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Kurzreferat:

Das kolorektale Karzinom ist in Deutschland der zweithdufigste maligne Tumor bei beiden
Geschlechtern. Die Rolle von EGFR in seiner Karzinogenese ist in der Vergangenheit gut
beschrieben und hat zur Entwicklung von neuen Medikamenten gefiihrt, die spezifisch den
EGF-Rezeptor inhibieren.

Vier Polymorphismen, die im Bereich des EGFR-Gens auftreten, wurden Auswirkungen auf
die Expression des Genprodukts und damit auf Verlauf und Prognose des kolorektalen
Karzinoms zugeschrieben. Dabei handelt es sich um zwei Einzelbasenaustausche im
Promotorbereich an den Paositionen -216 und -191, einen G/A-Austausch an Position 497
und die Anzahl der CA-Repeats in Intron 1. In der Arbeit wurde der Zusammenhang
zwischen diesen Polymorphismen und EGFR Expression, sichtbar gemacht durch
Immunhistochemie, sowie klinisch-pathologischen Daten an 177 Patienten mit sporadischem

kolorektalen Karzinom untersucht.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen keine Assoziation der Promotor-Polymorphismen mit
EGFR-Expression oder klinisch-pathologischen Daten. Der Polymorphismus an Stelle 497
hatte einen nicht signifikanten positiven Einfluss auf das Uberleben (p=0,124), war aber
dabei auch mit hdherem T, N, M assoziiert. Diese Veranderungen waren bei mannlichen
Patienten ausgepragter als bei weiblichen. Die EGFR-Expression blieb von dieser
genetischen Variante unberiihrt. Die CA-Repeats zeigten einen Trend zu niedrigerer EGFR-
Expression bei langeren Repeatzahlen, dies bestétigt sich unabhéngig von der Art der
Gruppierung. Das Uberleben war von langeren Repeats positiv beeinflusst, der

Zusammenhang aber statistisch nicht signifikant (p=0,434).

Studien mit einem umfangreicheren Patientenkollektiv sind vonnéten um die Relevanz der

Polymorphismen zu belegen.

Schlisselworter:

EGFR, Polymorphismus, kolorektales Karzinom, CA-Repeat, G497A, G-216T, C-191A
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1.Einfihrung
1.1. Kolorektales Karzinom

Die Bezeichnung kolorektales Karzinom (CRC) umfasst die bdsartigen Epithelneoplasien des
Kolons (ICD10 C-18), des rektosigmoidalen Ubergangs (ICD 10 C-19) und des Rektums
(ICD 10 C-20). Diese Zusammenfassung ist insofern gerechtfertigt, als diese Karzinome

morphologisch und pathogenetisch eng verwandt sind.
1.1.1. Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist in Deutschland bei beiden Geschlechtern die zweithaufigste
maligne Erkrankung und die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache®. Dabei hat die
Inzidenz in den letzten 30 Jahren um 26% (Frauen) bzw. 34% (Manner) zugenommen?. 2012
sollten laut Schatzungen des Zentrums fir Krebsregisterdaten 38.300 Manner und 31.100
Frauen in Deutschland neu erkranken. Obwonhl die Mortalitdt dank besserer Diagnostik und
Therapie abgenommen hat, starben 2008 13.726 Manner und 12.936 Frauen an Darmkrebs.
Damit ist das kolorektale Karzinom fir rund 14,3% (Manner) bzw. 13,5% (Frauen) aller
Krebsneuerkrankungen und 11,8% (Manner) 13,0% (Frauen) aller krebsbedingten Todesfélle

in Deutschland verantwortlich®.

Global gesehen ist die Inzidenz in den Industrienationen wesentlich hoéher als in den

sogenannten Entwicklungslandern®.
1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren
1.1.2.1. Umweltfaktoren

Exogene Risikofaktoren fur die Erkrankung an einem CRC sind ballaststoffarme und
fleischreiche Ernahrung, Rauchen, Ubergewicht und regelmaRiger Alkoholkonsum. Protektiv
wirken dagegen regelmalRiige korperliche Aktivitdt und eine Ernahrungsweise, die reich an
Ballaststoffen, Gemiise, Obst, Folsdure®, und Kalzium ist"®. Die Bedeutung der Lebensstil-
Komponente wird deutlich, wenn man sich vor Augen fuhrt, dass Migranten das Risiko ihres

neuen Lebensplatzes annehmen®.
1.1.2.2. Sporadische Kolorektale Karzinome

Das kolorektale Karzinom entwickelt sich in Uber 90% der Falle in aus einem Adenom.

Dieser Zusammenhang wird als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet’. Als frilheste



morphologisch fassbare Vorstufe gelten die aberranten Crypt Foci (ACF). Sie zeigen bereits
Tumor-assoziierte Genexpressionsalterationen. Am Anfang fihrt eine somatische Mutation in
einer Drisenzelle der kolorektalen Schleimhaut zu einer den Bedarf Ubersteigenden
Proliferation. Zu den frihesten genetischen Veréanderungen gehéren Mutationen im APC-
Gen®. Die Folge ist eine zunachst gutartige Gewebezunahme. Makroskopisch sichtbare
Polypen mit zellularen Atypien bezeichnet man als Adenome. Es gibt einerseits klassische
Adenome und andererseits serratierte Lasionen, die hyperplastische Polypen, sessile
serratierte Adenome, gemischte Polypen und traditionelle serratierte Adenome umfassen.
Bei den klassischen Adenomen unterscheidet man drei histologische Wachstumstypen:
tubuldre Adenome sind mit 60-65% die haufigste Form, gefolgt von tubulovillésen mit 20-
26%, 5-11% villdosen Adenomen. Sie sind fakultative Prékanzerosen. Im Verlauf ihrer
neoplastischen Transformation kommt es zur Kumulation genetischer Verénderungen.
Wichtige Mutationen betreffen dabei z.B. das TP-53-Gen, KRAS, DCC aber auch das EGFR-
Gen®. Die Adenome schreiten von low grade zur high grade intraepithelialen Neoplasie
(ehemals Dysplasie) fort, bis durch das unkontrollierte Wachstum die Basalmembran
durchbrochen wird und die Lasion damit die Préamisse eines Karzinoms erfillt. Die
Entartungstendenz ist abhéngig von GroRe, Grad der Dysplasie und Typ des Adenoms,

wobei villose Adenome die héchste Entartungstendenz haben.

Die Familienanamnese spielt beim sporadischen kolorektalen Karzinom eine wichtige Rolle:
Ein Verwandter ersten Grades eines sporadischen CRC-Patienten hat ein zwei- bis dreifach
héheres Risiko, selbst einen malignen Darmtumor zu entwickeln. Trat der Tumor bei dem
Verwandten vor dem 50. Lebensjahr auf, erhtéht das das Risiko noch zusétzlich.
Grundsatzlich sollte bei den betroffenen Angehdrigen rechtzeitig, das heil3t 10 Jahre bevor
sie das Erkrankungsalter des Indexpatienten erreichen, eine komplette Koloskopie

durchgefiihrt werden®.
1.1.2.3. Hereditére kolorektale Karzinome

VerhaltnisméaRig wenige Falle (weniger als 5%°) sind auf Erbkrankheiten, wie z.B. das
hereditare kolorektale Karzinom (HNPCC, Hereditary Non-Polyposis colorectal cancer), die
Familiare Adenomatosis Polyposis Coli (FAP) oder das Peutz-Jeghers-Syndrom

zuriuckzufthren.

Das HNPCC-Syndrom beruht auf einem Keimbahndefekt der DNA-Mismatch-Repair-Gene,
z.B. MSH2, MLH1, MSH6 und PMS2. 1-5% der CRCs entstehen auf dem Boden eines
HNPCC.



Etwa 1% der CRCs treten im Rahmen einer Familiare Adenomattse Polyposis Coli auf. Die

FAP entsteht aufgrund einer Keimbahnmutation in dem Tumorsuppressorgen APC.

Hamartdse Polyposis Syndrome wie das Peutz-Jeghers-Syndrom, die Juvenile Polyposis
Coli und das Cowden-Syndrom sind mit einer Inzidenz von ca. 1: 100 000 sehr selten. lhr

Anteil an allen CRCs betréagt weniger als ein Promille.
1.1.2.4. Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen

Menschen, die an chronisch entziindlichen Darmerkrankungen leiden, erkranken ebenfalls
haufiger am CRC. Dieser Risikozuwachs ist insbesondere fir die Colitis ulcerosa belegt und
erhoht sich mit Erkrankungsdauer und —ausdehnung. Man geht bei einer Pankolitis ulcerosa

von einem kumulativen Karzinomrisiko von 2% nach 10 Jahren aus®*°.

1.1.3. Genetik und Epigenetik
Es gibt genetisch gesehen zwei gro3e Entitdten beim CRC:

Eine Variante ist der in der Adenom-Karzinom-Sequenz beschriebene’ und mit 85% weitaus

haufigere Weg. Mutationen von APC, KRAS, DCC und TP53 fihren zur sogenannten
chromosomalen Instabilitdt. Es entstehen chromosomale Aberrationen, wie z.B. allelische

Verluste, Amplifikationen, Dislokationen, Translokationen, Deletionen, Insertationen und

Aneuploidie.

15% der Tumoren beruhen auf einem anderen genetischen Mechanismus. Durch
Funktionsverluste des DNA-mismatch-repair-Systems kommt es zu Langenpolymorphismen

v.a. im Bereich der hochrepetitiven Mikrosatelliten-DNA. Man bezeichnet dies als
Mikrosatelliteninstabilitat oder high frequency microsatellite instability (MSIH, MIN)®. Sie

kann epigenetisch, z.B. bei Expressionsverlust durch Promotorhypermethylierung oder

genetisch bedingt sein, wie es z.B. bei der HNPCC der Fall ist.
1.1.4. Diagnostik, Klinik, Prophylaxe

Zur Prophylaxe ist vor allem eine Vermeidung der o0.g. Risikofaktoren sinnvoll. Eine

ausgewogene, ballaststoffreiche und fleischarme Erndhrungsweise und korperliche Aktivitat
stehen im Mittelpunkt.

In Deutschland existiert ein Screening-Programm. Es besteht bei beiden Geschlechtern ab
dem 50. Lebensjahr aus einem Schnelltest auf okkultes Blut im Stuhl (Fecal Occult Blood
Test, FOBT) und digital rektaler Untersuchung. Ab dem 55. Lebensjahr ist zuséatzlich eine
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Koloskopie mdglich. Sie ist der Goldstandard in der CRC-Diagnostik und hat die hdchste
Sensitivitat und Spezifitat. Au3erdem hat sie den Vorteil, dass entdeckie Adenome sofort
therapiert werden kénnen. Samtliche entfernte Polypen missen histologisch aufgearbeitet
werden. Werden Adenome gefunden, ist eine endoskopische Nachsorge nach drei bzw. funf
Jahren, je nach Grof3e und Histologie der Adenome, indiziert. Bei unauffélligem Befund sollte
die Koloskopie alle zehn Jahre wiederholt werden. Wird eine Koloskopie abgelehnt, kann
alternativ eine Sigmoidoskopie durchgefiihrt werden, die jedoch weniger sensitiv ist. Lehnt
der Patient alle endoskopischen Screeningmal3nahmen ab, kann alle zwei Jahre ein FOBT
durchgefiinrt werden®. Bei den 0.g. monogenen Syndromen und bei Colitis ulcerosa gelten

gesonderte Screeningempfehlungen®.

Zur Diagnostik sollte bei suspekten Befunden eine komplette Koloskopie mit Biopsien
erfolgen. Zusétzlich kann die Chromoendoskopie hilfreich sein, um flache L&sionen besser
zu beurteilen, z.B. bei HNPCC und CED. Ist die Koloskopie beispielsweise aufgrund von
Stenosen nicht durchfiihrbar, sollte eine CT oder MR-Kolonographie erfolgen. Die
Rontgendoppelkontrastuntersuchung ist den anderen Methoden unterlegen und heute
obsolet’.

Die Klinik des kolorektalen Karzinoms ist anfangs subtil. Es macht typischerweise erst bei
relativ fortgeschrittener Erkrankung auf sich aufmerksam. Frihsymptome koénnen
Hamatochezie und veranderte Stuhlgewohnheiten sein. Verdéchtig sind sowohl ungewohnte
Diarrhoe als auch eine neu aufgetretene Obstipation, auch im Wechsel. Eine
Eisenmangelandmie weist auf langer dauernde okkulte Blutungen hin. Spét treten
Gewichtsverlust und Darmverschliisse aufgrund von durch Tumormasse verlegtem
Darmlumen auf. Selten kann es bei einem Durchbruch des Tumors durch die Serosa zu
einer sterkoralen Peritonitis kommen.

Das CRC metastasiert lymphogen in die perikolischen und perirektalen Lymphknoten und

hamatogen nach dem Pfortadertyp, d.h. zundchst in die Leber und spater die Lunge.
1.1.5. Pathohistologische Begutachtung

In der postoperativen pathologischen Untersuchung wird der Tumor makroskopisch und
histologisch beurteilt. Es werden Ausdehnung und Wandinfiltration (T), Anzahl und Befall der
entnommenen Lymphknoten (N), histologischer Differenzierungsgrad (Grading), Abstand von

Resektionsrandern und R-Klassifikation angegeben.
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1.1.5.1. Lokalisation

Kolorektale Karzinome sind bdsartige Neubildungen der Schleimhaut in Kolon und Rektum.

Kolonkarzinome werden eingeteilt in proximale und distale Karzinome, bezogen auf ihre
Lage zur Flexura lienalis. 30% der Tumoren finden sich oral der Flexura lienalis, 70%
aboral™.

Als Rektumkarzinom definiert sind maligne Tumoren, die mit dem starren Rektoskop
gemessen 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt sind. Die UICC untergliedert
weiter in Rektumkarzinome des oberen Rektumdrittels (12-16 cm), des mittleren
Rektumdrittels (6-12 cm) und des unteren Rektumdrittels (<6 cm von der Anokutanlinie).

Diese Unterteilung hat Implikationen fur Therapie und Prognose.
1.1.5.2. Makroskopische Pathologie

Es missen TumorgrofRe, Tumorlokalisation und makroskopische Infiltrationstiefe, sowie der
Abstand zum Resektionsrand angegeben werden. Auch die mitentfernten Anhangsgewebe

werden beurteilt.

Makroskopisch unterscheidet man polypoides oder exophytisches, ulzerierendes oder

endophytisches und diffus-infiltrierendes Wachstum. Oft treten Mischformen auf.

Kolorektale Karzinome wachsen zirkumferentiell entlang der LymphgefaRe und
metastasieren auch lymphogen. Die regiondaren Lymphknoten finden sich entlang der
GefalRversorgung bis zu 10 cm entfernt.

1.1.5.3. Histopathologie

Histologisch handelt es sich in den allermeisten Féllen (85%) um Adenokarzinome. Als
muzindse Karzinome werden solche bezeichnet, bei denen mehr als 50% der Schnittflache
aus extrazellularem Schleim bestehen. Bei Siegelringzellkarzinomen besteht mehr als 50%
der Schnittflache aus Zellen mit intrazellularem Schleim. Seltener findet man
adenosquamose, kleinzellige, medullare, anaplastische und Plattenepithel-Karzinome.

Man unterteilt nach Ausmalf3 der Drisenbildung in hoch differenzierte, mafig differenzierte,

niedrig differenzierte und undifferenzierte Karzinome (Grading G1 bis G4).

Die R-Kategorie gibt die Vollstandigkeit der Resektion an. RO bedeutet mikroskopisch im

Gesunden entfernt, R1 entspricht mikroskopisch Tumorbefall der Resektatrander, R2
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impliziert eine bereits makroskopisch erkennbare Unvollstéandigkeit der Exzision wie

beispielsweise beim Vorhandensein von Fernmetastasen.
1.1.5.4. Tumorausdehnung und Staging

Zum praoperativen Staging beim CRC gehotren obligat: DRU, komplette Koloskopie mit
Biopsien, Abdomensonographie, Rontgenuntersuchung des Thorax in 2 Ebenen und
Bestimmung des Tumormarkers CEA. Zusatzlich kénnen eine Spiral-CT oder MRT des

Abdomens oder eine Spiral-CT des Thorax sinnvoll sein®.

Beim Rektumkarzinom kommen zu den o.g. obligaten Staging-Bestandteilen eine starre
Rektoskopie und eine Endosonographie hinzu. Im Einzelfall kénnen eine Becken-CT oder
MRT, eine Sphinktermanometrie eine Zystoskopie oder eine gynéakologische Untersuchung
zusétzliche Informationen bringen®.

Die TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung erfolgt nach UICC. Aktuell ist bereits die TNM
Klassifikation von 2010 im Klinischen Einsatz'*. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung galt aber
noch die Klassifikation von 2002". Alle Stadienangaben des untersuchten Kollektivs sind
nach TNM von 2002 klassifiziert. Die detaillierte UICC Stadieneinteilung findet sich im
Anhang.

1.1.6. Therapie

Der einzige kurative Therapieansatz besteht im Anstreben einer RO-Resektion. Nur bei T1
Tumoren mit low risk Situation (G1 oder G2, keine Lymphgefa3invasion) ist eine
endoskopische Therapie ausreichend. Ab T1 high risk (G3 oder G4 und/oder
Lymphgefafieinbriiche) wird eine radikale chirurgische Behandlung notwendig. Dabei muss
das betroffene Darmsegment inklusive der versorgenden Gefal3e, der Lymphabflussgebiete
und des grof3en Netzes im Tumorbereich reseziert werden. Am Tumorrand ist grundsétzlich
ein Sicherheitsabstand von 2 cm ausreichend, entlang der Lymphgefal3stationen empfiehlt
sich ein Abstand von 10 cm vom Tumorrand aus®. Die UICC und andere Expertengruppen
fordern die Entfernung von mindestens 12 Lymphknoten fur die korrekte Determinierung der
N-Kategorie®. Je mehr Lymphknoten entfernt werden, desto langer (Uberleben die

14-16 Bei wandiberschreitendem Wachstum wird eine En-bloc Resektion aller

Betroffenen
adharenten Nachbarorgane empfohlen. Schnellschnitte von Adhéarenzen sind zu vermeiden,
da das Risiko der Tumoraussaat zu groR ist. Diese wiederum verkiirzt das Uberleben
signifikant'’. Beim Rektumkarzinom ist die partielle oder totale Entfernung des Mesorektums

indiziert. Auch hier gilt der Grundsatz, adharente Organe en bloc zu resezieren.
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Bei Stadium pT1-Tumoren, die im Gesunden entfernt wurden, besteht lediglich
Nachsorgebedarf. Eine adjuvante Chemotherapie ist nicht sinnvoll. Ab Stadium Il ist sie
vorzugsweise in kontrollierten Studien mdoglich, ihr Nutzen ist aber nicht eindeutig
bewiesen™. Im Stadium Il wird eine adjuvante Chemotherapie empfohlen, soweit keine
Kontraindikationen vorliegen. Eine  signifikante Prognoseverbesserung ist in dieser
Konstellation eindeutig erwiesen'®. Effektive Protokolle beinhalten v.a. Oxaliplatin und 5-
Fluorouracil (5-FU)*. Bei Vorliegen von systemischen Metastasen (Stadium [V) lassen sich
keine allgemeingiltigen Empfehlungen abgeben. Bei Mdglichkeit einer RO Resektion der
Metastasen sollte diese versucht werden®. Chemotherapieprotokolle, die in Frage kommen,

beinhalten z.B. 5-FU, Oxaliplatin, Irinotecan,”, Capecitabin, Bevacizumab und Cetuximab®.

Beim Rektumkarzinom kommt ab Stadium T1 mit high risk-Charakteristiken (G3 oder 4 oder
Lymphgefal3invasion) auch Strahlentherapie zum Einsatz. In Stadium Il und Il sind

neoadjuvante Radio- oder Radiochemotherapie immer indiziert”.

1.1.7. Prognhose

Die Prognose des CRC hat sich in den letzten Jahren deutlich verbessert. Trotz steigender
Inzidenz ist die Mortalitat abnehmend. Das relative 5-Jahres-Uberleben betragt in
Deutschland fur Manner 63%, fur Frauen 62%. In Finnland und den USA liegt es bei 60-63%,
bzw. 65%"*%. Die Prognose ist in Einzelfall abh&ngig von Tumorstadium, Lymphknotenbefall
und Grading™, sowie dem Resektionsgrad.

1.2. Epidermal Growth Factor Receptor

Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) oder ErbB1l ist ein Wachstumsfaktor-
Rezeptor aus der Familie ErbB. Sein Gen ist 110kb lang und besteht aus 26 Exons®. Die
Kristallstruktur wurde 2002 entschliisselt*®?°. Andere Mitglieder der Familie sind das ErbB2-
Produkt HER2/neu, ErbB3 und ErbB4. Sie alle gehoren strukturell der Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen an. Diese sind durch ihren dreiteiligen Aufbau charakterisiert: Der
extrazellulare Anteil beinhaltet die Ligandenbindungsstelle. Ein lipophiler Anteil durchspannt
die Plasmamembran. Der intrazellulare Part enthalt die Tyrosinkinasedoméane und
gewahrleistet die Weiterleitung des Signals durch Interaktion mit second messenger

Proteinen.
1.2.1. Signalkaskade

Namensgebender Ligand des EGFR ist der Epidermal Growth Factor, ein Polypeptid von

okDa bzw. 53 Aminosauren. Aber auch andere Wachstumsfaktoren wie z.B. TGFa,
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Amphiregulin und Neuregulin®’ kénnen den Rezeptor aktivieren. Sie alle haben die EGF-like-
Domain gemeinsam, die aus drei intramolekularen Schleifen mit Disulfidbriicken besteht®.
Dockt ein Ligand an die extrazellulare Bindungsstelle an, resultiert eine
Konformationsdnderung des Rezeptors und die Tyrosinkinase wird freigelegt. Der Rezeptor
dimerisiert zu einem Homodimer mit einem zweiten aktivierten EGFR oder auch zu einem
Heterodimer mit einem anderen Mitglied der ErbB-Familie. Die Interaktion kommt durch
Beta-Haarnadel-Arme zustande, die aus den Konformations-veranderten Molekilen
protruieren®?. Dies erhoht die Aktivitat der intramolekularen Tyrosinkinase und die beiden
Partner phosphorylieren sich gegenseitig?*®. An die so aktivierten Phosphotyrosin-Stellen
konnen sich abhéngig von Ligand und Dimerisationspartner verschiedene Adapterproteine

mit ihren SH2-Stellen anlagern®~.

Der bevorzugte Heterodimerisationspartner ist ErbB2 alias Her2/neu®****. Das liegt daran,
dass er bereits in einer Konformation vorliegt, die die Dimerisierung erleichtert®®>*’. ErbB-2

34,38

bindet selbst keinen Liganden®°, verstarkt aber im Heterodimer die Wirkung der andere

Rezeptoren durch verschiedene Mechanismen und potenziert so das Signal *>*%.

Die wichtigsten Signalwege sind Ras-MAPK, PI3K-PKB/Akt und PLC-PKC*™. Sie sind in
Abbildung 1 dargestellt.

E>Wachslum, Differenzierung, Angic Migration, Adhasion, Zellzyklus-Progession, Apoptose-Inhibition

Abbildung 1 - EGFR Signaltransduktion, modifiziert nach®#%*° - 1. Ligandenbindung, 2. Dimerisierung, 3.
Autophosphorilierung, 4. Anlagerung von Adapterproteinen, 5. Signalkaskade, 6. Beeinflussung von
Transkriptionsfaktoren, 7. Rezeptorendozytose, 8. Lysosomaler Abbau.
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Am Ende der Kaskaden stehen vor allem Eingriffe in die Transkription im Zellkern. Uber die
Aktivierung von entsprechenden Transkriptionsfaktoren wird die Zelle zu Wachstum und
Teilung angeregt. Die Pfade fuhren zu einem Fortschreiten im Zellzyklus und damit ultimativ

zu Zelliberleben und Vermehrung®*°.

Die physiologische Beendigung des Signals wird durch Rezeptorendozytose erreicht*®. Was
in der Zelle mit dem endozytierten Rezeptor passiert, ist abhéngig vom Rezeptortyp*’, dem
Dimerisationspartner und auch vom Liganden. EGF-bindendes EGFR wird priméar
ubiquitiniert und dann im Lysosom degradiert*®*. Andere ErbBs werden recycelt***°. Aber
auch EGFR kann durch den Einfluss anderer Liganden, wie z.B. TGF-Alpha und NDF, dem
lysosomalen Abbau entgehen®’. Auch ErbB2-EGFR Heterodimere werden recycelt, kehren
47,51

so an die Zelloberflache zurtck und stehen wieder zur Aktivierung zur Verfiigung

Heterodimerisierung erméglicht so ein stérkeres Signal als Homodimere®™.
1.2.2. Funktion, Physiologie und Pathophysiologie

Physiologisch spielt EGFR eine wichtige Rolle fir Wachstum und Entwicklung und
ermoglichen das Uberleben von Zellen®*. EGFR-Knock-out Mause sterben perinatal ab>.
Sie zeigen gestorte Epithelialisierung verschiedener Organe, z.B. der Haut, der Lungen und
des Gastrointestinaltraktes® und entwickeln postnatal eine progressive Neurodegeneration®®.
Es kann gefolgert werden, dass EGFR eine zentrale Rolle fur die Entwicklung von Epithelien
sowie fiir das Uberleben von Neuronen spielt. Beim Erwachsenen wird der ErbB1 oder
EGFR z.B. in der Epidermis exprimiert”” und regt diese und andere Epithelien zum
Wachstum an.

Wird diese physiologische Wirkung Ubermafig aktiviert, resultiert eine UberschieRende
Proliferation, die zu maligner Entartung fiulhren kann. EGFR ist bei vielen Karzinomen
dysreguliert und tragt durch pathologische Aktivitat zur Karzinogenese bei®**. EGFR-
Genamplifikation spielt eine Rolle bei verschiedenen Hirntumoren (Oligodendrogliom®,
Glioblastom®,  kindlichen  Gliome®). EGFR-Uberexpression wurde z.B. beim
Plattenzellkarzinom in der Kopf-Hals-Region (HNSCC)®*® beim Nichtkleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC)®, primaren aber nicht sekunddren Glioblastomen®®, Mamma-

67-69

Karzinom®, Cervix-Karzinom®~®°, Blasenkarzinom’® "

, Wilmstumor™ und Osteosarkom™
beschrieben und ist in der Regel mit schlechterer Prognose assoziiert’>”>™®. Auch beim
Adenokarzinom des Magens ist eine Uberexpression haufig und mit fortgeschrittenem

Stadium und kiirzerem Uberleben assoziiert®.
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1.2.3. Prognostischer Stellenwert beim CRC

Beim kolorektalen Karzinom kommt eine Uberexpression von EGFR in 50-80% der Falle vor

und ist damit haufig®*°

. Sie ist unabhangig von morphologischen Faktoren, Alter und
Geschlecht®. Interessanterweise zeigen bereits hyperproliferative aberrante Crypt Foci, die
als die frihesten Stufen der Adenom-Karzinom-Sequenz gelten, eine erhdhte mRNA von

EGFR und den Signalkomponenten®.

Die Uberlebenszeit bei EGFR-Uberexpression ist verkirzt** . EGFR Level sind mit
héherem UICC-Stadium® ™ assoziiert, und  EGFR-positive Tumoren zeigen ein

aggressiveres Invasionsverhalten und metastasieren friher®* .

Uberexpression ist in einigen Studien auBerdem mit schlechtem Ansprechen auf

Radiotherapie assoziiert®*®.

Was die Ubereinstimmung in Bezug auf EGFR-Expression von Tumor und Fernmetastasen
angeht, so kommen die Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen: Wé&hrend in einigen
Studien die EGFR-Aktivitdten von Primar- und Sekundartumor &hnlich ausfallen, kommen
bei anderen groRere  Diskrepanzen zum  Vorschein. Die  beschriebenen

Ubereinstimmungsraten liegen zwischen 40 und 93,7%%%%".

1.3. EGFR Polymorphismen

Ein Polymorphismus ist eine genetische Variation. In Abgrenzung zu einer Mutation tritt ein
Polymorphismus in einer Bevolkerung mit einer Haufigkeit >1% auf. Definitionsgemal hat er
keinen Einfluss auf die Funktion des Genprodukts.

Im EGFR-Gen waren zu Beginn unserer Untersuchungen vier Polymorphismen wegen
potentieller Auswirkungen auf Funktion und Prognose von Interesse. Sie werden unabhangig

voneinander vererbt®%°,

1.3.1. Polymorphismen im Promotorbereich

Im  Promotorbereich  finden sich an den Stellen -216 und -191 jeweils

Einzelbasenaustausche.

An der Position -216 befindet sich eine Erkennungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Spl,
der besonders fiir Epithelzellen wichtig ist'®. Das Wildtyp-Allel an -216, Guanin, ist beim -
216-Polymorphismus gegen Thymin ausgetauscht. Die Haufigkeiten werden wie folgt
beschrieben: 46%GG 46%GT 9%TT* bzw. GG 32% GT 45% TT 23%™* bzw. 41% GG, 54%
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GT, 6% TT'%. Es gibt méglicherweise interethnische Unterschiede: Der GT Austausch wurde
bei Afroamerikanern mit einer Haufigkeit von 29,2%, bei Europé&ern in 41,8% der Falle und
nur bei 7,1% der Asiaten gefunden®.

An -191 befindet sich statt dem haufigeren Cytosin im Falle eines Polymorphismus Adenin.
C-191A tritt in der weiBen Bevdlkerung mit einer Frequenz von 13,6% auf*. Der
Polymorphismus an -191 liegt nur 4bp upstream von einer Initiationsstelle der

Transkription'®,

Es wurde beschrieben, dass die Polymorphismen im Promotorbereich eine hohere
Expression des EGFR zu Folge haben. Im Transient Transfection Assay erhohte der 191C-
216T Haplotyp die Aktivitat des Promotors um 30%, wobei der Effekt von -216 groRer war®™.
Das konnte auch in vivo gezeigt werden: In Fibroblastenkulturen war die Menge an EGFR
mRNA beim T-C Haplotyp 40% héher als bei GC*.

1.3.2. G/A Austausch an Position 497

Der in der Sequenz letzte untersuchte Polymorphismus befindet sich an Position 497 bzw.
521 (andere Nomenklatur)®***®. Dort ist im Wildtyp die Base Guanin zu finden. Bei einem
Teil der Bevolkerung findet sich als Variante dagegen Adenin. Im Protein resultiert daraus
ein Aminosaure-Austausch von Arginin zu Lysin. Er kommt mit einer 17% homozygot AA und
39% heterozygot GA vor, 43% der Patienten zeigen den Wildtyp GG**'°. In einer anderen
Studie war die Verteilung etwas anders: 56% GG, 39% GA 4% AA'°?. Der Polymorphismus
R497K ist bei Krebspatienten &hnlich verteilt wie bei Gesunden®”’.

Er hat keinen Einfluss auf die Genexpression von EGFR'®'®°, Moriai et al. fanden im Falle
des Polymorphismus eine Funktionsminderung in Bezug auf Ligandenbindung,
Wachstumsstimulation, Tyrosinkinaseaktivitat und Aktivierung von Protoonkogenen wie Myc,

Fos und jun'®"*,

1.3.3. CA-Repeats in Intron 1

In Intron 1 des EGFR-Gens findet sich eine Sequenz aus CA-Repeats von unterschiedlicher
Lange. Allele mit 8 bis 24 Repeats sind beschrieben®'*** In européischen Kollektiven
besteht das haufigste Allel aus 16 CA-Repeats, gefolgt von 18 und 20 Repeats™'. Es wurde
kein Unterschied zwischen Brustkrebspatienten und Kontrollen festgestellt. Dieselben

112

Haufigkeiten wurden auch in gesunden polnischen Frauen bestatigt In anderen

ethnischen Gruppen bilden sich andere Trends ab. So sind z.B. in der asiatischen
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98,113,114

Bevolkerung Allele mit 20 Repeats haufiger In tunesischen bzw. kuwaitischen

Personen dominiert dagegen das Allel mit der Lange 17**°.

Die Lange der CA-Repeats hat Auswirkungen auf die Expression des EGFR. Je kirzer das
Allel desto hoher ist die EGFR Expression. Das wurde sowohl beim Kolonkarzinom™*®,
Mamma-Karzinom*" als auch bei HNSCC-Zelllinien'*® beschrieben. Das Allel der Lange 21
zeigte bei Gebhardt et al. lediglich 20% der Transkription des 16-Repeat-Allels'. Bei
Baranovskaya et al. ist die Expression bei Allellange 18 dreimal so hoch wie bei einem 24-
Repeat-Allel''®. Als Ursache wurde eine veranderte Biegsamkeit des DNA Strangs bei
erhohter Anzahl von CA-Repeats postuliert. Die Stelle kbnnte als Gelenk wirken und tber die
alternierte Tertiarstruktur die Anlagerung von Transkriptionsfaktoren beeinflussen und so die
Expression von EGFR verandern'*®. In Bezug auf CA-Repeat-Anzahl stimmen Priméartumor

und Metastase haufig Uberein®.

1.4. Rezeptorspezifische Therapie des Kolonkarzinoms

Ein neuerer Therapieansatz ist die rezeptorspezifische Therapie. Es existieren im Moment
zwei unterschiedliche Ansétze: Die Therapie mit spezifischen Antikorpern und die mit small
molecule inhibitors. Beide wurden zunachst fur die Behandlung beim nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) zugelassen und sind fur diese Indikation am besten untersucht.

Die therapeutisch verwendeten Antikdrper sind so konstruiert, dass sie spezifisch das
Signal des EGFR blockieren. Sie binden an die extrazelluldare Domé&ne und hemmen
kompetitiv die Bindung der natirlichen Liganden und eine Rezeptoraktivierung. Sie
verursachen die Internalisierung und Downregulation des EGFR™°. Moglicherweise spielt
auch die Antikdrper-vermittelte zellulére Zytotoxizitat eine Rolle™®***. Cetuximab ist in
Deutschland seit Juni 2004 zur Behandlung des metastasierten CRC im Rahmen einer
Kombinationschemotherapie zugelassen. Nach Versagen einer Oxaliplatin/Irinotecan-
haltigen Chemotherapie kann es auch als Monotherapie in Second-Line Therapie angewandt

werden*?®

. Wie auch die FDA-Zulassung in den USA im Februar 2004 ist die Anwendung an
einen EGFR-Nachweis gebunden®*. Panitumumab ist ein vollstdndig humaner
monoklonaler Antikérper und wurde im Dezember 2007 zugelassen. Er findet Anwendung
als Monotherapie zur Behandlung von metastasierten CRC, die nicht auf 5-Fluorouracil,
Oxaliplatin oder Irinotecan ansprechen'®. Voraussetzung fiir die Anwendung dieser
Antikorpersind positive EGFR-Expression und Vorliegen des KRAS-Wildtyps. Als
Nebenwirkung treten u.a. akneiforme Hautausschlige auf**°, die mit einem besseren

Therapieansprechen**"*?® bzw. mit langerer Uberlebenszeit (PFS und OS) assoziiert sind
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22.86,102129-131 "v/on der Cetuximab-Therapie profitieren circa 12 % Prozent der Patienten®. Bei
Panitumumab sind es 9%"*?. Da die Antikdrper teuer sind und ihr Einsatz aufwéandig ist, wird
nach einem Weg gesucht, ihnre Wirksamkeit vorherzusagen. Die Aussagekraft der EGFR-
Expression gemessen per Inmunhistochemie hat sich dafur entgegen der Erwartungen nicht
bestatigt***"***, wobei z.B. die BOND2-Studie dem widerspricht™**.

Auch die Polymorphismen im EGFR-Gen wurden hierzu untersucht. Bei fortgeschrittenem
Magenkarzinom fuhrt der kirzere CA-Genotyp zwar sowohl zu langerem PFS als auch OS
unter Cetuximab-Therapie'*®. Bei CRC-Patienten, die mit Cetuximab behandelt werden ist
der CA-Repeat allerdings nicht mit Uberleben assoziiert'****!, dasselbe gilt beim HNSCC**°.
Es gibt Studien, nach denen R497K das Ansprechen auf Cetuximab vorhersagt'®******’. Dies
ist jedoch nicht immer nachweisbar'®’. Einzelne Autoren verbanden den -191
Polymorphismus mit verstarktem Ausschlag. Der dadurch theoretisch zu erwartende
Uberlebensvorteil lieR sich jedoch nicht nachweisen'*. Die Vorhersagekraft der KRAS-
Mutationen gilt trotz einzelner Gegenstimmen™" als erwiesen. Wildtyp-KRAS-Patienten
sprechen sehr viel besser an als Patienten mit einem mutierten KRAS!0%104137139-141 ' pag ilt

auch fur Panitumumab™*.

Zum Zweiten gibt es die Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI), wie z.B. Erlotinib oder Gefitinib.
Sie inhibieren spezifisch und reversibel die intrazelluldre Tyrosinkinase. Bei Studien mit
NSCLC Patienten konnten Ansprechraten von 30-40% erreicht werden*****, Erlotinib wurde
in den USA im November 2004 und in Deutschland im September 2005 zur Behandlung des
lokal fortgeschrittenen oder metastasierten NSCLC zugelassen. 2007 wurde die Indikation
auf Pankreaskarzinome erweitert'*®. Gefitinib ist seit Juni 2009 fur die Behandlung des

146

NSCLC zugelassen ™. Als Nebenwirkungen treten auch hier akneiforme Ausschlage auf, die

mit besserem Ansprechen auf die Anti-EGFR-Therapie assoziiert'*>'*.

Auch was die TKls angeht wurde nach Wegen gesucht, das Ansprechen vorherzusagen.
EGFR-Kopien-Anzahl™’ und EGFR-Immunhistochemie®***** haben sich nicht bewahrt.

Dagegen sind die TKIs besonders effektiv bei Zellen, die einen mutierten EGFR

148-150 1

exprimieren . Diese Mutationen kommen h&ufiger bei Nichtrauchern vor'®* und sind
mittlerweile Voraussetzung fiir die Anwendung von Gefitinib**. Auch hier wirken sich KRAS

Mutationen negativ auf das Ansprechen aus*®.

Der Effekt der bekannten EGFR Polymorphismen ist nicht vollstandig geklart. Viele Autoren

fanden einen Zusammenhang zwischen weniger CA-Repeats in Intron 1 und Ansprechen auf
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EGFR-Inhibitoren*®***** pzw. Uberleben unter Gefitinib Behandlung™>'*°. Eine bessere

Ansprechrate durch den -216 T Polymorphismus wurde ebenfalls beschrieben™***’.

Beim kolorektalen Karzinom dagegen haben sich die small molecule inhibitors bisher nicht
bewahrt'*®**°, Das kénnte auch mit daran liegen, dass die 0.g. EGFR Mutationen beim CRC
keine Rolle spielen®****%? Weder Erlotinib noch Gefitinib sind zurzeit zur Therapie des CRC

zugelassen.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Patienten und Material
2.1.1. Untersuchungsmaterial

Das Kollektiv umfasst 171 Patienten, bei denen ein priméres Kkolorektales Karzinom
diagnostiziert wurde. Sie wurden zwischen August 1995 und August 2006 in der Klinik far
Allgemein- und Viszeralchirurgie des Universitatsklinikums Magdeburg operiert. Die Therapie
erfolgte entsprechend der Leitlinen mit kurativer Resektion und stadiendadaptiert mit
konventioneller Chemotherapie. Rektumkarzinome wurden mit Radiotherapie behandelt.

Insbesondere kamen keine anti- EGFR Therapeutika zum Einsatz.

Die Resektionspraparate wurden unmittelbar nach dem chirurgischen Eingriff auf Crash-Eis
an das Institut fir Pathologie tbersandt. Ein Pathologe des Instituts entnahm innerhalb von
20 Minuten reprasentative Gewebeproben aus dem Tumor und makroskopisch unaufféalligem
Gewebe (Nicht-Tumor), wobei sich die Nicht-Tumor Proben mindestens 10 cm entfernt des
Karzinoms befanden. Die Proben wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur DNA-Préparation bei-80°C aufbewahrt.

Das Tumorpraparat wurden aufgearbeitet und weitere Proben fur die Immunhistochemie
wiederum aus Tumor und Nichttumorgewebe entnommen. Sie wurden in 4% Formaldehyd

fixiert und in Paraffin eingebettet.

Die Probenwurden im DNA-Labor und Labor fur Immunhistochemie des Institutes fur
Pathologie der Universitat Magdeburg analysiert. Die PCR und
Restriktionsfragmentlangenanalysen wurden im Onkologischen Forschungslabor der
Medizinischen Klinik und Poliklinik | am Universitatsklinikum Carl Gustav Carus an der
Technischen Universitat Dresden unter Aufsicht von PD Dr. med. habil. Jan Stéhimacher
durchgefihrt.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, die an chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, hereditaren Syndromen mit erhdhtem Risiko von kolorektalen
Karzinomen oder malignen Zweiterkrankungen litten.

Der Ausschluss einer Mikrosatelliteninstabilitét fir die Karzinome dieses Kollektivs erfolgte
im Rahmen eines anderen Forschungsprojektes im DNA-Labor des Institutes fur Pathologie,
Magdeburg.
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2.1.2. Patientencharakteristika

Es wurden patientenbezogene Daten aus Krankenakten,  Arztbriefen  und
histopathologischen Befunden aus den Kliniken fur Viszeralchirurgie und Gastroenterologie
sowie dem Institut fir Pathologie benutzt, um Geburtsdatum, Geschlecht, klinische Diagnose
und operatives Vorgehen (partielle/vollstandige Kolektomie) zu ermitteln. Das Auftreten eines
Tumorrezidives, einer Spatmetastasierung und das Datum des letzten Arztbesuches oder
des Todes der Patienten wurde ab Februar 2004 halbjahrlich durch Ubersendung eines
Fragebogens an die niedergelassenen Arzte, die mit der Nachsorge des Patienten betraut
waren, ermittelt und in der Datenbank aktualisiert.

2.1.3. Tumorcharakteristika

2.1.3.1. Lokalisation

Die Tumoren wurden eingeteilt in proximale und distale Karzinome, bezogen auf ihre

Lokalisation in Bezug auf die linke Kolonflexur oder Flexura lienalis.
2.1.3.2. Tumorklassifikation

Die Stadieneinteilung der Tumore erfolgte entsprechend der sechsten Auflage der UICC
TNM Klassifikation fiir kolorektale Karzinome'® (im Anhang). Die mittlerweile erschienene 7.
Auflage der TNM Klassifikation fand in unserem Kollektiv noch keine Anwendung'?.

Ein erfahrener Pathologe des Instituts (Frau PD Dr. med. D. Jechorek) beurteilte lokale
Infiltrationstiefe (T-Kategorie), Lymphknotenbeteiligung (N-Kategorie), und Fernmetastasen
(M-Kategorie) unter Zuhilfenahme der mit Hamatoxylin-Eosin- gefarbten Paraffinschnitte
sowie aller zur Verfigung stehenden Kklinikopathologischen Informationen. Aufgrund
unvollstandiger oder unkorrekter Angaben erfolgte fir 14 Karzinome (12%) eine Erganzung
oder Korrektur der im urspringlichen Befund gestellten pathohistologischen TNM-
Klassifikation. Zuséatzlich wurde fir alle Karzinome die Lymph- und Haemangiosis
carcinomatosa (L- und V-Klassifikation) sowie die perineurale Karzinose (Pn-Klassifikation)
nachbeurteilt.

2.1.3.3. Histologie und Grading

Ein routinierter Pathologe des Instituts (Frau PD Dr. med. D. Jechorek) unterteilte die

Karzinome ihrem Malignitdtsgrad nach entsprechend dem giiltigen WHO-Schema'®**** in
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gut, maRig, oder schlechtdifferenziert bzw. Grade 1, 2 oder 3. G4-Karzinome wurden aus der

Studie ausgeschlossen.

Alle untersuchten Proben gehorten dem haufigsten histologischen Typ, dem Adenokarzinom,
an. Varianten des Siegelringzell- oder muzinésen Typs bzw. mit partieller neuroendokriner
Differenzierung wurden ausgeschlossen.

2.2. Molekulargenetische Analysen

2.2.1. DNA Préparation aus Frischgewebe

Dem auf -80°C gekihlten Frischgewebe wurde eine stecknadelkopfgrolle Menge
entnommen. Diese wurde mit einer kleinen Schere zerkleinert. Das Gewebe wurde in eine
Losung aus 450l OLD-T Puffer (40 mM Trisbase, 150 mM NaCl, 25 mM EDTA, 150ul Aqua
dest, pH 7,5), 50l Sodium Dodecyl Sulfat (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und 5ul Proteinase
K (Roche) eingelegt, geschuittelt und zwei Stunden bei 55°C inkubiert. Dann wurden noch 5pl
Proteinase K zugebeben und die Suspension Uber Nacht bei 50°C ins Wasserbad gestellt.
Sollte am nachsten Tag der Verdau nicht abgeschlossen sein, d.h. die Lésung nicht
homogen sein, so wurde nach Zugabe von 5ul Proteinase K mindestens 2h bei 50°C
nachverdaut.

Dem fertig verdauten Gemisch wurden 550ul Phenol zugefugt und es wurde von Hand
geschiittelt. In Phenol werden Proteine ausgefallt, die DNA bleibt im Uberstand geldst. Nach
Zentrifugation bei 7500 U/min fur 10 min wurde diese obere Phase abpipettiert und in ein
neues Gefall gegeben. Der Vorgang wurde einmal wiederholt. Dem Extrakt wurden 550 pl
Chloroform/Isoamylalkoholldsung im Verhaltnis 24:1 beigemischt und wie oben zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abermals entnommen.

Nun gab man 550ul eines Gemisches aus absolutem Alkohol und Na-Acetat (25ul 3M Na-
Acetat) zu. Die DNA wurde dadurch geféllt, und es erschien eine DNA-Flocke. Ein Glasstab
wurde in die Losung bis zu der Flocke getunkt und die DNA durch vorsichtiges Ziehen und
Drehen des Stabes auf demselben aufgewickelt. Nun spllte man die extrahierte DNA mit
70% Ethanol ab und I6ste sie dann in 50 bis 100ul DEPC-Wasser, einem Gemisch aus Agua
dest. und der RNAse und DNAse freien Lésung DiEthylPyroCarbonat.

Die DNA-Konzentration wurde spektrometrisch bei einer Absorption bei 260nm (Bio-
Photometer, Eppendorf) bestimmt und mit den Formeln 1 Ay = 50ug/ml ds DNA bzw. 1 Aseo
= 33ug/ml ss DNA berechnet.
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2.2.2. Polymerase Kettenreaktion

FUr die PCR wurde eine 50ng/ul Verdinnung der DNA hergestellt. Es wurden von jeder
Probe jeweils 3 separate Ansétze fir die jeweiligen Polymorphismen angesetzt. Alle Primer
stammen von der Firma MWG, alle Pipetten und abgeschlossenen Pipettenspitzen von

Eppendorf, ReaktionsgefalRe 0,2ml 8er PCR-Gefal3e von Life Science Products von Brand.

Fur die PCR zum Nachweise des Arginin-Lysin Austausches an Position 497 wurde auf Eis
ein Mastermix pipettiert. Er bestand aus folgenden Bestandteilen pro Probe: 0,5ul
Magnesiumchlorid (50mM, Invitrogen/Life Technologies), 2ul dNTP-Lésung (10mM,
Invitrogen/Life Technologies), 2,5u 10xPuffer (10x PCR Rxnbuffer von Invitrogen/Life
Technologies), je 1ul des F- und des R-Primers (Sequenz siehe Anhang 3). Als letztes
wurden 0,3ul der Tag-Polymerase (5 U/, Invitrogen/Life Technologies) zugefiigt. Nun wurde
je 1ul der auf 50ng/ul verdinnten DNA Probe und 24ul des Mastermixes in ein kleines
verschlieBbares Reaktionsgefald gefullt und gevortext (MeidolphReax Top). Die Gefalie
wurden in den Thermocycler (Mastercycler — epgradient von Eppendorf) gestellt und das
Programm gestartet (siehe Anhang 3). Es entstanden Fragmente von 155 Bp Lange.

Die Polymorphismen im Promotorbereich wurden in einem gemeinsamen Ansatz *°

amplifiziert. Dazu wurde das Qiagen multiplex Kit (Qiagen, Hilden Germany) verwendet. In
jedes PCR-Gefald wurden 20l des mitgelieferten Mastermix (MM), 8ul der Q-Solution und je
4ul des F- und R-Primer vorgelegt. Dazu wurden je 50ng DNA pipettiert. Mit Wasser aus
dem Kit wurde auf 40ul aufgefiillt. Im Thermocycler wurde dann die PCR nach dem
entsprechenden Protokoll (siehe Anhang 3) durchgefihrt.

2.2.3. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP)

Die amplifizierten DNA-Proben werden mit Hilfe von bakteriellen Restriktionsendonucleasen
an definierten Stellen geschnitten. Im Falle eines lokalen Polymorphismus gehen solche
Schnittstellen verloren oder entstehen neu. Dadurch bleiben nach dem Verdau Fragmente
anderer Lange zurlck als beim Verdau der Wildtyp-DNA. Nach der anschlieBenden
Elektrophorese kénnen daher Wildtyp und Mutation durch ein definiertes Wanderungsmuster
unterschieden werden.

Zum Nachweis des R497K-Austausches wurde ein eigener Ansatz hergestellt. Er enthielt
jeweils 15yl PCR- Produkt, 2,5ul 10xPCR Rxn Buffer (Invitrogen/Life Technologies), 2,5ul
purified Bovine Serume Albumine (10ng/l, New England Biolabs Inc.), 4,7ul Aqua dest und
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0,3ul des Restriktions-Enzyms BstN | (New England Biolabs Inc.). Die Proben wurden fir

drei Stunden bei 60°C im Thermocycler inkubiert.
Das PCR Produkt der Promotorsequenz wurde auf zwei Anséatze aufgeteilt:

Im ersten Ansatz sollte der -216 Polymorphismus untersucht werden. 15ul des PCR
Produkts wurden in ein neues Gefald Uberfihrt. In diesem befanden sich bereits 2,5ul
10xPuffer, 7,2ul H20 und 0,4l des Restriktionsenzyms BseRI (New England Biolabs). Die
GefalRe wurden zwei Stunden im Brutschrank (Heraeuskelvitron, Kendro Laboratory
products, Hanau, Germany) bei 37°C inkubiert und anschlieRend sofort 20 Minuten bei 60°C

inaktiviert. Dann wurden sie auf Eis gestellt.

Im zweiten Ansatz zur Detektion des -191 Polymorphismus wurden je 8ul PCR Produkt, 2,5l
Puffer, O9ul H20 und 0,5pl Restriktionsenzym Sacll in ein Gefal3 gefillt. Das Gemisch wurde
drei Stunden bei 37°C inkubiert.

Ein 3% Agarosegel wurde vorbereitet. Dazu wurde ein Erlenmeyerkolben mit 3g Agarose
electrophoresis grade (Invitrogen/Life Technologies) und 100ml 1x TBE-Puffer
(Invitrogen/Life Technologies) in einer handelsiblichen Mikrowelle 3 Minuten erhitzt. Nach
Abkihlen wurde 5yl Ethidiumbromid zugegeben und das Gel in die entsprechende Form
gegossen. Nach 20 Minuten konnte es beladen werden. Das Gel wurde aus der Form
entnommen und wurde in die Elektrophoresekammer (Horizon 11.14 von Whatman Inc.)
eingespannt. Man befiillte diese mit 1x TBE Buffer (Invitrogen/Life Technologies) und 20pl
Ethidiumbromid. Die Taschen wurden mit jeweils 18ul Probe beladen. In den ersten und
letzten Hohlraum wurden 5pl einer DNA-Leiter (50 bp DNA Ladder, Invitrogen/Life
Technologies) gegeben, um spéter die Lange der gewanderten Fragmente abschétzen zu
kdnnen. Bei einer Spannung von 120V und 0,67mA Stromfluss betrug die Elektrophoresezeit
1,5 Stunden.

FUr den Nachweis des (CA)n Repeats war kein Restriktionsverdau notwendig.

2.2.4. Fragmentanalyse

Fir die Analyse der (CA)n-Repeats wurde ebenfalls ein 25ul Ansatz hergestellt. In ein Gefal
gab man 1yl Magnesiumchlorid (Invitrogen/Life Technologies), 2yl dNTP-LOsung
(Invitrogen/Life Technologies), je einen Teil Forward und Reverse Primer (FAM-markierter
Forward-Primer, Reverse Primer von MWG, Sequenz siehe Tabelle 1, Kapitel 2.2.2.), 2,5ul
10xPuffer, 16,3yl Wasser und zuletzt 0,2yl TagPolymerase (Invitrogen/Life Technologies).

Der Forward-Primer war FAM-markiert, um die Fragmente spéter im Sequencer detektieren
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zu koénnen. Die DNA wurde so verdinnt, dass sie eine Konzentration von 10ng/ul hatte. Von
dieser Losung wurde 1pl in jedes Reaktionsgefald zugefiigt. Die PCR wurde dann im
Thermocycler entsprechend dem Protokoll (siehe Tabelle 1, Kapitel 2.2.2.) durchgefiihrt.

Die (CA)n Repeats wurden auf dem ABI Prism 377 XL Sequencer (Applied Biosystem) mit
GeneScan® 2.0.2. Software Programm und Genotyper Software analysiert. Dazu wurde
zundchst ein Acrylamidgel gegossen. Ein Mix aus 18g Urea, 26,5g Aqua, 5ml 10xTBE
(Invitrogen/Life Technologies) und 5ml Long Ranger (Biorad) wurde hergestellt. Mittels
Magnetrihrer wurde das Gemisch bei 50°C 15-20 Minuten gerdhrt bis der Harnstoff
vollstandig aufgeltst war. Die Flissigkeit wurde in einer 50ml Spritze aufgezogen und mit
Hilfe eines Sterilfilters, der auf die Spritze aufgesteckt wurde, filtriert. In der
Vakuumzentrifuge (Eppendorf) wurde das Material entgast, um Luftblasen beim Giel3en zu
vermeiden. 250pl Ammoniumpersulfat und 35yl TEMED wurden zugesetzt und kurz
umgerdhrt, um die Polymerisation zu starten. Dann goss man das Gel schnell und
luftblasenfrei auf die vorbereiteten Glasplatten. AnschlieRend wurde der Kamm eingelegt und
vorsichtig mit drei Klammern fixiert. Die Glasplatten wurden luftdicht mit Parafilm
verschlossen und die Auspolymerisation erfolgte bei Raumtemperatur tiber Nacht.

Am folgenden Tag wurde der Sequencer vorbereitet. Der Kamm wurde zundchst aus dem
Gel entfernt. Das Gel mit den Glasplatten wurde in den Rahmen des Sequencers
eingespannt. Die Glasplatten mussten auf den Auflenseiten mit Aqua dest. grundlich
gereinigt werden, um Storungen des Lasers zu vermeiden. Dann wurde der Kamm wieder
eingesetzt. Der Rahmen wurde im Sequencer befestigt. Dann wurde die obere
Pufferkammer angebracht und obere und untere Kammern mit ausreichend 1xTBE Puffer
(Invitrogen/Life Technologies) gefullt. Die Heizplatte wurde angeschlossen und das Gel auf
51°C temperiert. Die Taschen wurden kurz mit TBE-Puffer gespuilt. Das GeneScan
Programm wurde gestartet und die entsprechenden Module ausgewahlt. Proben ID und zu
detektierende Farbe (ROX) wurden in das entsprechende Programm eingegeben. Die
Proben wurden vorbereitet. Dazu wurde ein FLS Standard hergestellt aus 400l Formamid
und 100l loading buffer (Gene Scan Rox 500). Von dieser Lésung wurden wiederum 5ul mit
0,55yl Rox 500 Langenstandard (Applied Biosystems) zu einem Mastermix vereint. 5ul
dieses Mastermixes wurden nun mit 2ul PCR-Produkt in ein neues Reaktionsgefald gefillt
und zwei Minuten bei 95°C im Thermocycler (PT 200 thermal cycler, MJ Research, Ramsey,

USA) denaturiert. Die Proben wurden dann auf Eis gestellt.
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Kurz vor Ende des Preruns wurde das Programm pausiert und das Gel beladen. Dazu
Uberfuihrte man 1,5pl Probe in jede zweite Tasche. Danach wurden am Computer Matrix file

und Rox Standard entsprechend ausgewahlt und der GeneScan-Lauf gestartet.

Die FAM-markierten DNA-Stiicke wanderten und teilten sich im Gel entsprechend ihrer
Lange auf: Die langsten Fragmente wanderten am langsamsten, und die kirzesten am
schnellsten. Ein Laser mal® anhand der Absorption die Lokalisation der Fragmente aus.
Anhand des andersfarbig markierten Rox 500 Langenstandards, der jeder Probe zugefihrt
worden war, liel3 sich anhand der relativen Wanderungsstrecke die GroRe abschatzen. Der
Computer wertete die Daten des Lasers entsprechend aus.

2.2.5. Auswertung

Die Produkte des Restriktionosendonuclease-Verdaus wurden alle in gleicher Art und Weise
ausgewertet. Ein UV Geréat (UV Bank Transluminator von Biotec-Fischer) machte die Banden
sichtbar. Sie konnten fotografiert und vermessen werden. Die urspringlichen Fragmente aus
der PCR wurden durch die Restriktionsendonucleasen in Abhéngigkeit des Genotyps an
charakteristischer Stelle gespalten. Die Lange der Fragmente unterschied sich je nach
Vorliegen eines Polymorphismus, entsprechend auch die Wanderungsstrecke. Mit Hilfe
eines in der A&ulersten Tasche mitlaufenden Langenstandards konnten die
Wanderungsstrecken Fragmentldngen zugeordnet werden (siehe Tabelle 1)

Polymorphismus Genotyp Fragmentlange

(Ursprungs fragmentlange)

-216 (224 bp) GG (Wildtyp) 224 bp
GT 224bp /132bp /92 bp
TT 132 bp/92bp

-191 (224 bp) CC (Wildtyp) 149 bp/ 75 bp
CA 224 bp/149 bp/ 75 bp
AA 224 bp

R497K (155 bp) GG (Wildtyp) 67bp/ 50bp/ 38bp
GA 117bp/ 67bp/ 50bp/ 38bp
AA 117bp/ 38bp

Tabelle 1 - EGFR-Polymorphismen Fragmentlangen

Der Sequencer gibt als Ergebnis ein Diagramm der Absorptionen aus. An den Stellen, wo
am Ende des Laufs Fragmente zu liegen kamen, ergab ihre FAM-Markierung einen Peak in
der Absorptionskurve. So konnte man anhand der Wanderungsstrecke relativ zum Rox 500
Langenstandard erkennen, wie lang die Fragmente waren und so auf die Nummer der CA-
Repeats rickschliel3en.

27




2.3. Immunhistologische Analysen

2.3.1. Tissue Microarray

Tissue Microarrays ermoglichen es, Gewebsproben verschiedener Patienten bzw.
verschiedene Gewebeproben eines Patienten hinsichtlich ihrer immunhistochemischen
Proteinexpression simultan und unter gleichen methodischen Bedingungen standardisiert zu

untersuchen.

Fur alle Karzinome des Kollektives wurden reprasentative Tumorregionen auf H&E-gefarbten
Schnittpraparaten orientierend markiert. Mit Hilfe eines Manual-Tissue-Arrayers (MTA
Booster, Version 1,01, Firma Alphelys, Plaisir, Frankreich) wurden Gewebszylinder mit
einem Durchmesser von 0,6mm im Quadruplikat aus der entsprechend markierten Regionen
(Donor-Blocke) gestanzt und in vorbereitete Akzeptor-Blocke eingesetzt (Empfangerblock:
25mm x 17mm, 0,1mm Abstand, max. 15 x 10 Stanzen). Durch Erhitzen (10min, 60°C) des
entstandenen TMA-Blockes wurden die Stanzzylinder in das Paraffin des Akzeptorblockes
eingebunden. Die Uberpriifung von Gewebequalitdt und Vollstandigkeit der gestanzten
Quadruplikate erfolgte anhand eines H&E-gefarbten Schnittpréaparates der TMA.

2.3.2. Immunhistochemische Reaktionen

Die Farbungen wurden an 2-3um dicken Paraffinschnitten der Tissue Microarrays nach
Entparaffinierung in dreimaligem Xylol-Bad und Rehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe durchgeftihrt. Die Zwischenlagerung der Objekitrager erfolgte im Puffer APK
Wash Solution (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, USA).

Die immunhistologische Farbereaktion wurde nach der indirekten Avidin-Biotin-Komplex-
(ABC)-Methode durchgefiinrt. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnittpréparate im
jeweiligen Puffer im Pascal-Dampfdruckkochtopf (DakoCytomation, Hamburg) fir 30sec bei
120°C erhitzt und mit der Protease 1 (7602018, Ventana Medical Systems) vorbehandelt
(20min). Die Inkubation mit dem Primér- und Sekundarantikorper erfolgte automatisiert im
NexES® Immunostainer (Ventana, Tucson, USA). Als Priméarantikbrper wurde der
monoklonale IgG1-Maus-EGFR-Antikérper (Clone E30, M7239, DakoCytomation) in der
Verdinnung 1:25 und mit einer Inkubationszeit von 32min bei 37°C eingesetzt. Als
Chromogen wurde das iVIEW™ DAB Detection Kit (760091, Ventana Medical Systems)
genutzt (Inkubationszeit: 8min). Es folgte die Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin nach
Mayer, die Entwasserung in einer absteigenden Alkoholreihne und das Eindecken in

Kanadabalsam.
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Die Positivkontrolle der Antikdrper erfolgte am  Synzytiotrophoblast humanen
Plazentagewebes. Fur die Negativkontrolle wurde der Primé&rantikdrper durch Maus-IgG-
Antikorper ersetzt (ab27479, Abcam, Cambridge, UK)

2.3.3. Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbereaktion wurde
lichtmikroskopisch bei 100-, 200- und 400-facher VergroRerung am Axioskop 50 (Zeiss,
Germany) durchgefiihrt.

Jede Gewebestanze wurde zunadchst separat bewertet. Als nicht auswertbar galten neben
nicht vorhandenen Stanzen solche, die nicht oder nur zu einem kleinen Teil (<10%) aus
Tumorgewebe bestanden, auRerdem jene, welche sich extrem inhomogen anfarbten.

Die Bewertung der immunhistochemischen Reaktion erfolgte unter Berlicksichtigung der
Anfarbbarkeit der Zellmembran anhand der von der Firma Dako vorgeschlagenen Kriterien.
Eine rein zytoplasmatische Farbung wurde als nicht gefarbt gewertet, da der EGF-Rezeptor
nur an der Zelloberflache seiner Funktion nachgehen kann.

Bewertet wurde einerseits die Intensitat der Farbung (I) unter Bericksichtigung der
intrazellularen Verteilung in vier Abstufungen: keinerlei Braunfarbung (I=0), leichte
Braunfarbung (I=1), moderate Farbung besonders der Plasmamembran (I=2) und starke
Farbung mit besonderer Hervorhebung der Plasmamembran (I=3). Andererseits wurde der
prozentuale Anteil gefarbter Zellen (P) in Zehnerschritten angegeben, d.h. 0% gefarbte
Zellen (=0), 0,5% bis 10% gefarbte Zellen (=1), 11% bis 20% gefarbte Zellen (=2), 21% bis
30% gefarbte Zellen (=3) ... >90% (=10).

Als nachstes wurden die jeweils vier Stanzen eines Tumors gemeinsam betrachtet. Aus den
Intensitaten bzw. prozentualen Anteilen geféarbter Zellen P der zu einem Tumor gehdrenden
Stanzen wurde jeweils der Mittelwert gebildet. AnschlielRend wurde der immunreaktive Score
(IRS=P x I) pro Tumor errechnet (mogliche IRS-Werte: 0 bis 30), der die Grundlage fir die

weitere statistische Datenverarbeitung bildete.

Ein Tumor galt insgesamt als nicht bewertbar, wenn weniger als zwei auswertbare Stanzen

vorhanden waren. Nicht bewertbare Tumoren gingen nicht in die Statistik mit ein.
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2.4. Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde mit Frau Dipl. Ok. Brigitte Peters, Biomathematikerin
am Institut fur Biometrie und Medizinische Informatik der medizinischen Fakultét der

Universitat Magdeburg zusammengearbeitet.

Zur Untersuchung von Haufigkeitsverteilungen wurden der Chi-Quadrat-Test nach Pearson
und der Exakte Test nach Fischer verwendet. Mithilfe des zweiseitigen t-Tests bzw. bei mehr
als zwei Gruppen mithilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way-ANovA) wurden

Mittelwertsunterschiede unabhangiger Stichproben gepruft.

Zur Definition eines optimalen Cut-off Wertes/Schwellenwertes der EGFR-Expression, der
zwischen einer low risk und einer high risk Gruppe im postoperativen Verlauf diskriminieren
konnte, wurden Analysen auf der Grundlage von Receiver Operating Characteristics (ROC)-
Kurven durchgefiihrt.

Die Nachbeobachtungszeit wurde vom Zeitpunkt der primaren Tumorresektion berechnet.
Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie
Uberleben wurden nach der Kaplan-Meier-Methode ermittelt, wobei die Kaplan-Meier-Kurven
die statistische Schatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit des jeweiligen Kollektives
graphisch darstellen, und das Uberleben verschiedener Teilkollektive mit Hilfe des Log-
Rank-Tests auf signifikante Unterschiede gepruft wurden. Berechnungsziele waren die
Gesamtuberlebensrate.

Ab einer Signifikanz von p<0,05 wurde ein Zusammenhang als bedeutend eingestuft.

Die verwendete Software war SPSS der Firma IBM in der Version von 2010 (PASW
Statistics 18.0.2).
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3. Ergebnisse
3.1. Patienten

Es wurden 177 Patienten mit kolorektalem Karzinom untersucht. 102 Patienten (57,6%)
waren mannlich, 75 Patienten (42,3%) waren weiblich. Das Durchschnittsalter betrug 67,38
Jahre mit einer Range von 40 bis 91 Jahren.

Die Ubrigen Kklinisch-pathologischen Daten sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

n (%)
177 (100%)

Alter
30-40 1 (0,6%)
41-50 8 (4,5%)
51-60 42 (23,7%)
61-70 54 (30,5%)
71-80 50 (28,2%)
81-90 21 (11,9%)
>90 1 (0,6%)
Geschlecht
Mannlich 102 (57,6%)
Weiblich 75 (42,3%)
pT
1 8 (4,5%)
2 34 (19,2%)
3 95 (53,7%)
4 40 (22,6%)
pN
0 92 (52,0%)
1 41 (23,2%)
2 44 (24,8%)
M
0 124 (70%)
1 53 (30%)
Grading
1 12 (6,8%)
2 128 (72,3%)
3 37 (20,9%)

Stage (UICC)
|
I
1]

34 (19,2%)
49 (27,7%)
43 (24,3%)

v 51 (28,8%)
Veneninvasion

Gesamt 172

Nicht vorhanden 98 (57%)

wvorhanden 74 (43%)
Lymphbahninvasion

Gesamt 171

Nicht vorhanden 82 (48,0%)

worhanden 89 (52,0%)
Nerveninvasion

Gesamt 166

Nicht vorhanden

134 (80,7%)
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Vorhanden 32 (19,3%)
Tod

Verstorben 107 (60,5%)

Nicht verstorben 70 (39,5%)
Lokalisation

Proximal der linken Kolon-Flexur 72 (40,7%)

Distal der linken Kolon-Flexur 105 (59,3%)
Rezidiv

Nicht vorhanden 152 (85,9%)

Vorhanden 25 (14,1%)
Metastasierung gesamt (Initial+Spéat)

Nicht vorhanden 140 (79,1%)

Vorhanden 37 (20,9%)

Tabelle 2 - Klinisch-pathologische Daten des Kollektivs

Im Untersuchungszeitraum verstarben 107 (60,5%) von 177 Patienten. Somit war fir 70
(39,5%) Patienten das Follow-up zum Zeitpunkt der letzten Datenerfassung der vorliegenden
Arbeit noch nicht abgeschlossen. Die durchschnittiche Nachbeobachtungszeit betrug 42,4
(0-133) Monate. Fur das Gesamtkollektiv ergab sich im bisher zur Verfligung stehenden
Untersuchungszeitraum eine mittlere Gesamt-Uberlebenszeit von 48 Monaten sowie eine 3-,
5- und 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 58,9%, 43,1% und 23,1%. Das
Uberleben war abhangig vom UICC-Stadium und den jeweiligen T, N, M Kategorien,
unterschied sich aber nicht, wenn das Kollektiv nach Geschlecht oder Lokalisation aufgeteilt
wurde. Die untersuchte Gruppe zeigt damit im Vergleich zur internationalen Literatur
reprasentative Haufigkeitsverteilungen der klinisch-pathologischen Parameter. Zur lllustration
ist hier beispielhaft das Gesamtuberleben in Abhéngigkeit vom UICC Stadium dargestellt
(Abbildung 2).

UICC-Stadium

—uicc
uiccl
-=ISUICC
uicc v
—+ zensiert
zensiert
¢ zensiert
zensiert

SEEe

Uberlebenswahrscheinlichkeit

T T T T T
0 25 50 75 100 125
Gesamtiberieben (in Monaten)

Abbildung 2 - Gesamtiiberleben in Abhangigkeit vom UICC Stadium
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3.2. Immunhistochemische Analysen

3.2.a. EGFR-Expression

Es standen Tissue Microarrays von 177 Tumoren zur Verfligung. Davon waren 170
auswertbar. Nicht auswertbar waren Proben, bei denen weniger als zwei Stanzen auf dem
fertigen Schnitt anzutreffen waren, kein oder auf weniger als 10% der Schnittflache

Tumorgewebe enthalten war oder die Farbe nur am Rand aufgenommen wurde.

Die Nichttumorpréparate wurden nicht untersucht. Als Paositivkontrolle wurde in jedem
Mikroarray-Block je eine Stanze humaner Plazenta mitgefuhrt. Hier farbte sich der

Synzytiotrophoblast stark positiv an.

Die immunhistochemische Reaktion bzw. die EGFR-Expression innerhalb der Tumorzellen

der Stanzen war uberwiegend homogen.

61 Tumoren zeigten keine EGFR-Expression (Immunreaktiver Score = 0). 87 Tumoren
zeigten eine schwach positive und 22 eine mafiig positive Reaktion. Bei keinem Tumor fiel
die immunhistochemische Reaktion stark positiv aus.
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Abbildung 3 - Immunhistochemische EGFR-Expression: Zeile 1 |1=0, Zeile 2 I=1, Zeile 3 1=2, Zeile 4 |1=3

Die durchschnittliche Farbeintensitat betrug 1 entsprechend schwacher Anfarbbarkeit. Der

durchschnittliche Anteil positiv exprimierender Tumorzellen war 28,7%. Der mittlere
immunreaktive Score betrug 3,63 (0, 36).
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3.2.b. Korrelation von EGFR-Expression mit Klinik und Uberleben

Es wurde der Zusammenhang zwischen EGFR-Expression und klinisch-pathologischen
Faktoren untersucht.

Mit Hilfe der ROC-Analyse (,Receiver Operating Characteristics“) wurde ein geeigneter cut-
off Wert fir die immunhistochemische Expression von EGFR definiert, der bei bestmdglicher
Kombination von Sensitivitdt und Spezifitat zwischen einer low risk und high risk Gruppe
bezlglich des Gesamtiiberlebens diskriminieren konnte. Als Schwellenwert liel3 sich ein
Immunreaktiver Score von 4,0 identifizieren, so dass Félle mit einem IRS <4 der gering-
exprimierenden und Falle mit einem IRS = 4 der hoch-exprimierenden Gruppe zugeordnet

wurden.

Die vollstandigen Expressionsdaten bezogen auf die einzelnen klinisch-pathologischen

Faktoren bzw. Kategorien sind in der Tabelle 3 zusammengefasst.

Haufigkeit IRS<4,0 IRS>4,0 p-Wert
(relative H.)
Gesamt 170(100%) 115 (67,6%) 55 (32,4%)
Alter 170 (100%) 66,75 Jahre 69,51 Jahre 0,113
Geschlecht 0,486
Weiblich 73 50 (68,5%) 23 (31,5%)
Mannlich 97 65 (67%) 32 (33%)
Tumor 0,738
T1 8 4 (50%) 4 (50%)
T2 33 22 (66,7%) 11 (33,3%)
T3 90 62 (68,9%) 28 (31,1%)
T4 39 27 (69,2%) 12 (30,8%)
Lymphknotenstatus 0,919
NO 89 61 (68,5%) 28 (31,5%)
N1 38 26 (68,4%) 12 (31,6%)
N2 43 28 (65,1%) 15 (34,9%)
Metastasen 0,678
MO 121 83 (68,6%) 38 (31,4%)
M1 49 32 (65,3%) 17 (34,7%)
Grading 0,503
GO 1 0 1 (100%)
Gl 12 8 (66,7%) 4 (33,3%)
G2 123 85 (69,1%) 38 (30,9%)
G3 34 22 (64,7%) 12 (35,3%)
UICC-Stage 0,940
1 33 22 (66,7%) 11 (33,3%)
2 a7 33 (70,2%) 14 (29,8%)
3 42 29 (69,0%) 13 (31,0%)
4 48 31 (64,6%) 17 (35,4%)
Tumorlokalisation 0,171
1 proximal 70 44 (62,9%) 26 (37,1%)
2 distal 100 71 (71%) 29 (29%)
Rezidiv 0,541
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Nicht vorhanden 146 99 (67,8%) 47 (32,2%)

Vorhanden 24 16 (66,7%) 8 (33,3%)

Metastase gesamt 0,804
Nicht vorhanden 99 67 (67,7%) 32 (32,3%)
Vorhanden 69 46 (66,7%) 23 (33,3%)

Tabelle 3 - Korrelation der immunhistochemischen EGFR-Expression mit klinisch-pathologischen Daten

Die Abhangigkeit des Gesamt- und 3-, 5- und 10-Jahresiberleben vom Expressionslevel des
EGF-Rezeptors wurde mittels der Kaplan-Meier-Methode untersucht. Gruppe mit
niedrigerem IRS (<4,0) zeigte ein mittleres Uberleben von 64,6 Monaten wahrend der Anteil
mit hoherem IRS (24,0) eine deutlich geringere Uberlebenszeit von im Mittel 46,1 Monaten
aufwies. Dies war statistisch signifikant (p=0,023) (siehe Abbildung 4). Patienten mit dem
niedrigeren IRS hatten eine 3, 5 und 10 Jahres-Uberlebensrate von 62%, 48% und 31,6%
wéhrend Patienten mit héheren IRS nur zu 52,3%, 32,1% und 11,7% an den genannten
Zeitpunkten noch am Leben waren. Alle anderen klinisch-pathologischen Daten wie Grading
oder TNM-Stadium, zeigten keine statistisch signifikante Abhangigkeit. Die Gruppe mit einem
IRS von <4,0 war etwas junger, dies war aber nur ein Trend.
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Abbildung 4 - Gesamtiberleben in Abhéngigkeit von der EGFR Expression
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3.3. Molekulargenetische Analyse
3.3.1. Polymorphismen im Promotorbereich

3.3.1.a. Promotorpolymorphismen Haufigkeiten

Die Einzelbasenaustausch-Polymorphismen an den Stelle -191 und -216 wurden in 94 von

177 Fallen untersucht. Alle waren auswertbar.

Die Genotypen verteilten sich wie folgt: An der Stelle -216 fand sich bei 4 oder 4,2% Prozent
der Probanden homozygot die Base Thymin anstelle von Guanin, d.h. sie zeigten den
Polymorphismus. 48 oder 51,1% waren heterozygot und 42 oder 44,6% der Probanden
wiesen auf beiden Allelen den Wildtyp GG auf.
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Abbildung 5 - Gelelektrophorese des Polymorphismus -216
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Bei -191 bestand der Polymorphismus AA bei 3 oder 3,2% der Falle, 21 oder 22,3% waren
heterozygot und bei 70 oder 74,5% war der Wildtyp CC erhalten.

BRI ~ASA L Catta, @2

Abbildung 6 - Gelelektrophorese des Polymorphismus -191
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3.3.1.b. Korrelation von Promotorpolymorphismen und EGFR-Expression

Fir die Untersuchung von Zusammenhéngen zwischen EGFR Polymorphismen und
immunhistochemischer EGFR-Proteinexpression standen 88 Félle zur Verfligung, bei denen
jeweils beide Analysen vorhanden und auswertbar waren. Fir keinen der Polymorphismen
liel3 sich eine signifikante Korrelation zwischen den Genotypen und der Hohe der EGFR-
Expression - weder im Vergleich der einzelnen Gruppen gegeneinander noch im
Gruppenvergleich Wildtyp vs. Polymorphismus - feststellen. Dies gilt sowohl in Bezug auf
den Immunreaktiven Gesamtscore (IRS) als auch den prozentualen Anteil EGFR-

exprimierender Zellen (Proz) (siehe Tabelle 4).
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-216 -191 497

GG WT)| GT TT (Poly) [ CC(WT)| CA AA (Poly)| GG (WT) | GA AA (Poly)
N 38 46 4 66 19 3 55 27 6

38 50 66 22 55 33

2,4+3,0 3,1£3,2 | 0,6+0,7 2,8+3,1 2,0+£2,8 | 4,0¢5,1 | 2,3+3,0 | 3,3+3,2 | 3,1+£3,5

p=0,226 p=0,515 p=0,315
Proz | 2,4+3,0 | 2,931 2,8+3,1 | 2,3+£3,1 2,3+£3,0 | 3,3+3,2

p=0,446 p=0,558 p=0,130

3,3+5,0 | 4,115,5| 0,5+0,7 3,8+5,3 | 2,5+3,9 | 7,2¢10,6 | 3,0+4,7 | 4,5+5,6 | 4,9+7,6
IRS p=0,343 p=0,313 p=0,409

3,3+5,0 | 3,9+5,4 3,845,3 | 3,1+5,1 3,0+4,7 | 4,615,9

p=0,574 p=0,614 p=0,182
Tabelle 4 - Polymorphismen und immunhistochemische EGFR-Expression: Die Darstellung der Werte

erfolgt als Mittelwert + Standardabweichung fir die einzelnen Gruppen getrennt sowie gruppiert als Wildtyp (WT)

vs. Polymorphismus (Poly)

3.3.1.c. Korrelation von Promotorpolymorphismen und klinisch-pathologischen Daten

94 Proben wurden auf Abhéngigkeiten zwischen Klinik und Promotor-Genotyp untersucht. Es

lie? sich keinerlei statistischer Zusammenhang zwischen dem Genotyp im Promotorbereich -

216 bzw. -191 und den untersuchten klinisch-pathologischen Faktoren finden. Dies traf fur

den Vergleich aller drei Gruppen untereinander und fur den Gruppenvergleich Wildtyp vs.

Polymorphismus (siehe Tabelle 5) als auch fir die nach Geschlechtern getrennten Analysen
(Daten nicht aufgefuhrt) zu.
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-216 -191
1 (WT) 2 3 (Poly) p* p* 1 (WT) 2 3 (Poly) | p* p*
GG GT TT CcC CA AA
Alter 68,19 67,29 60,50 0,391 | 0,525 | 66,24 70,86 70,33 0,199 | 0,007
Sex 0,351 | 0,432 0,571 | 0,393
M 54| 26 (48,1%) | 27 (50%) 1(1,9%) 42 (77,8%)| 11 (20,4%)| 1 (1,9%)
W 40( 16 (40%) 21 (52,5%) | 3 (7,5%) 28 (70%) 10 (25%) 2 (5%)
T 0,187 | 0,478 0,927 | 0,833
1 4 1 1(25%) 2 (50%) 1 (25%) 3 (75%) 1 (25%) 0 (0%)
2 23[ 13 (56,5%) | 10 (43,5%) | 0 (0%) 16 (69,6%)| 6 (26,1%) | 1 (4,3%)
3 41( 16 (39%) 22 (63,7%) | 3 (7,3%) 30 (73,2%)| 9 (22%) 2 (4,9%)
4 26| 12 (46,2%) | 14 (53,8%) | 0 (0%) 21 (80,8%)| 5 (19,2%) | 0 (0%)
N 0,246 | 0,101 0,814 | 0,666
0 48( 20 (41,7%) | 25 (52,1%) | 3 (6,3%) 35 (72,9%)| 11 (22,9%)| 2 (4,2%)
1 20| 13 (65%) 7 (35%) 0 (0%) 14 (70%) 5 (25%) 1 (5%)
2 26| 9 (34,6%) 16 (61,5%) 1(3,8%) 21 (80,8%)| 5 (19,2%) | 0 (0%)
M 0,285 | 0,934 0,975 | 0,875
0 60| 27 (45%) 29 (48,3%) | 4 (6,7%) 45 (75,0%)| 13 (21,7%)]| 2 (3,3%)
1 34| 15 (44,1%) | 19 (55,9%) | 0 (0%) 25 (73,5%)| 8 (23,5%) | 1 (2,9%)
Stage 0,728 | 0,951 0,964 | 0,896
1 21| 9 (42,9%) 11 (52,4%) 1 (4,8%) 17(81,0%) | 4 (19,0%) | 0 (0%)
2 22| 11 (50%) 9 (40,9%) 2 (9,1%) 16 (72,7%)| 5 (22,7%) | 1 (4,5%)
3 18| 8 (44,4%) 9 (50%) 1 (5,6%) 13 (72,2%)| 4 (22,2%) | 1 (5,6%)
4 33| 14 (42,4%) | 19 (57,6%) | 0 (0%) 24 (72,7%)| 8 (24,2%) | 1 (3%)
G 0,281 | 0,669 0,479 | 0,471
1 7 | 2(28,6%) 4 (57,1%) 1 (14,3%) 6 (85,7%) | 1(14,3%) | 0 (0%)
2 67| 31 (46,3%) | 35 (52,2%) 1 (1,5%) 51 (76,1%)| 13 (19,4%)| 3 (4,5%)
3 20| 9 (45%) 9 (45%) 2 (10%) 13 (65,0%)| 7 (35,0%) | O (0%)
Lok 0,808 | 0,666 0,288 | 0,886
Prox | 38| 18 (47,4%) | 18 (47,4%) | 2 (5,3%) 28 (73,7%)| 10 (26,3%)| 0 (0%)
distal | 56| 24 (42,9%) | 30 (53,6%) | 2 (3,6%) 42 (75%) 11 (19,6%)| 3 (5,4%)
Rez 0,101 | 0,627 0,075 | 0,066
ja 81| 37 (45,7%) | 42 (51,9%) | 2 (2,5%) 63 (77,8%)| 15 (18,5%)| 3 (3,7%)
nein 13| 5 (38,5%) 6 (46,2%) 2 (15,4%) 7 (53,8%) | 6 (46,2%) [ 0 (0%)
Mges 0,913 | 0,662 0,947 | 0,839
ja 47( 21 (44,7%) | 24 (51,1%) | 2 (4,3%) 35 (74,5%)| 11 (23,4%)| 1 (2,1%)
nein 46( 21 (45,7%) | 23 (50%) 2 (4,3%) 34 (73,9%)| 10 (21,7%)| 2 (4,3%)
8 1 | 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Tabelle 5 - Korrelation von Promotorpolymorphismen und klinisch-pathologischen Daten: Die Analyse

erfolgte (*) fur die einzelnen Gruppen getrenntsowie (**) gruppiert als Wildtyp vs. Polymorphismus

Auch in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier lieRen sich keine signifikanten

Unterschiede fur die verschiedenen Genotypen im Promotorbereich nachweisen:

Bei einem Wildtyp an der -216-Stelle des Promotor konnte ein mittleres Uberleben von 53,6

Monaten sowie eine 3-, 5- und 10-Jahres-Uberlebensrate von 53,1%, 36,5% bzw. 0%

registriert werden, wobei sich auch hier fir Patienten mit polymorphem Promotor bei einem

mittleren Uberleben von 57,4 Monaten und einer 3-, 5- und 10-Jahres-Uberlebensrate von
53,2%, 44,3% bzw. 25,4% keine signifikanten Unterschiede nachweisen lie3en (p=0,865)
(Abb. 7).

40




1.0- EGFR216
2
—Wildtyp
= Polymorphismus
L ] ——zensiert
c 08 zensiert
2
£
[T
§ 0,67
£ gt
g
2 047 E
T} =1
| I

3 -
[
E 0,2+
=2

0.0

T T
0 25 .50 75 100 125
Gesamtiuberleben (in Monaten)

Abbildung 7 - Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit vom -216-Polymorphismus
Bezuglich der -191-Stelle zeigten Patienten mit Wildtyp-Promotor ein mittleres Uberleben
von 58,3 Monaten und eine 3-, 5- und 10-Jahres-Uberlebensrate von 55,8%, 43,2% bzw.
23,2% im Vergleich zu einem mittleren Uberleben von 51,8 Monaten bzw. einer 3-, 5- und
10-Jahres-Uberlebensrate von 45,8%, 37,0% bzw. 21,6% der Patienten mit -191-
Polymorphismus (p=0,679) (Abb. 8).
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Abbildung 8 - Gesamtiiberleben in Abhangigkeit vom -191-Polymorphismus

41



3.3.2. G/A Austausch an Position 497

3.3.2.a. Haufigkeiten

Es wurden 94 DNA-Proben erfolgreich auf den 497-Status Uberprift. Davon hatten 6 (6,4%)
Probanden den Genotyp AA, 31 (33%) hatten AG und die grof3te Gruppe mit 57 (60,6%)
Vertretern war homozygot fur das Wildtyp Allel GG.

#ER433 TdtaTL @

93887 08998583543

Abbildung 9 - Gelelektrophorese Polymorphismus 497

3.3.2.b. Korrelation des 497-Polymorphismus und EGFR-Expression

Es standen 88 Proben zum Vergleich von immunhistochemischer EGFR-Expression und
genetischem EGFR-497-Status zur Verfigung. Es bestand kein statistisch relevanter
Zusammenhang zwischen diesen beiden (siehe Tabelle 4 unter 3.3.1.b.).

3.3.2.c. Korrelation des 497-Polymorphismus und klinisch-pathologischen Daten

Bei Korrelation zwischen EGFR-497-Status und klinisch-pathologischen Daten liel3en sich
mehrere Zusammenhange feststellen (Tabelle 6). Der Polymorphismus AA findet sich
signifikant haufiger bei fortgeschrittenem T, N und M Stadium. Aul3erdem ist er mit jungerem
Alter und mannlichem Geschlecht assoziiert. Auch liegen bei einem 497-Polymorphismus ein
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tendenziell héheres UICC Stadium sowie haufiger eine Gesamtmetastasierung vor. Grading,

Lokalisation und Rezidivhaufigkeit korrelieren nicht mit dem Polymorphismus.

497

GG (WT) GA AA (Poly) p* p**
Alter 69,18 66,32 56,17 0,013 0,046
Sex 0,047 0,014
M 54 | 27 (50%) 23 (42,6%) 4 (7,4%)
W 40 | 30 (75%) 8 (20%) 2 (5,0%)
T 0,056 0,823
1 4 3 (75%) 1 (25%) 0 (0%)
2 23 | 15 (65,2%) 8 (34,8%) 0 (0%)
3 41 | 23 (56,1%) 17 (41,5%) 1(2,4%)
4 26 | 16 (61,5%) 5 (19, 2%) 5 (19, 2%)
N 0,025 0,472
0 48 | 32 (66,7%) 15 (31,3%) 1(2,1%)
1 20 | 11 (55,0%) 9 (45,0%) 0 (0%)
2 26 | 14 (53,8%) 7 (26,9%) 5 (19,2%)
M 0,043 0,250
0 60 | 39 (65%) 20 (33,3%) 1(1,7%)
1 34 | 18 (52,9%) 11 (32,4%) 5 (14,7%)
Stage 0,255 0,573
1 21 | 14 (66,7%) 7 (33,3%) 0 (0%)
2 22 | 15 (68,2%) 6 (27,3%) 1 (4,5%)
3 18 | 11 (61,1%) 7 (38,9%) 0 (0%)
4 33 | 17 (51,5%) 11 (33,3%) 5 (15,2%)
Grading 0,502 0,296
1 7 6 (85,7%) 1 (14,3%) 0 (0%)
2 67 | 38 (56,7%) 25 (37,3%) 4 (6%)
3 20 | 13 (65,0%) 5 (25%) 2 (10%)
Lok 0,698 0,400
proximal 38 | 25 (65,8%) 11 (28,9%) 2 (5,3%)
distal 56 | 32 (57,1%) 20 (35,7%) 4 (7,1%)
Rezidiv 0,968 0,943
0 81 | 49 (60,5%) 27 (33,3%) 5 (6,2%)
1 13 | 8(61,5%) 4 (30, 8%) 1(7,7%)
M ges. 0,269 0,298
0 47 | 31 (66,0%) 15 (31,9%) 1(2,1%)
1 46 | 26 (56,5%) 15 (32,6%) 5 (10,9%)
8 1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

Tabelle 6- Korrelation des 497-Polymorphismus und klinisch-pathologischen Daten: Die Analyse erfolgte
(*) fur die einzelnen Gruppen getrennt sowie (**) gruppiert als Wildtyp vs. Polymorphismus

In der Uberlebensanalyse nach Kaplan Meier war das mittlere Uberleben der Patienten mit
Wildtyp mit 51,8 Monaten kiurzer als das der Patienten mit Polymorphismus von 62,4
Monaten (p=0,472) (Abb. 10). Die 3-, 5- und 10- Jahresiberlebensrate betrugen 52,6%,
39,0% und 21,4% fir Wildtyp-Patienten im Vergleich zu 54,0%, 44,0% und 23,1% der
Patienten mit Polymorphismus.
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Abbildung 10 - Gesamtiiberleben in Abhéangigkeit vom 497-Polymorphismus

In der nach Geschlechtern getrennten Analyse ergab sich fir die Manner ein tendenziell
héheres T-, N-, M- und UICC-Stadium und ein schlechterer Differenzierungsgrad bei
Vorliegen eines Polymorphismus (Tab. 7). Die Frauen zeigten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen EGFR-497-Polymorphismus und Metastasierung sowie einen
Trend zu héherem UICC Stadium und haufigerer Gesamtmetastasierung.
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Manner Frauen

N | GG (WT) GA AA (Poly) | p* p** N |GG (WT) GA AA (Poly)| p* p**
Alter 54 | 68,67 66,26 55,75 0,067 | 0,168 | 40 | 69,63 66,50 57,00 0,257 | 0,214
T 0,085 | 0,957 0,854 | 0,830
1 2 | 1(50%) 1 (50%) 0 (0%) 2 |2 (100%) 0 0
2 11 | 6 (54,5%) |5 (45,5%) |0 (0%) 12 | 9 (75%) 3(25%) |0
3 24 | 11 (45,8%) | 13 (54,2%) | 0(0%) 17 | 12 (70,6%) | 4 (23,5%)| 1 (5,9%)
4 17 1 9 (52,9%) | 4 (23,5%) |4 (23,5%) 9 |7(77,8%) |1(11,1%)| 1 (11,1%)
N 0,234 | 0,798 0,168 | 0,439
0 24 | 13 (54,2%) | 10 (41,7%) | 1 (4,2%) 24 (19 (79,2%) | 5 (20,8%)| O
1 14 | 6 (42,9%) | 8 (57,1%) |0 6 [5(83,3%) |1(16,7%)|0
2 16 | 8 (50%) 5(31,3%) | 3(18,8%) 10 | 6 (60%) 2 (20%) | 2 (20%)
M 0,312 | 0,783 0,038 | 0,068
0 31 | 15 (48,4%) | 15 (48,4%) | 1 (3,2%) 29 (24 (82,8%) | 5 (17,2%)| O
1 23 [ 12 (52,2%) | 8 (34,8%) | 3(13%) 11 | 6 (54,5%) | 3 (27,3%)| 2 (18,2%)
Stage 0,591 | 0,865 0,230 | 0,193
1 10 | 5 (50%) 5 (50%) 0 (0%) 11 | 9(81,8%) | 2(18,2%)| 0
2 10 | 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%) 12 | 9 (75%) 3(25%) |0
3 12 | 5(41,7%) | 7 (58,3%) |0 (0%) 6 |6 (100%) 0 0
4 22 | 11 (50%) 8 (36,4%) | 3 (13,6%) 11 | 6 (54,5%) | 3(27,3%)| 2 (18,2%)
G 0,105 | 0,094 0,870 | 0,929
1 4 |4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 [2(66,7%) |1(33,3%)|0
2 39 | 17 (43,6%) | 20 (51,3%) | 2 (5,1%) 28 | 21 (75%) 5 (17,9%)| 2 (7,1%)
3 11 | 6 (54,5%) | 3 (27,3%) | 2(18,2%) 9 |7(77,8%) | 2(22,2%)| 0
Lok 0,728 | 0,580 0,474 | 0,456
Prox. |22 | 12 (54,5%) | 8 (36,4%) |2 (9,1%) 16 | 13 (81,3%) | 3 (18,8%)| O
distal | 32 | 15 (46,9%) | 15 (46,9%) | 2 (6,3%) 24 (17 (70,8%) | 5 (20,8%)| 2 (8,3%)
Rez. 0,632 | 1,00 0,687 | 0,810
0 48 | 24 (50%) 21 (43,8%) | 3 (6,3%) 33 [ 25 (75,8%) | 6 (18,2%)| 2 (6,1%)
1 6 |3(50%) 2 (33,3%) |1(16,7%) 7 [5(71,4%) | 2(28,6%)| 0
M ges 0,665 | 0,573 0,062 | 0,132
0 20 | 9 (45%) 10 (50%) 1 (5%) 27 |22 (81,5%) | 5 (18,5%)| O
1 34 | 18 (52,9%) | 13 (38,2%) | 3 (8,8%) 12 | 8 (66,7%) | 2 (16,7%)| 2 (16, 7%)
8 0 1 |0 1(100%) | O

Tabelle 7 - Korrelation des 497-Polymorphismus und Kklinisch-pathologischen Daten -

geschlechtsspezifische Analyse. Die Analyse erfolgte (*) fir die einzelnen Gruppen getrennt sowie (**)
gruppiert als Wildtyp vs. Polymorphismus

In der Uberlebensanalyse zeigten mannliche Patienten mit Wildtyp-Promotor ein deutlich

kiirzeres mittleres Uberleben von 39 Monaten und eine niedrigere 3-, 5- und 10-Jahres-

Uberlebensrate von 44,4%, 22,2% bzw. 14,8% im Vergleich zu einem mittleren Uberleben

von 63 Monaten bzw. einer

31,0% der Patienten mit 497-Polymorphismus (p=0,124) (Abb. 11).

3-, 5- und 10-Jahres-Uberlebensrate von 52,9%,43,6% bzw.

Bei den weiblichen Patienten korrelierte das Uberleben nicht mit dem Genotyp (mittleres
Uberleben: 63 Monate vs. 61 Monate, p=0,759).
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Abbildung 11 - Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit vom 497-Polymorphismus (nur mannliche Patienten)

3.3.3. CA-Repeats in Intron 1

3.3.3.a. CA-Repeats Haufigkeiten und Gruppierung

Es wurden 81 Proben auf dieses Merkmal analysiert. Gegenstand der Untersuchung war die
Anzahl der CA-Repeats, d.h. wie oft die Sequenz CA hintereinander in Intron 1 vorkam. Es
wurden Frequenzen zwischen 14 und 21 gefunden. Der Mittelwert betrug 17,7.

Zur statistischen Untersuchung teilten wir die unterschiedlichen Genotypen in Gruppen ein.
Zusammengefasst wurde einerseits die Einzelallellangen, d.h. die Anzahl der CA-Tandems
jeweils getrennt fir beide Allele. Wir gruppierten die Probanden in drei Gruppen. Die erste
Gruppe KK (kurz-kurz) hatte zwei kurze Allele, die zweite KL (kurz-lang) ein kurzes und ein
langes und die dritte LL (lang-lang) zwei lange Allele. Dabei wurden entsprechend der
Literatur drei unterschiedliche Cut-off-Werte zur Definition von ,lang* und ,kurz* gewahlt, und
zwar jeweils bei 16, 18 und 20 CA-Repeats. Der Cut-off selbst zahlte zur kirzeren Gruppe.
Besal} beispielsweise ein Patient zwei Allele mit jeweils 16 CA-Repeats, so wurde er bei Cut-
off 16 der Gruppe kurz-kurz (KK) zugeordnet.
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Als zweite, ebenfalls an der Literatur orientierte, Gruppierungsvariante wurden die jeweiligen
Repeats eines Patienten summiert. D.h. hatte ein Patient auf einem Allel 16 Repeats und auf
dem anderen Allel lag die Anzahl 20 vor, so ergab sich eine Summe von 36. Das untersuchte
Kollektiv zeigte Allelsummenwerte von 30 bis 41. Der Mittelwert betrug 35,4+2,5. Es
wurden jeweils die diskreten Summenwerte als Gruppen ausgewahilt, d.h. alle Patienten mit
Summe 36 bildeten eine Gruppe, alle mit Summe 37 eine weitere, alle mit Lange 38 eine
weitere usw. Im zweiten Schritt wurde wiederum ein Cut-off gesucht und die Probanden in
einer Gruppe mit Allelsumme kirzer als oder gleich lang wie der Cut-off einer Gruppe mit
Allelsumme langer als der Cut-off gegeniibergestellt. Als Cut-off dienten in der Korrelation

mit der immunhistochemischen EGFR-Expression jeweils Allelsummen von 35, 36 bzw. 37.
3.3.3.b. Korrelation von CA-Repeats und EGFR-Expression

Die Ergebnisse zu der Gruppierungsvariante nach Einzelallellangen stellten sich wie folgt
dar: Wenn man die Extremgruppen, d.h. zwei kurze mit zwei langen Allelen, verglich, fand
sich in der kurzen Gruppe immer eine hohere Expression von EGFR. Dies bestatigte sich
unabhéngig vom gewahlten Cut-off-Wert und sowohl fir den prozentualen Anteil
exprimierender Zellen (Proz) als auch den Immunreaktiven Score (IRS). Die Mittelgruppe
bricht jedoch in allen Féallen aus. In der Gesamtheit der Gruppen ergibt sich daher
unabhangig vom gewdhlten Cut-off-Wert keine statistisch signifikante Korrelation (Siehe
Tabelle 9).

Im Vergleich der Allelsummenwerte ergaben sich Uber alle Langen von 32 bis 41 keine
Signifikanzen. Auch hier haben die kirzesten Gruppen hohere Expressionswerte als die
langsten, jedoch bricht alles dazwischen in verschiedene Richtungen aus. Wenn man die
langen und kurzen Allelsummen gruppiert, egal ob man als Cut-off 35, 36 oder 37 wahilt,
sieht man ebenfalls bei den kurzen Summen héhere Werte sowohl im Immunreaktiven Score
als auch der prozentualen Expression. Statistisch ergeben sich jedoch keine signifikanten

Zusammenhange (Tabelle 8).
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n | EGFRIRS EGFR Proz
MW £ SA[ p MWzSA | p
Cut off 16 KK | 13] 5,5%6,0 0,372 | 4,1#3,5 | 0,177
KL | 48] 3,2¢5,1 2,329
LL | 20| 3,6%5,3 2,6%3,1
Cut off 18 KK | 37| 3,8%5,6 0,816 | 2,9¢3,3 | 0,829
KL | 39| 3,7#5,5 2,5¢3,0
LL | 5 | 2,2+2,4 2,2+2,4
Cut off 20 KK | 72| 3,9%5,5 0,356 | 2,8£3,2 | 0,257
KL | 9 | 2,1%3,6 1,5+2,3
L | o
Summe 30 | 2 | 11,6¢6,5 | 0,230 | 8,1+1,6 | 0,198
32 | 11| 4,155 3,0+3,0
33 | 8 | 4,356 3,3+3,5
34 | 11| 1,2+2,4 1,3+2,4
35 | 4 | 0,40,8 0,4+0,8
36 | 24| 4,9+6,6 3,4+3,7
37 | 6 | 1,4%21 1,5+2,1
38 | 8 | 2,1+2,8 2,242.8
39 | 2 | 5374 2,6%3,7
40 | 3 | 3,028 3,0+2,8
41 | 2 | 1,5+2,1 1,5+2,1
Summe Cut-off35 | <35 | 36| 3,3%4,9 0,706 | 2,5¢3,1 | 0,737
>35| 45| 3,754 2,8%3,2
Summe <36 | 60| 3,957 0,213 | 2,9£3,4 | 0,311
Cut-off 36 >36 | 21| 2,3+3,0 2,142,4
Cut-off 37 <37 | 66| 3,7%55 0,473 | 2,7£3,3 | 0,624
>37 | 15| 2,6%3,2 2,312,5

Tabelle 8 - Korrelation von CA-Repeats und immunhistochemischer EGFR-Expression

3.3.3.c. Korrelation von CA-Repeats und klinisch-pathologischen Daten

Zur Darstellung der Zusammenhange zwischen CA-Repeat-Lange und Klinik wurden erneut
die vorher erlauterten Gruppierungsvarianten angewandt. FiUr die Darstellung der
Gruppierung nach Einzelallellangen wurde der Cut-off 16 gewahlt, da dieser in der Literatur
eine dominante Rolle spielt (Tabelle 9). Bei den Allelsummen wurde aus demselben Grund
die Daten bei einem Cut-off von 36 hier tabellarisch vorgestelit. (Tabelle 10)
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n (%) SS SL LL p-Wert
Gesamt 87 13 (14,9%) 50 (57,5%) 24 (27,6%)
Alter 87 64,6 68,9 65,5 0,282
Geschlecht 0,451

Mannlich 49 6 (12,2%) 31 (63,3%) 12 (24,5%)

Weiblich 38 7 (18,4%) 19 (50%) 12 (31,6%)
TNM-Klassifikation 0,440
Tumor

T1 4 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%)

T2 22 4 (18,2%) 13 (59,1%) 5 (22,7%)

T3 38 7 (18,4%) 18 (47,4%) 13 (34,2%)

T4 23 2 (8,7%) 17 (73,9%) 4 (17,4%)
Lymphknotenstatus 0,534
NO 46 6 (13,0%) 26 (56,5%) 14 (30,4%)

N1 18 4 (22,2%) 8 (44,4%) 6 (33,3%)

N2 23 3 (13,0%) 16 (69,6%) 4 (17,4%)

Metastasen 0,917
MO 56 9 (16,1%) 32 (57,1%) 15 (26,8%)

M1 31 4 (12,9%) 18 (58,1%) 9 (29,0%)

Grading 0,586

Gl 7 2 (28,6%) 2 (28,6%) 3 (42,9%)

G2 63 9 (14,3%) 38 (60,3%) 16 (25,4%)

G3 17 2 (11,8%) 10 (58,8%) 5 (29,4%)

UICC-Stage 0,697

I 21 4 (19,0%) 14 (66,7%) 3 (14,3%)

I 20 2 (10%) 10 (50%) 8 (40%)

1] 16 3 (18,8%) 9 (56,3%) 4 (25%)

1\ 30 4 (13,3%) 17 (56,7%) 9 (30%)
Tumorlokalisation 0,288

proximal 33 5 (15,2%) 22 (66,7%) 6 (18,2%)

distal 54 8 (14,8%) 28 (51,9%) 18 (33,3%)

Rezidiv 0,924

Nicht vorhanden 74 11 (14,9%) 42 (56,8%) 21 (28,4%)

Vorhanden 13 2 (15,4%) 8 (61,5%) 3 (23,1%)

Metastase gesamt 0,102

Nicht vorhanden 45 7 (15,6%) 23 (51,1%) 15 (33,3%)

Vorhanden 41 5 (12,2%) 27 (65,9%) 9 (22,0%)

1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Tabelle 9 - Korrelation von CA-Repeats (Einzelallellangen) und klinisch-pathologischen Daten
Bei Cut-off 16 (Einzelallellangen) ergaben sich keine statistisch relevanten

Zusammenhange. Das mittlere Gesamtiberleben fur Gruppe KK betrug 53,0+13 Monate,
das von KL 54,846 Monate und in der Gruppe LL waren es 54,9+10 Monate (p=0,987).
Wieder unterscheiden sich das Uberleben der kurzen (KK) und der langen (LL) Gruppe
deutlich, die Mittelgruppe bricht jedoch aus. (Abbildung 12) Bei Cut-off 18 bzw. 20 ergaben
sich keine zusétzlichen Erkenntnisse.
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Abbildung 12 - Gesamtiiberleben in Abhéangigkeit von CA-Repeatanzahl (Einzelallellangen, Cut-off 16)
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n (%) (CA)n <36 (CA)n >36 p-Wert
Gesamt 87 62 (71,3%) 25 (28,7%)
Alter 87 68,24 67,98 0.913
Geschlecht 0,316

Méannlich a7 35 (74,5%) 12 (25,5%)

Weiblich 40 27 (67,5%) 13 (32,5%)
TNM-Klassifikation 0,718
Tumor

T1 4 2 (50%) 2 (50%)

T2 22 17 (77,3%) 5 (22,7%)

T3 37 25 (67,6%) 12 (32,4%)

T4 24 18 (75%) 6 (25%)
Lymphknotenstatus 0,507

N1 48 34 (70,8%) 14 (29,2%)

N2 19 12 (63,2%) 7 (36,8%)

N3 20 16 (80%) 4 (20%)

Metastasen 0,179

MO 58 39 (67,2%) 19 (32,8%)

M1 29 23 (79,3%) 6 (20,7%)

Grading 0,129

Gl 6 3 (50%) 3 (50%)

G2 65 50 (76,9%) 15 (23,1%)

G3 16 9 (56, 3%) 7 (43,8%)

UICC-Stage 0,598

I 20 15 (75%) 5 (25%)

I 23 15 (65,2%) 8 (34,8%)

1] 16 10 (62,5%) 6 (37,5%)

v 28 22 (78,6%) 6 (21,4%)
Tumorlokalisation 0,688

proximal 32 24 (75%) 8 (25%)

distal 55 38 (69,1%) 17 (30,9%)

Rezidiv 0,609

Nicht vorhanden 76 54 (71,1%) 22 (28,9%)

Vorhanden 11 8 (72,7%) 3 (27,3%)

Metastase gesamt 0,140

Nicht vorhanden 49 31 (63,3%) 18 (36,7%)

Vorhanden 38 31 (81,6%) 7 (18,4%)

Tabelle 10 - Korrelation von CA-Repeats (Allelsummen) und klinisch-pathologischen Daten

In Bezug auf die Allelsummen ergab sich eine Abhangigkeit des Uberlebens vom Genotyp.
Die Gruppe mit kiirzerer Summe <36 Uberlebte im Mittel 54,5+7 Monate und damit kiirzer als
der Anteil >36 CA-Repeats, das im Mitel 62,8+t10 Monate Ilebte. Die 3-Jahres-
Uberlebensrate betrug bei <36 Repeats 49,1% im Gegensatz zu >36 mit 64,0%. Bei 5
Jahren waren es jeweils 38,7% bzw. 47,1%. Entgegen des vorherigen Verlaufs waren jedoch
nach 117 Monaten alle Patienten mit langerer Allelsumme verstorben. Die Gruppe hatte ein
10-Jahres-Uberleben von 23,0%. Siehe auch Abbildung 13. Dadurch war der
Zusammenhang nicht signifikant (p=0,434).
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4. Diskussion
4.1. Patienten

Haufigkeiten: Das Kollektiv bestand aus 177 Individuen. 102 Patienten oder 57,6% waren

mannlich, 75 Personen oder 42,3% der Patienten waren weiblich. Das Durchschnittsalter
betrug 67,38 Jahre.

Die UICC-Stadienverteilung war wie folgt: Stadium | 34 (19,2%), Stadium 1l 49 (27,7%);
Stadium 11143 (24,3%) und Stadium IV 51 (28,8%).

Dabei verteilten sich die Tumoren in 8 (4,5%) T1-Tumoren, bei 34 (19,2%) lag T2 vor, als T3
wurden 95 (53,7%) eingestuft und 40 (22,6%) als T4. Lymphknoteninvasion (N>0) fand sich
bei 85 (48%) der Patienten, davon bei 44 (24,8%) bereits in fortgeschrittenem Stadium N2.
Bei 53 Personen oder 30% der Patienten wurden Fernmetastasen festgestellt.

Zusammenfassend stimmte die Zusammensetzung des Patientenkollektivs bezglich der
Verteilung von Alter, Geschlecht und Klinisch-pathologischer Parameter mit der aktuellen

Literatur Uberein und ist somit als représentativ anzusehen *.

Prognose: Die mittlere Gesamt-Uberlebenszeit war 48 Monaten, die 3-, 5- und 10-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeiten betrugen 58,9%, 43,1% und 23,1%. Das Uberleben war
abhangig vom UICC-Stadium und den jeweiligen T-, N-, bzw. M- Kategorien, aber nicht von
Geschlecht oder Lokalisation. Die untersuchte Gruppe ist damit hinsichtlich krankheitsfreiem
und Gesamtuberleben reprasentativ. Unsere Zahlen liegen leicht unter der vom Robert-
Koch-Institut angegebenen 5-Jahres-Uberlebensrate von 52-63% *. Da unsere Patienten von
1995 bis 2006, damit Jahre vor Erscheinen der Robert-Koch-Zahlen, behandelt wurden,
kdnnte ein mittlerweile verbessertes Therapieregime den Unterschied in der Mortalitat
erklaren.

4.2. Immunhistochemie

Methodik: Die Methoden zum Nachweis der immunhistochemische Darstellung des EGF-
Rezeptors waren weitestgehend etabliert. Das kontinuierlich als Positivkontrolle mitgefuhrte
Plazentagewebe zeigte eine homogene Farbreaktion am Synzytiotrophoblasten ohne
Artefakte. Die Technik der Tissue Microarrays ermdglicht eine simultane Analyse aller
Proben hinsichtlich ihrer Proteinexpression unter identischen Untersuchungsbedingungen,
so dass UnregelmaRigkeiten im Farbeprotokoll als Ursache fir Expressionsunterschiede

ausgeschlossen werden kdnnen.
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Um eine mogliche Heterogenitat im Expressionsprofil der Tumoren auszugleichen, wurde
das Gewebe aus dem Tumorzentrum im Quadruplikat entnommen. Vor Durchfiihrung der
immunhistochemischen Farbungen wurde an Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Schnittpraparaten der Tissue Microarray von einem erfahrenen Pathologen sichergestellt,
dass die Stanzen allesamt Tumorgewebe enthielten. Insgesamt waren durch ungeniigende
Trefferquote (Areale mit starker Entzindung und/oder Nekrose) oder durch ein
Abschwimmen von Stanzen wahrend der Farbeprozedur 7 der 177 eingeschlossenen Falle

(3,9%) nicht auswertbar.

Zwei Schwachpunkte des hier angewandten Fixier- und Farbeprotokolls missen jedoch
erwahnt werden, die zu Unregelmaliigkeiten im Farbeergebnis fihren kénnen und die
Vergleichbarkeit der Proben untereinander sowie unseres Kollektives mit andere publizierten

Studien einschranken: Zum einen hat die Fixierungsmethode einen starken Einfluss auf die

Bindungseigenschaften des EGFR-Antikrpers. Atkins et al.'® konnten in einer
umfangreichen technischen Analysen zeigen, dass eine Fixierung der Proben langer als 24h
oder in zu hoch konzentriertem Formalin (10% statt 4%) in einer zu starken
Antikérperbindung und Farbreaktion und somit Uberbewertetem Expressionsscore resultiert.
Um eine qualitativ hochwertige Aufarbeitung es Operationspraparates zu gewabhrleisten, d.h.
z.B. Schnittrdnder, Tumortiefeninfiltration und Anzahl vorhandener/befallener Lymphknoten
korrekt beurteilen zu kdnnen, werden jedoch kolorektale Tumorpréparate oftmals langer als
24h in formalinfixiert. Da der EGFR-Nachweis an Proben des Tumorresektates erfolgte,
koénnen so fixationsbedingte Unterschiede in der EGFR-Expressionsstarke in vorliegendem
Untersuchungsgut nicht ausgeschlossen werden.

Des Weiteren wird aufgrund der therapeutischen Konsequenzen fir aktuelle klinische
Studien ein standardisierter immunhistochemischer Nachweis des EGF-Rezeptors mit dem
EGFR-pharmDx™-Antikérper Klon 2-18C9 (DakoCytomation) und dem EnvisionTM
Visualisationsystem (Ventana Medical Systems) gefordert. Da diese Forderung zum
Zeitpunkt der hier durchgefiihrten Analysen noch nicht existierte, wurden in vorliegender
Arbeit der EGFR-Antikorper Klon E30 (DakoCytomation) und das Detektionssystems
VIEW™ DAB (Ventana Medical Systems) verwendet. Obwohl die Auswertung nach
gleichem, von der Firma DakoCytomation fir klinische Studien empfohlenem Schema
erfolgte, ist somit aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Antikorper die Vergleichbarkeit

mit anderen Studien der Literatur eingeschrankt.

Haufigkeiten: Die Immunhistochemie war in unserem Kaollektiv bei 64,3% der Betroffenen

positiv fir EGFR. 61 Tumoren banden keinerlei Antikorper. 88 Tumoren farbten sich
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schwach positiv und 22 méaRig intensiv. Bei keinem Tumor fiel die immunhistochemische
Reaktion stark positiv aus. Der durchschnittliche Anteil gefarbter Zellen lag bei 28,7%. Der
mittlere IRS betrug 3,63 (+0,36).

In der Literatur geht man von EGFR-Uberexpression in 50-80% der CRC Patienten aus®*™.

Unser Kollektiv bewegt sich ebenfalls in diesem Bereich.

Expression-Klinik: In unseren Untersuchungen zeigte sich ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen EGFR-Expression und dem Uberleben (p=0,023). Alle anderen Klinisch-
pathologischen Faktoren waren unabhangig.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Thesen. Generell wird aber davon ausgegangen,
dass eine positive EGFR-Expression mit einer verschlechterten Prognose einhergeht. Dies
trifft bei unterschiedlichen Tumorarten zu und ist insbesondere beim CRC bestatigt®**. Auch

pathophysiologisch ist dies nachvollziehbar.

Zusétzlich ist die EGFR-Expression in einigen Publikationen mit hdherem UICC-Stadium®°,

aggressiverem Invasionsverhalten und friiherer Metastasierung assoziiert***®. Andere finden

genau wie wir keinen Zusammenhang zum TNM Stadium®.

Insofern stimmen wir mit dem Grof3teil der Literatur Uberein, dass eine erhdhte Expression
mit einer verkiirzten Uberlebenszeit einhergeht. Unsere Daten geben dafur aber keinen
Mechanismus her. Es wére eigentlich zu erwarten, dass das verkirzte Uberleben
beispielsweise durch eine aggressivere Metastasierung zustande kommt. Vermutlich ist
unser Kollektiv flr den statistischen Nachweis feinerer Trends zu klein. Des Weiteren muss
erwéhnt werden, dass durch die Verwendung von Tissue Microarrays, welche Gewebe des
Tumorzentrums enthielten, nicht die Mdglichkeit der Beurteilung der Invasionsfronten der
Tumoren gegeben war. Zwar fand sich in vorliegendem Kollektiv eine homogene Expression
der aus dem Tumorzentrum entnommenen Gewebestanzen. Fur die Invasionsfront ist jedoch
eine heterogene Expression und eine daraus resultierende fehlende Korrelation zwischen
Grad der EGFR-Expression und klinisch-pathologischen Parametern beschrieben worden™”.
Es ist aber auch nicht von der Hand zu weisen, dass einige Autoren generell keinen
Zusammenhang zwischen EGFR-Status und Prognose bzw. Uberleben fanden® %",
Immer wieder wurde daher diskutiert, ob die Immunhistochemie die geeignete Methode ist,

um die EGFR-Expression zu messen®'®,

Zum Untersuchungszeitpunkt stellt die
Immunhistochemie jedoch ein lange etabliertes State-of-the-Art Verfahren dar, das allgemein

der Standard fiir diese Fragestellung ist™.
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Auch bei der Indikationsstellung fur den therapeutischen Einsatz von EGFR-Inhibitoren wird
die Immunhistochemie immer noch gefordert. In Bezug auf diese Indikation mehren sich

allerdings Zweifel an Ihrer Aussagekraft'?®%°1%1,

Mehrere klinische Studien zeigten, dass kein Zusammenhang zwischen dem EGFR-Status
und dem Ansprechen auf EGFR-Inhibitoren besteht: So korrelierte das Ansprechen auf den
EGFR-Inhibitor Cetuximab nicht mit dem EGFR-Status'® bzw. Patienten mit EGFR-
negativem Karzinom zeigten eine &hnliche Ansprechrate wie EGFR-positive Patienten*’.
Andere immunhistochemische Studien identifizierten die Expression des EGF-Rezeptors in
Kombination mit anderen Markern wie beispielsweise einer Negativitat fir den VEGF als
positiven pradiktiven Marker flr das Ansprechen auf eine praoperative Radiotherapie von

cT3-Kolonkarzinomen'™,

Vielmehr als die immunhistochemische EGFR-Expression ist die Mutation von KRAS, die

sich in bis zu 50% der Kolonkarzinome findet**?

, ausschlaggebend fur die Ansprechrate auf
die derzeit zugelassenen EGFR-Inhibitoren. Das KRAS-Protein befindet sich in der EGFR-
Signalkaskade downstream des EGF-Rezeptors. Die Mutation des KRAS-Gens fihrt zu
einer konstitutiv aktiven Signaliibertragung — auch bei Blockade der Signalkaskade Uber den
EGF-Rezeptor. Kolonkarzinome mit mutiertem KRAS-Gen sprechen daher nicht auf eine
Anti-EGFR-Therapie an, und der Mutationsstatus von KRAS hat somit pradiktiven Wert
hinsichtlich einer Anti-EGFR-Behandlung sowohl mit TKIs*? als auch mit MAbs™*'*°, In
mehreren klinischen Studien zur Erst- und Zweitlinienbehandlung des metastasierten
Kolonkarzinoms profitierten hauptséachlich Patienten mit KRAS-Wildtyp-Status von der
Therapie mit den monoklonalen EGFR-Antikérpern Cetuximab (Erbitux®) oder
Panitumumab (Vecibix®), wohingegen Patienten mit KRAS-Mutation ein deutlich kirzeres

progressionsfreies Uberleben zeigten'*!*#73-17

. Aufgrund dessen wird mittlerweile vor
Einsatz eines EGFR-Inhibitors die Bestimmung des KRAS-Mutationsstatus zwingend

gefordert.

4.3. Genetik

Die in der Molekulargenetik angewandten Methoden der DNA-Praparation, der PCR und der
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse waren etabliert. Alle Tumorfalle, an

denen diese Untersuchungen durchgefiihrt wurden, waren eindeutig auswertbar.
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4.3.1. Polymorphismen im Promotorbereich

Frequenz: An der Stelle -216 fand sich bei 4 oder 4,2% Prozent der Probanden homozygot
der Polymorphismus. 48 oder 51,1% waren heterozygot und 42 oder 44,6% der Probanden
hatten auf beiden Chromosomen den Wildtyp GG. In der Literatur sieht die Verteilung wie
folgt aus: 46%GG, 46%GT, 9%TT® bzw. GG32%, GT45%, TT23%™". Im Vergleich zu
anderen Publikationen ist damit der Polymorphismus in unserem Kollektiv etwas
unterreprasentiert. Dies muss dem Zufall zugeschrieben werden. Es sind zwar ethnische
Unterschiede beschrieben, aber bei unserem Kollektiv handelt es sich um Europaer
(Kaukasier), bei denen in der Vergangenheit ein vergleichsweise hoher Anteil von bis zu
41,8% Polymorphismus gefunden wurde®.

Bei -191 bestand der Polymorphismus AA bei 3 oder 3,2% der Falle, 21 oder 22,3% waren
heterozygot und bei 70 oder 74,5% war der Wildtyp CC erhalten. In der nur sparlich
vorhandenen Literatur tritt der homozygote Austausch AA mit einer Frequenz von 13,6%
auf®®. Auch fir diesen Polymorphismus ist die Haufigkeit bei unserem Kollektiv deutlich
niedriger als erwartet.

EGFR-Expression: Der Polymorphismus an der Stelle 216 zeigte in unseren

Untersuchungen keinen Zusammenhang zur Hohe der EGFR Expression.

In mehreren Studien war der -216T-Polymorphismus signifikant mit einer hoheren EGFR-

RNA- und Proteinexpression assoziiert® %",

Diese Studien wurden jedoch an
verschiedenen Zelllinien wie von Mamma- und Nierenzellkarzinomen und insbesondere
Zelllinien des NSCLC durchgefuhrt und basierten auf quantitativen Protein- und RNA-
Bestimmungen. Nur einzelne Untersuchungen, beispielsweise die Analysen von Nomura et
al. zum NSCLC, wurden an Gewebe resezierter Karzinome durchgefihrt und fanden

zumindest eine Korrelation zwischen Polymorphismus und erhéhter EGFR-Expression™*.

Man findet aber etliche Studien, die zum selben Ergebnis kommen wie wir: Sowohl Spindler
et al als auch Miano et al untersuchten den -216-Polymorphismus an
Kolonkarzinomresektaten und konnten vergleichbar mit unseren Ergebnissen keinen
Zusammenhang zwischen Polymorphismus und RNA- oder Proteinexpression

feststellen®*"".

Insbesondere lag keine Korrelation des -216-Status und der
immunhistochemischen Expression von EGFR vor, so dass die Immunhistochemie als
invalide Methode zum Nachweis der EGFR-Expressionsstarke diskutiert wurde®. Auch bei
anderen Tumorarten, beispielsweise dem Astrozytom, findet sich kein Zusammenhang

zwischen -216-Status und EGFR-Expression*’.
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Weiterhin ergab sich kein Zusammenhang zwischen -216-Status und Klinisch-
pathologischen Faktoren oder Uberleben. Ein solcher Zusammenhang wurde bisher nur
theoretisch postuliert. Auswirkungen auf das Uberleben konnten bisher weder beim CRC

179

noch bei anderen Karzinomen (Glioblastoma multiforme'”®, Astrozytom'”®) nachgewiesen

werden.

Mittlerweile gibt es Studien an primaren Kolonkarzinomzelllinien bzw. zum NSCLC, die eine
durch den Genotyp an Stelle 216 verandertes Ansprechen'® oder Prognose unter EGFR-

Inhibitor-Therapie  zeigen™***’.

Patienten mit fortgeschrittenem  Nichtkleinzelligen
Lungenkarzinom zeigten so bei Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren bei einem -216G/T-
Genotyp ein hoheres Ansprechen (62,5% vs. 27,4%, p=0.057) sowie ein langeres
progressionsfreies Uberleben (16.7 vs. 5.1. Monate, p=0.005) als Patienten mit einem -
216G/G-Genotyp™®. TKIs wurden bei unserem Kollektiv fiir die primére Therapie zwar nicht
eingesetzt, allerdings konnte beim Auftreten von Metastasen oder einem Rezidiv eine
Therapie mit spezifischen Inhibitoren von Interesse und der Nachweis des EGFR-Status
dann Voraussetzung fir die Therapie sein. Es gibt auBerdem Autoren, die einen
Zusammenhang von -216 mit Ansprechen auf Radiochemotherapie oder bestimmten
Chemotherapeutika beschreiben'®®*®'. So korrelierte beispielsweise in einer Studie an 77
Patienten mit fortgeschrittenem Rektumkarzinom der EGFR-216 G/T-Polymorphismus im
Vergleich zur GG-homozytogen Variante signifikant mit dem Ansprechen auf
Radiochemotherapie mit 65Gy und Uftoral (=5-FU-Prodrug Tegafur + Uracil) (65% vs. 34%,

p=0.023)"".

Was den Polymorphismus an Stelle -191 angeht, fanden wir keinerlei Zusammenhang zu
EGFR-Expression oder klinisch-pathologischen Faktoren. Fir den Polymorphismus -191 war
eine klinische Relevanz nur Aufgrund seiner Position in der Sequenz vermutet worden. Diese
bestatigte sich jedoch fir den Polymorphismus alleine nie klinisch oder experimentell.
Lediglich in Zusammenhang mit dem KRAS-Status konnte eine Untersuchung von Dahan et
al. an einem Kollektiv von 58 Patienten mit fortgeschrittenem Kolonkarzinom und Cetuximab-
Therapie zeigen, dass KRAS-Wildtyp-Patienten mit EGFR -191 C/A-Polymorphismus ein
langeres progressionsfreies Uberleben aufwiesen'®. Unterschiede im Gesamtiiberleben

fanden sich hier jedoch nicht.

Einschrankend zur eigenen Studie ist anzumerken, dass unsere Fallzahlen gering sind. Es
waren nur vier bzw. drei Probanden homozygot in Bezug auf den jeweiligen
Polymorphismus. Da die postulierten genetisch-klinischen Zusammenhange jedoch auch in

anderen Studien haufig nur mit Schwierigkeiten, z.B. in Abhé&ngigkeit von gewissen

58



Therapieregimen nachgewiesen werden konnten, ist es unwahrscheinlich, dass wir bei einer

gréRBeren Patientenzahl zu anderen Ergebnissen gekommen wéren.
4.3.2. G/A Austausch an Position 497

Haufigkeiten: In unserem Kollektiv waren 6 (6,4%) Probanden homozygot fiir den
Polymorphismus AA, 31 (33%) hatten AG und mit 57 (60,6%) Vertretern die grofl3te Gruppe
war homozygot fur das Wildtyp Allel GG. Im Vergleich zur Literatur (17% homozygot AA und
39% heterozygot GA, 43% der Patienten zeigen den Wildtyp GG**'%) sind damit bei uns die
Verhdltnisse leicht zugunsten des Wildtyps verschoben.

EGFR-Expression: Es bestand kein relevanter Zusammenhang zwischen EGFR-Expression

und G497A Status. In der Literatur verhalt es sich ebenso'®*%,

Was die klinisch-pathologischen Daten angeht, so korreliert der Polymorphismus
signifikant mit hoherem T, N, M, jungerem Alter und méannlichem Geschlecht. Daraus ergibt
sich eine Tendenz zu héherem UICC Stadium, die allerdings nicht statistisch signifikant ist.

Trotzdem zeigt der Polymorphismus im Vergleich zu der Gegengruppe aus Wildtyp und
Heterozygoten ein langeres Gesamtiiberleben. Das mittlere Uberleben der Patienten mit
Polymorphismus ist mit 62,4 Monaten langer als das der Patienten mit Wildtyp von 51,8
Monaten (p=0,472). Die 3-, 5- und 10- Jahresuberlebensrate unterscheiden sich
entsprechend. Dies ist bemerkenswert, da es im Gegensatz zu dem hoheren T, N, M
Stadium steht.

In der Literatur ist der homozygote Polymorphismus in Bezug auf Prognose ebenfalls der
gunstigere genetische Fall: Die Patienten Uberleben langer. Einige Autoren finden einen
positiven Einfluss der Lysin-Variante auf Prognose und Uberleben. Das kommt dort durch

eine geringere Riickfallquote'®

, weniger aggressive Invasion und Metastasierung und
hohere Empfindlichkeit auf Chemotherapie'®’ zustande. Bei Wang et al. ist der 497-Genotyp
sogar ein unabhéngiger prognostischer Faktor. Allerdings konnten nicht alle Autoren diesen

Zusammenhang nachvollziehen'®,

Unter Cetuximab-Therapie, die bei uns allerdings nicht eingesetzt wurde, fand sich bei
manchen Autoren ein positiver Zusammenhang zwischen 497-Polymorphismus und
Uberleben. So zeigten in einer klinischen Phase-IIl-Studie zur Monotherapie mit Cetuximab
Patienten mit EGFR +497 G>A Genotyp ein signifikant langeres progressionsfreies
Uberleben als Patienten mit dem Wildtyp oder anderen Genotypen (2.6 Monate vs. 1.3

Monate, p=0.017), wobei dieser Polymorphismus in der Multivariatanalyse — unabhangig
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vom KRAS-Mutationsstatus - sogar als unabhangiger Prognosefaktor des metastasierten
Kolonkarzinoms identifiziert werden konnte®’. In anderen Publikationen lieR sich dies nicht

nachweisen'®,

Bei anderen Karzinomarten finden sich ebenfalls unterschiedliche Trends: Auch bei
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (HNSCC) und Mammakarzinomen fand man
eine bessere Prognose bzw. giinstigere klinische Situation beim Polymorphismus'®*'®, Beim
Osophagus-Karzinom  lasst sich  kein Zusammenhang feststellen’®®'®’,  beim
Nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) zeichnet er sich lediglich bei Lymphknoten-

positiven Tumoren ab.

Wir untersuchten die Auswirkungen des G/A-Austausches an Position 497 des EGF-
Rezeptors auf klinisch-pathologische Faktoren auch geschlechtergetrennt. Hierbei ergaben
sich die genannten Veranderungen vor allem in der Mannergruppe. Manner mit
Polymorphismus zeigten das o.g. hdhere T-, N-, M- und UICC-Stadium sowie das paradox
verlangerte Uberleben (63 Monate vs. 39 Monate, p=0,124). Bei Frauen waren M- und
UICC-Stadium mit dem Genotyp assoziiert, das Uberleben jedoch nicht.

Das heildt dass die Hauptveranderungen im Kollektiv hauptséachlich auf die Manner
zuriickgehen.

In der Literatur gibt es einen Artikel, der einen geschlechtsabhangig gegenséatzlichen Einfluss
des 497G/A-Austausches auf die Prognose beschrieb. In diesem war bei Patienten mit
metastasiertem Kolon-Karzinom die Prognose der Polymorphismus-Tréger verbessert, wenn
der Betroffene ein Mann, jedoch verschlechtert, wenn der Patient weiblichen Geschlechts
war®. Bei unserem Kollektiv war die Prognose fiir Ménner mit Polymorphismus tatséchlich
verbessert, die fur Frauen war unabhdngig vom Genotyp. Geschlechtsabhangige Effekte

kénnten z.B. durch den Einfluss von Ostrogenrezeptoren auf EGFR vermittelt werden™®.

4.3.3. CARepeats in Intron 1

Haufigkeiten. Wir fanden CA-Frequenzen zwischen 14 und 21. Der Mittelwert betrug 17,7.
Die haufigsten Allele in unserem Kollektiv waren 16 (42,0%), 20 (23,0%) und 18 (16,1%).
Das entspricht den Angaben in der Literatur. Dort fanden sich Allel-Repeatzahlen zwischen
14 und 24 bzw. 14 bis 22. Die haufigsten Genotypen waren 16, 18 und 20°*°%1°° Eg

scheint interethnische Unterschiede zu geben**®. Unser Kollektiv ist aber ethnisch homogen.
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Die Gruppierungen wurden in der Literatur unterschiedlich gehandhabt. Die o.g. Studien
teilen teilweise nach Einzelallellangen ein, wobei meist der Cut-off 16 gewdahlt wurde,

teilweise auch 17. Auch Allelsummenvergleiche wurden durchgefiihrt, meist mit Cut-off 36.

EGFR-Expression. In unseren Untersuchungen zeigt sich bei langeren Allelen eine
geringere Expression. Dieser Trend erreicht zwar keine statistische Signifikanz, bestétigt sich
aber unabhangig von der gewahlten Gruppierungsart oder der immunhistochemischen
MaRparameter (Immunreaktiver Gesamtscore IRS oder prozentualer Anteil EGFR-

exprimierender Zellen), zu der korreliert wird.

Andere Autoren finden keinen Zusammenhang zwischen CA-Genotyp und EGFR Expression
bei CRC®'®, in verschiedenen Tumorzelllinien beispielsweise des Mamma- Nierenzell- oder
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Kolonkarzinoms'® oder beim Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region (HNSCC)®.

GroRtenteils kommt die Literatur aber zum selben Ergebnis wie wir: Langere CA-Repeats
sind mit geringerer EGFR-Expression assoziiert. Gebhardt et al. finden bei sehr langen CA-
Repeats von 21 beispielsweise nur 20 % der Transkriptionsaktivitdt von CA-16. Dies ist in
anderen Publikationen durchaus statistisch signifikant, sowohl beim CRC'****? als auch
bei fortgeschrittenem Magenkarzinom'®®, Lungenkarzinom™® Mammakarzinomzellen™ und
Osteosarkom'®?. Auch in gesundem Lungengewebe und Bronchialepithelzellen findet sich
dieser Zusammenhang'®®. AuRerdem war ein langes Allel mit einer geringeren Rate an
KRAS-Mutationen behaftet'*®. Eine Verlangerung scheint besonders auch im Rahmen von
Mikrosatelliten-Instabilitédt vorzukommen, ist aber nicht an als Teil der Kanzerogenese zu
sehen®'®, Bei dem in unserer Arbeit untersuchten Kollektiv wurde jedoch eine
Mikrosatelliteninstabilitat bei allen Patienten im Rahmen anderer Untersuchungen unserer

Arbeitsgruppe ausgeschlossen.

Klinisch-pathologische Daten: Bei uns ergab sich kein Zusammenhang zu UICC Stadium

oder histologischen Daten.

Prognose/Uberleben In unseren Untersuchungen zeigte sich in der Gruppierung nach
Allelsummen ein statistisch allerdings nicht signifikanter Zusammenhang zwischen CA-
Status und Uberleben (p=0,434). Die langere Gruppe zeigt dabei zunachst das jeweils
hohere  Uberleben zu einem  bestimmten Zeitpunkt. Gegen Ende des
Beobachtungszeitraums waren jedoch entgegen des vorherigen Verlaufes alle Individuen der
Gruppe >36 Repeats verstorben. Sonst ware die bessere Prognose madglicherweise

statistisch signifikant gewesen.
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Ein langeres Uberleben bei langeren CA-Repeats ist pathophysiologisch einleuchtend, da
mehr Repeats wie oben beschrieben geringere EGFR-Expression zur Folge haben. Erhohte
EGFR-Spiegel sind mit schlechterer Prognose assoziiert. Man erwartet also von langeren
Allelen bessere Verlaufe. Dieser Effekt wurde auch von anderen Autoren beim CRC
beschrieben: Langere CA-Repeats gehen mit geringerem Riickfall-Risiko einher'®®'®. Die
Uberlebenszeit ist verlangert **. Auch beim Nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
und beim Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (HNSCC) konnte ein
Zusammenhang zwischen langeren Allelen und langerem Uberleben nachgewiesen

werden®*%,

Es gibt zwar gegensatzliche Berichte: Bei McKay et al. und Etienne-Grimaldi et al. besteht
kein Zusammenhang zwischen Uberleben (McKay)® bzw. Stadium und Histologie (Etienne-
Grimaldi)®® und CA-Repeat Lange. Bei McKay et al. ergibt sich aber auch schon keine
Assoziation von CA-Repeats und Expression, die allgemein fir den vermitteinden

Mechanismus der Prognoseénderung gehalten wird®®.

Press et al. fanden einen bei Frauen und Mannern gegenlaufigen Trend CA-Repeat -
Uberleben, der noch starker wurde wenn man den Polymorphismus G497A mit einrechnete.
Bei uns zeigten sich fur den zweiten Polymorphismus aber keine gegensatzlichen Trends
entsprechend Press” Vermutungen®®. Der CA-Repeat wurde von uns nicht
geschlechtergetrennt untersucht.
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5. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist in Deutschland der zweithaufigste maligne Tumor bei beiden
Geschlechtern. Die Rolle von EGFR in seiner Karzinogenese ist in der Vergangenheit gut
beschrieben und hat zur Entwicklung von neuen Medikamenten gefiihrt, die spezifisch den
EGF-Rezeptor inhibieren.

Vier Polymorphismen, die im Bereich des EGFR-Gens auftreten, haben madglicherweise
Auswirkungen auf die Expression des Genprodukts und damit auf Verlauf und Prognose.
Wir haben den Zusammenhang zwischen diesen Polymorphismen und EGFR Expression,
sichtbar gemacht durch Immunhistochemie, sowie klinisch-pathologischen Daten untersucht.
Daflr wurden die Einzelbasenaustausch-Polymorphismen an den Positionen -216 und -191
und der G/A-Austausch an Position 497 des EGF-Rezeptors fir 94 Patienten sowie die
Anzahl der CA-Repeats in Intron 1 far 81 Patienten mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse untersucht. Die immunhistochemische

Detektion der EGFR-Expression erfolgte fur 177 Patienten an Tissue Microarrays.
In der Literatur wird die Bedeutung aller dieser Polymorphismen widersprichlich diskutiert.

Unsere Daten zeigen keine Assoziation der Promotor-Polymorphismen mit EGFR-

Expression oder klinisch-pathologischen Daten.

Der Polymorphismus an Stelle 497 hatte einen nicht signifikanten positiven Einfluss auf das
Uberleben (p=0,124), war dabei aber auch mit hoherem T, N, M assoziiert. Die EGFR-

Expression blieb von dieser genetischen Variante unberuhrt.

Die CA-Repeats zeigten einen Trend zu niedrigerer EGFR-Expression bei langeren
Repeatzahlen, dies bestatigt sich unabhangig von der Art der Gruppierung. Das Uberleben
war von langeren Repeats positiv beeinflusst, der Zusammenhang aber statistisch nicht
signifikant (p=0,434). Dies bestatigt die Ergebnisse anderer Autoren.

Unsere Ergebnisse bestatigen zwar haufig zuvor gefundene Zusammenhénge, konnten aber
in Bezug auf die meisten Veranderungen keine statistische Signifikanz erreichen. Das kénnte
auch an den geringen Gruppengréf3en liegen: in unserem Kollektiv lag die Homozygoten-
Frequenz von drei der untersuchten Polymorphismen deutlich unter der in der Literatur
beschriebenen Haufigkeit. GroRere Studien sind vonndten um die Relevanz der
Polymorphismen zu belegen.
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10. Anhang

T-Kategorie

Tis Carcinoma in situ: Mukosa bis maximal muscularis mucosae

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder
perikolisches Fettgewebe

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

N-Kategorie

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in 1-3 regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

M-Kategorie

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Anhang 1 - TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms ™

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium | T1, T2 NO MO

Stadium 11 T3, T4 NO Mo

Stadium Il A T3 NO MO

Stadium 11 B T4 NO MO

Stadium Il Jedes T N1, N2 MO
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Stadium 11l A T1, T2 N1 MO
Stadium 11l B T3, T4 N1 MO
Stadium I C Jedes T N2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Anhang 2 - Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC von 2002

Polymorphismus

Primer Sequenz

PCR Protokoll

Restriktionsenzym

(CA)N

EGFR-F_FAM 5'GTT TGA AGA ATT TGA
GCCAACC3

EGFR-R 5 TTC TTC TGC ACA CTT
GGCAC3Z

94°C 2 min

94°C 30 sec
55°C 30 sec
72°C 30 sec
Absatz 2

30x wiederholen

72°C 4 min
60°C 40 min

-191

EGFRRE-2F 5 TCT GCT CCT CCC GAT
CCCTCC TSI

EGFRRe-1R
5GAGGTGGCCTGTCGTCCGGTCT 3

98°C 15 min

98°C 5 sec
68°C-60°C 10 sec
72°C 20 sec

98°C 5 sec

59°C 10 sec
72°C 20 sec
Absatz 2

35 x wiederholen

72°C 10 min

Sacll
20,000U/ml

-216

EGFRRe-2F 5° TCT GCT CCT CCC GAT
CCCTCC TSI
EGFRRe-1R 5GAG GTG GCC TGT CGT
CCGGTCTZ

98°C 15 min

98°C 5 sec
68°C-60°C 10 sec
72°C 20 sec

98°C 5 sec

59°C 10 sec
72°C 20 sec
Absatz 2

35 x wiederholen

72°C 10 min

BseRI
10,000U/ml

497

HER497 (lenz)-F 5° TGC TGT GAC CCA
CTC TGTCT 3

94 ° 2 min

94° 1 min
62°C 45 min
72 °C 30 min
Absatz 2
35 x wdh

72°C 2 min

BStNL (NEB
RO168S)
10,000U/ml

Anhang 3 - Primer-Sequenzen und PCR-Protokolle
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