S. 58

Anzahl der chromosomalen Aberrationen bezogen auf das pN-Stadium von 34
PT KRK S. 59

Graphische Darstellung der CGH-Ergebnisse der 34 untersuchten PT KRK S.
59/60

Ubersicht (iber die chromosomalen Aberrationen der 34 untersuchten PT KRK
S. 60/61

Onkogenetischer Baum der 34 untersuchten PT KRK S. 62

Ubersicht tiber die CGH-Ergebnisse der102 Met KRK S. 63

CGH-Ergebnisse der 102 untersuchten Met S.63

Ubersicht Gber die chromosomalen Aberrationen der 102 untersuchten Met
S.64/65

Onkogenetischer Baum von 102 Met S. 66

4. Diskussion
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Tab. 4.6.2/1: In der aktuellen Literatur beschriebene Veranderungen bei Met KRK S.74/75
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