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Einleitung

1 Einleitung
11 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Die Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Trotz neuer Therapiemdglichkeiten, stellt das kolorektale Karzinom (CRC) eines der
am haufigsten diagnostizierten Krebsarten dar. Mit mehr als 147.950
neudiagnostizierten Tumoren und 53.200 Todesfallen in den Vereinigten Staaten im
Jahr 2020, ist das CRC die dritthaufigste Todesursache bei Krebserkrankungen
(Siegel et al. 2020). Weltweit ist das CRC mit 10,2% von insgesamt 18,1 Millionen
neu registrierter Krebserkrankungen nach Lungenkrebs (11,6%) und weiblichem
Brustkrebs (11,6%) die dritthaufigste Krebserkrankung (Bray et al. 2018). Bei
Betrachtung der Mortalitatsrate kommt das CRC mit 8,2% bei 9,6 Millionen
Todesfallen hinter dem Lungenkrebs an zweiter Stelle. Im geschlechterspezifischen
Vergleich der Neuerkrankungen, ist das CRC bei Mannern hinter dem Lungenkrebs
und dem Prostatakarzinom am dritthaufigsten. Bei Frauen ist es hinter dem
Mammakarzinom sogar die zweithaufigste Karzinomerkrankung (Bray et al. 2018).
Dennoch zeigt sich ab den 2000er Jahren eine abnehmende Tendenz von Inzidenz
und Mortalitat, insbesondere bei Patienten in der Altersgruppe Uber 50 Jahren. Bei
den unter 50-Jahrigen lasst sich bezogen auf die Inzidenz, weder bei Frauen noch
bei Mannern eine Reduktion feststellen (Siegel et al. 2020). Erganzend zu den
altersspezifischen Unterschieden zeigt sich regionale Variabilitdt. Wahrend in
Entwicklungslandern die Mortalitatsraten unverandert hoch sind, 1asst sich in den
Industrienationen ein Riickgang feststellen (Arnold et al. 2017). Dies liegt zum einen
am Zugang zur medizinischen Diagnostik und Therapie, zum anderen an der
kulturellen Lebensfuhrung der jeweiligen Bevdlkerung (Baena u. Salinas 2015;

Keum u. Giovannucci 2019).

1.1.2 Die Risikofaktoren und Atiologie des kolorektalen Karzinoms

Es existiert eine Vielzahl unterschiedlicher Risikofaktoren, die sich in veranderliche
bzw. vermeidbare und unveranderliche bzw. unvermeidbare Faktoren unterteilen
lassen (Weitz et al. 2005; Marmol et al. 2017).
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Einleitung

Zu den modifizierbaren Faktoren zahlen Bereiche der personlichen und kulturellen
Lebensfihrung wie das Konsumverhalten, Bewegung und Ernahrung (Islami et al.
2018). Das World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research
(WCREF, wrcf.org) konnte 2017 zeigen, dass bis zu 47% aller CRC-Erkrankungen
durch Veranderungen in der Lebensfihrung vermeidbar waren. Studien konnten
zeigen, dass korperliche Betatigung das Erkrankungsrisiko vermindert, wahrend ein
erhohter BMI (body mass index) und Konsum industriell verarbeiteter Lebensmittel
sowie Genussmittel wie bspw. Alkohol (EtOH) und Nikotin das Risiko einer
Erkrankung signifikant erhdhen (Hughes et al. 2017). Ebenso konnte sowohl fur
toxisches Acetaldehyd in alkoholischen Getranken (Seitz und Becker 2007; Cho et
al. 2012; Watson et al. 2004) als auch bei Tabakkonsum (Watson et al. 2004; Botteri
et al. 2008; Cross et al. 2014; Botteri et al. 2020) jeweils ein negativer
Zusammenhang sowohl in Bezug auf Konsumintensitat und Konsumdauer
nachgewiesen werden. Auch der Lebensmittelkonsum spielt bei der Entstehung des
CRC eine Rolle. So postuliert das WRCF, dass der Konsum von verarbeiteten
Lebensmitteln und rotem Fleisch durch darin enthaltene Ham-Komplexe des
Hamoglobins, zyklische Amine und Nitrosamine beim Adenom-Karzinom-
Signalweg eine Rolle spielen (Bastide et al. 2011; Bastide et al. 2015; Gamage et
al. 2018).

Die zweite Gruppe stellt die nicht-modifizierbaren Risikofaktoren der
Krebsentstehung dar. Hierzu zahlen verschiedene Erkrankungen, personliche
unveranderliche Faktoren wie Alter und Geschlecht, sowie Umwelteinfllisse die zu
spontanen Mutationsereignissen flihren kdnnen. Mit steigendem Alter nimmt die
Inzidenz der Erkrankung zu (Siegel et al. 2020), jedoch spielen auch andere
personliche Faktoren, wie das Geschlecht eine Rolle. Manner besitzen eine 31%
héhere Erkrankungsinzidenz als Frauen. Das Alter und die ethnische Herkunft
spielen ebenfalls eine Rolle (Meissner et al. 2006; Murphy et al. 2011). Manner, die
das 55. Lebensjahr Uberschritten haben, zeigen eine bis zu 50% hdhere Inzidenz
als Frauen. Die Grinde fur einen Zusammenhang zwischen Geschlecht und Alter
sind jedoch noch nicht eindeutig geklart. Eine Kumulation von Noxen und ein
Einfluss von geschlechterspezifischen und altersbedingten hormonellen
Veranderungen werden diskutiert, sind aber teilweise umstritten (White et al. 2018).
Weitgehend unumstritten sind die Einflusse verschiedener Erkrankungen, wie die

familiare adenomatése Polyposis (FAP), das hereditare nicht-polypdse
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Kolonkarzinom (HNPCC)/Lynch-Syndrom und der Formenkreis der chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (CED). Alle zuvor genannten Erkrankungen

weisen eine erhodhte Inzidenz fur die Entstehung des CRC auf.

1.1.21 Sporadische CRC-Karzinome

Die sporadischen CRC-Karzinome bilden mit 70% die haufigste Gruppe der CRC-
Karzinome (Marmol et al. 2017). lhre Atiologie beruht auf zufallig wahrend des
Lebens auftretenden somatischen Punktmutationen. Somatische Mutationen
konnen nicht an die nachfolgende Generation vererbt werden und verlaufen
heterogen, d.h. dass somatische Mutationen verschiedenste Zielgene betreffen
konnen (Fearon u. Vogelstein 1990). Bei Punktmutationen kommt es zu
Veranderungen in einzelnen Basen der Nukleotidsequenz eines Gens. Dies
bedeutet, dass Punktmutationen letztendlich die nachfolgende Transkription und
Translation innerhalb eines Genabschnitts so verandern kdnnen, dass karzinogene
Proteine entstehen kdnnen (Bos 1989). Nicht jede Punktmutation fuhrt zu
Veranderungen in transkribierten mRNAs oder dem translatierten Protein. In diesem
Kontext spricht man von stillen oder nichtfunktionalen Mutationen. Entscheidend fur
die Entstehung von Karzinomen sind funktionale Mutationen. Hier kommt es in
Folge einer Punktmutation zu Proteinen mit verstarkter oder verringerter Aktivitat
innerhalb zellularer Signalkaskaden, die im Falle des CRC zur Bildung von
Adenomen fuhrt. Adenome besitzen das Potential, sich zu Karzinomen
weiterdifferenzieren zu kénnen. Man spricht von der sog. Adenom-Karzinom-
Sequenz (Lynch u. Hoops 2002). Dieser Vorgang dauert im Schnitt 10 Jahre und ist
durch multiple Mutationsereignisse bedingt. Wird eine kritische Mutationsschwelle
Uberschritten, wird dies als Startpunkt einer malignen Transformation angesehen.
Basis der Adenom-Karzinom-Sequenz ist die Akkumulierung von Mutationen in

Tumorsuppressorgenen und Protoonkogenen (Calvert u. Frucht 2002; Jass 2007).
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1.1.2.2 Hereditiare und familidare CRC

Ein geringer Anteil der CRC werden als hereditare Karzinome bezeichnet. Sie
stellen ungefahr 5% aller CRC dar (Lynch u. La Chapelle 2003; Half u. Bresalier
2004; Marmol et al. 2017). Dabei kommt es aufgrund unterschiedlicher Atiogenese
zu Neumutationen in den Keimbahnen. Keimbahnmutationen bilden die Grundlage
fur die Entwicklungen weiterer Mutationen, wodurch das Risiko weiterer
Zellentartungen stark ansteigt (Makinen et al. 2001). Es existieren zwei
Hauptformen an hereditaren Karzinomen, die familiare adenomatése Polyposis
(FAP) als polypése Form und das hereditare nicht-polypose Kolonkarzinom
(HNPCC) als nicht-polypése Form (Lynch u. La Chapelle 2003). Die FAP wird
autosomal-dominant vererbt und entsteht bei ca. 80% aus Keimbahnmutationen
des APC (Adenomatous-polyposis-coli)-Gens (Bulow et al. 1996; Bllow 2013). Das
Resultat einer Mutation im APC-Gen mundet in der Entwicklung von multiplen
gutartigen Adenomen, den sog. Darmpolypen (Petersen et al. 1991). Ausgehend
von weiteren Mutationen in den Onkogenen kommt es nach mehreren Jahren zur
malignen Transformation mit Entstehung eines Karzinoms (Parc et al. 2004). Bei
der nicht-polypésen Form, dem HNPCC, fuhren ebenfalls Keimbahnmutationen in
Genen, die far Mismatch-Repair (MMR)-Proteine kodieren, Zu
Entartungsereignissen. Die MMR-Gene stellen Reparaturgene dar, die mutiert zu
einer Instabilitat in repetitiven Genabschnitten fihren (siehe Kapitel 1.2.1). Auch das
HNPCC wird autosomal-dominant vererbt und mindet mit einer Penetranz von 70-
80% in der Entstehung von malignen CRC-Ca (Lynch et al. 1997; Umar et al. 2004).

Eine weitere Gruppe in der CRC-Karzinomentwicklung ist die familiare Clusterung.
Die familiaren Karzinome, mit einer Wahrscheinlichkeit von 25%, zeigen wie die
hereditaren Karzinome ein familiares Vererbungsmuster. Allerdings unterscheiden
sie sich von diesen, da ihnen zumindest bislang keine molekularen Charakteristika
der hereditaren Karzinome zugeordnet werden kdnnen (Bisgaard et al. 2004; Stoffel
u. Kastrinos 2014; Marmol et al. 2017).

Sie treten mit einer familiaren Haufung auf, oftmals mehrfach im selben Organ, und
zeigen eine Entstehung der Krebserkrankung meist bereits vor Erreichen des 50.

Lebensjahrs.
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1.2. Pathogenese und Molekularpathologie des CRC

In den letzten Jahrzehnten konnte durch intensive Forschung gezeigt werden, dass
die Kolorektalkarzinome auf verschiedenen Wegen entstehen kénnen und
molekulare Heterogenitat aufweisen. Insgesamt kennt man drei unterschiedliche
Pathogenesewege, die zur Entstehung von CRC flhren. Man unterscheidet die
Mikrosatelliteninstabilitat, die CpG-Methylierungsphanotypen und die

chromosomale Instabilitat.

1.2.1 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Mutationen im Mismatch-repair (MMR)-System flhren zu einer Instabilitdt von
Mikrosatelliten (MSI). Diese sind definiert als kurze repetitive DNA-Sequenzen, die
uber das gesamte Genom verteilt sind. Das MMR-System besteht aus sechs
verschiedenen Enzymen (MSH1, MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, MLH3, PMS1 und
PMS2), die wahrend der Replikation als Reparatursystem bei Fehlpaarungen von
Basen dienen. Bei Mutationen in einem der MMR-Gene spricht man von
niedrigfrequenten MSI, den MSI-L. Werden in Tumoren mehr als zwei Mutationen
nachgewiesen, spricht man von hochfrequenten MSI, den MSI-H. Bei ca. 15% aller
CRC lassen sich MSI nachweisen (Aaltonen et al. 1993). Insgesamt lasst sich
feststellen, dass MSI-H unter den CRC eine eher gunstige Prognose aufweisen
(Popat et al. 2005). Das HNPCC, als hereditares Karzinom, ist assoziiert mit
Mutationen im MMR-System und einem erhdhten Lebenszeitrisiko an CRC zu
erkranken (Lynch u. La Chapelle 2003). Aber auch sporadische Karzinome kénnen
mit MSI assoziiert auftreten. So |asst sich bei den sporadischen Karzinomen eine
Stilllegung des MLH1-Gens durch Hypermethylierung im CpG-reichen
Promotorabschnitt nachweisen (Weisenberger et al. 2006). Somit existiert in einigen
wenigen Fallen eine Uberlappung zwischen dem MSI- Signalweg und dem CpG-

Insel-Methylierungsphanotyp innerhalb der MHL1-Promotorregion.
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1.2.2 CpG-Insel Methylierungsphanotyp (CIMP)

DNA-Methylierungsanalysen zeigen, dass in 17% aller CRC-Falle der CpG-Insel-
Methylierungsphanotyp (CIMP) vorliegt (Ogino et al. 2009). CpG-Inseln sind
Genabschnitte mit multiplen CpG-Basensequenzmotiven, die meist in nicht-
methylierter Form innerhalb eines Promotorbereichs liegen (Deaton u. Bird 2011).
Multiple Methylierungen innerhalb der CpG-Inseln fuhren zur Stilllegung des
Genabschnitts, sodass diese Promotorregionen bei der Transkription nicht
abgelesen werden kdnnen (,transcriptional silencing®) (Saxonov et al. 2006). Dieser
Mechanismus flhrt unter anderem zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen,
die den Zellzyklus kontrollieren und bei geschadigten Zellen die Apoptose einleiten
(Toyota et al. 1999). Der CIMP-Mutationsweg wird heute den serratierten
Neoplasiesignalwegen zugeordnet (Rhee et al. 2017). Viele Jahre umstritten, wurde
eine Assoziation der CIMP-Tumoren mit Mutationen im BRAF-Protoonkogen
postuliert (Nagasaka et al. 2004; Rhee et al. 2017). Es konnte bspw. gezeigt
werden, dass in BRAF-mutierten CRC ein transkriptionelles Silencing von MLH1
durch Hypermethylierung zu MSI und einem hypermutablen Phanotyp fuhren (Fang
et al. 2014). Zur Analyse des Zusammenhangs zwischen BRAF und CIMP kann ein
Methylierungs-5-Marker-Panel nach Weisenberger et al. 2006 (CACNA1G,
NEUROG1, IGF2, RUNX3, and SOCS1) verwendet werden. Heute werden CIMP-
Tumoren, abhangig ihres Methylierungsgrades, in verschiedene Subgruppen
unterteilt: CIMP-H (Methylierung in = 3/5 Marker), CIMP-L (< 3/5 Marker) und CIMP-
O (kein Marker erfillt) (Yagi et al. 2010; Weisenberger et al. 2006). Weitere
Einteilungen entsprechend der Anzahl an Methylierungen innerhalb der CpG-Inseln
und anderer Genmutationen, werden nach Studien von (Hawkins et al. 2002; Ogino
et al. 2006a; Ogino et al. 2006b) vorgenommen. Weitere Arbeiten zeigen eine
Assoziation mit KRAS-Genen, die jedoch weniger ausgepragt zu sein scheint (Shen
et al. 2007).Wahrend CIMP-H-Tumore oft mit BRAF-Mutationen assoziiert sind und
durch Inaktivierungen des WNT/R-Catenin-Signalwegs gefordert werden, zeigen
CIMP-L-Phanotypen eine Assoziation zur KRAS und TP53-Mutation. CIMP-H-
Tumore weisen im Gegensatz zu CIMP-L-Tumoren insgesamt eine schlechtere
Uberlebensprognose auf. Hinsichtlich Atiologie kann festgehalten werden, dass
CIMP-Tumore vermehrt beim weiblichen Geschlecht, alteren Patienten und mit

einer Haufung im proximalen Kolon auftreten (Rhee et al. 2017).
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1.2.3 Chromosomale Instabilitat (CIN)

Die chromosomale Instabilitdt (CIN) liegt in 80-85% der Falle der Entstehung des
CRC zugrunde und stellt den klassischen Mutationsweg der Tumorgenese von
Karzinomen des Darmtraktes dar (Grady u. Carethers 2008). Der Mechanismus der
Tumorentstehung basiert auf einem Zugewinn oder Verlust von Chromosomen bzw.
von bestimmten Abschnitten von Chromosomen (Geigl et al. 2008; Palma et al.
2019). Als Resultat treten karyotypische Veranderungen wie genomische
Instabilitdt, Aneuploidie und Polyploidie auf. Die CIN ist mit verschiedensten
Genmutationen assoziiert, wie Mutationen in Tumorsupressorgenen (APC und
TP53) oder Proto-Onkogenen (wie KRAS) (Geigl et al. 2008; Pino u. Chung 2010).
Einer der ersten Schritte bei der Tumorentstehung ist die Aktivierung des Wnt-
Signalwegs durch biallelische Inaktivierung des Tumorsuppressorgens APC
(Powell et al. 1992; Korinek et al. 1997). Funktionell bindet APC zusammen mit
weiteren Proteinen an R-Catenin und bildet einen destruktiven Komplex, der
letztendlich zum protosomalen Abbau von 3-Catenin fuhrt. Dies inhibiert den Wnt-
Signalweg. Fehlt diese Unterdriickung des Wnt-Signalwegs, durch Mutation im
APC-Gen, kommt es zur erhohten Bildungsrate von Tumorwachstumsfaktoren
(Mann et al. 1999). APC-Gene beeinflussen die Stabilitdt von Chromosomen und
fuhren bei Mutationsereignissen zu chromosomaler Keimbahninstabilitat. Auf
klinischer Ebene entstehen multiple Polypen, die aufgrund weiterer Mutationen, wie
bspw. in den Ras-Genen, zur malignen Tumorentstehung fihren. RAS-Gene wie
KRAS und NRAS kodieren fur wichtige GTP-bindende Proteine, die an Wachstums-
und Differenzierungsprozessen von Zellen beteiligt sind. Infolge von
Punktmutationen in den RAS-Genen kommt es zu einem Verlust der
Bindungsfahigkeit von GDP an die GTPase. Die intrinsische GTPase-Aktivitat fihrt
zur Uberfiihrung des aktiven Ras-Proteins in einen inaktiven Zustand (Bos 1988).
Durch fehlenden Austausch von GTP zu GDP und der dadurch fehlenden
Inaktivierung des Protoonkogens, werden RAS-Proteine konstitutiv dauerhaft
aktiviert, wodurch Zellen Gber multiple intrazellulare Signalkaskaden wie dem RAS-
RAF-MEK-ERK und PI3K, einer permanenten Wachstumsstimulation unterliegen
(Pruitt u. Der 2001). Innerhalb aller Ras-Mutationen lassen sich KRAS-Mutationen
in 85% aller kolorektalen Karzinome nachweisen. Innerhalb dieser KRAS-
Mutationen finden sich wiederum 80% in den Codons 12/13 des Exon 2, gefolgt von

5% im Codon 61 (Exon 3) und 2% im Codon 146 (Exon 4) (Scheffzek et al. 1997).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalwegs.
Durch Bindung von EGF oder TGFa an den epidermal growth factor- Rezeptor (EGFR), kommt es
zur Dimerisierung und Aktivierung. Uber verschiedene Zwischenschritte wird durch Austausch von
GDP zu GTP das RAS-Protein aktiviert, welches (ber seine GTPase Aktivitdt eine
Phosphorylierungskaskade von RAF, MEK 1/2 und ERK 1/2 in Gang setzt. Das phosphorylierte ERK
diffundiert Gber die Nucleus-Membran in den Zellkern und aktiviert dort Transkriptionsfaktoren (TK),
die wiederum die Transkription der DNA beeinflussen. Letztendlich fihrt dies zur Modulation von
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptosemechanismen. Epidermal growth factor (EGF),
Transforming Growth Factor (TGFa) Growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2), Son of
Sevenless (SOS) rat fibrosarcoma (RAF), Mitogen-activated protein kinase (MEK; auch bekannt als
MAP2K), extracellular signal-regulated kinases (ERK), Guanosindiphosphat (GDP),
Guanosindiphosphat (GTP). Die Abbildung enthélt wissenschaftliche Erkenntnisse nach Pruitt
und Der (2001) und wurde selbststéandig unter Verwendung von BioRender erstellt: “Created
with BioRender.com”.

1.3  Histologische Klassifikation und Tumor-Stadieneinteilung

Durch die histologische Untersuchung von Geweben lassen sich Hinweise auf
Entitaten, Stadien und Prognosen von Tumoren erarbeiten. Dazu bedient man sich
standarisierter und vereinheitlichter Beurteilungssysteme gemal WHO-Kriterien
(Hamilton u. Aaltonen 2000). Durch die TNM-Klassifikation lasst sich die
Tumorausbreitung beurteilen. Sie ist international standarisiert. Die aktuelle 8.

Auflage der TNM-Klassifikation wurde 2017 aktualisiert (Schmiegel et al. 2017). Das
8
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TNM-System basiert auf der Beurteilung von drei Kategorien. In der Kategorie T
wird die Ausdehnung des Primartumors hinsichtlich Infiltrationstiefe in das intakte
Gewebe der Darmschleimhaut festgelegt. Die kolorektalen Karzinome besitzen das
Potential lymphogen und hamatogen zu metastasieren. Die lymphogene
Metastasierung (N-Kategorie) beschreibt sowohl das Auftreten als auch die Anzahl
der regionalen Lymphknotenmetastasen. Das Auftreten hamatogener

Fernmetastasen wird als M-Kategorie klassifiziert (Wittekind 2010).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (Stand 2017: 8.Auflage)
Tumorausdehnung (T), lymphogene Metastasierung (N), Fernmetastasen (M)
TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Ausdehnung

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propria

T3 Infiltration der Subserosa (intraperitoneale Anteile), Infiltration des perikolischen,
perirektalen Fettgewebes (sekundar retroperitoneale Anteile)

T4 Perforation des viszeralen Peritoneums (T4a) oder Infiltration anderer

Organe/Strukturen (T4b)
Regionédre Lymphknoten

NX kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 1-3 regionare Lymphknoten

N2a 4-6 regionare Lymphknoten

N2b 27 regiondre Lymphknoten

Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1a Fernmetastasen: Nur ein Organ betroffen
M1b Fernmetastasen: Mehr als ein Organ betroffen
M1c Fernmetastasen im Peritoneum

Ausgehend von der TNM-Klassifikation Iasst sich die 4-Stadieneinteilung (I-1V) der
UICC (Union for International Cancer Control) ableiten (Tab. 2). In den Stadien |
und Il werden die Tumorausdehnungen betrachtet, bei denen keine Lymphknoten-
und Fernmetastasen identifiziert werden kénnen. In Stadium Il wird eingeteilt, falls
eine regionale Lymphknotenmetastase, jedoch keine Fernmetastase festgestellt
werden kann. Im Stadium IV liegen Fernmetastasen vor, unabhangig des T- und N-

Stadiums.
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Weitere Klassifikationen stellen das Grading und die R-Klassifikation dar. Das
Grading beschreibt die Differenzierung des Tumorgewebes, ausgehend vom
Ursprungsgewebe. Im Grading unterscheidet man 4 Stadien (G1-G4). Das G1-
Stadium (gut differenziert) zeigt weitestgehend groRe Ahnlichkeiten (295%) zum
nicht-neoplastischen Ursprungsgewebe, wahrend G2 (maRig differenziert) bereits
nur noch in 50-95% ursprunglich glandulare Differenzierungen aufweisen. Bei G3-
Tumoren (schlecht differenziert) zeigen nur noch weniger als 50%
Drusenformationen (Fleming et al. 2012). Das G4-Stadium lasst keine
Rickschlisse auf das Ursprungsgewebe zu. G1/2 Tumore ohne
LymphgefaRinfiltration werden als low-risk-Tumore zusammengefasst, wahrend
G3/4 Tumore mit/ohne Einbruch in LymphgefaRe den high-risk-Tumoren
zugeordnet werden.

Die R-Klassifikation beurteilt die lokale Entfernung der Tumormasse zum gesunden
Gewebe, sowohl in der seitlichen als auch in der Tiefenausdehnung (Baretton et al.
2011). Die R-Klassifikation wird oft nach therapeutischer Intervention
herangezogen, um Aussagen uUber einen mdglichen Verbleib von Tumorgewebe im
Korper des Patienten zu tatigen. Hierzu betrachtet man die Schnittrander eines
histologischen Praparats. Zeigt sich mikroskopisch nachweisbar Tumorgewebe im
Randschnitt des Gewebepraparats, wird ein R1-Status festgelegt. Zeigen sich die
Schnittrander mikroskopisch frei von Tumormasse, wird dies als RO-Status
bezeichnet. Ein R2-Status wird dann vergeben, wenn es intraoperativ

makroskopisch zu einem Verbleib von Tumorrestgewebe im Patienten kommt.
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Tabelle 2: Stadieneinteilung der UICC (Union for International Cancer Control). Carzinoma in
situ (Tis), Infiltration Tumor (T1-4), lymphogene Metastasierung (N0-2), Fernmetastasierung (MO-
2).

Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms der UICC

CRC-UICC- TNM

Stadium

0 Tis

1 bis T2, NO, MO

Il A T3, NO, MO
11=] T4a, NO, MO
IIC T4b, NO, MO

] A Bis T2, N1, MO oder T1, N2a, MO

1B T3/T4, N1, MO oder
T2/T3, N2a, MO oder
T1/T2, N2b, MO

lHnc T4a, N2a, MO oder
T3/T4a, N2b, MO oder
T4b, N1/N2, MO

v IVA Jedes T, jedes N, M1a

VB Jedes T, jedes N, M1b
IVC Jedes T, jedes N, M1c

1.4 Die Heterogenitat solider Tumoren

Heutzutage weil man um die Existenz von verschiedenen Tumorsubtypen,
bezeichnet als Tumorheterogenitat. Dabei unterscheidet man drei verschiedene
Arten der Heterogenitat: Interpersonelle Heterogenitat, intratumorale Heterogenitat
und intertumorale Heterogenitat. Bei der interpersonellen Tumorheterogenitat
zeigen maligne Tumore einer Entitdt Unterschiede zwischen verschiedenen
Patienten. Sie stellt die grundlegendste Form der Heterogenitat dar. Dies kann
histomorphologisch u.a. in unterschiedlicher Gestalt (glandular vs. papillar vs.
schleimbildend ,muzin6s®) und Wuchsmuster (solide vs. diffus) begriindet liegen,
als auch in der Existenz unterschiedlicher Treibermutationen (MSI vs. CIMP vs.
CIN), die zur Entstehung und dem Progress von malignen Tumoren fuhren. Das
Wissen um die Diversitat von Tumoren, wie sie bereits in zahlreichen Tumortypen
festgestellt werden konnte (Katona et al. 2007; Yancovitz et al. 2012; Sousa u.
Carvalho 2018; Wu et al. 2020), spielt sowohl bei der Diagnostik als auch bei der
Findung einer geeigneten und wirksamen Therapie eine entscheidende Rolle
(Burrell u. Swanton 2014). Seit einigen Jahren ruckt die Heterogenitat des CRC
zunehmender in den Mittelpunkt der Forschung. So konnte bereits gezeigt werden,

dass in verschiedenen Patientenkollektiven ein hohe Mafl an inter- oder
11
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intratumoraler Heterogenitat existieren (Normanno et al. 2015; Jeantet et al. 2016;
Blank et al. 2018; Roerink 2018).

1.4.1 Inter- und intratumorale Tumorheterogenitat

Heutzutage unterscheidet man die intertumorale von der intratumoralen
Tumorheterogenitat (Jeantet et al. 2016) (Abb. 2). Die intertumorale Heterogenitat ist
definiert durch die gleichzeitige Existenz von mindestens zwei unterschiedlichen
Mutationssubtypen. Dabei koénnen die verschiedenen Subklone sowohl im
Primartumor als auch in metastatischen Absiedelungen, wie den
Lymphknotenmetastasen oder den Fernmetastasen zu finden sein. Hiervon zu
unterscheiden ist die intratumorale Heterogenitat. Bei dieser Form der Heterogenitat
treten mindestens zwei unterschiedliche Tumorsubklone innerhalb einer einzelnen
Tumormasse bspw. innerhalb des Primartumors auf, wahrend diese in
metastatischen Absiedlungen des CRC (mCRC) nicht zu identifizieren sind. Lange
Zeit ist man davon ausgegangen, dass morphologisch differente Tumorareale aus
unterschiedlichen Urspringen entstehen. Heute weil3 man, dass Tumore mit
morphologischen Unterschieden nicht zwingend genetisch different sein missen
und morphologisch identische Areale durch genetische und nicht-genetische
Einflisse verschiedenste Tumorarten hervorbringen kénnen (Navin et al. 2010).
Diese Entstehung der Heterogenitat kann sowohl von zeitlichen als auch raumlichen
Faktoren beeinflusst sein (Blank et al. 2018). Die zeitliche Heterogenitat berichtet
von einer Weiterentwicklung bestehender Mutationen Uber einen langeren Zeitraum
hinweg, die durch Selektionsdruck verschiedene Subklone hervorbringt. Die
raumliche  Heterogenitat  beschreibt die  Entwicklung  verschiedener
Mutationssubklone in einem Tumorareal, unabhangig von der Entstehung des
jeweils anderen Subklons. (Sottoriva et al. 2015) postuliert ein ,Big Bang-Model*,
bei dem insbesondere ,friihe Mutationen® flr die Entstehung von malignen Tumoren
wichtig sind. Im Laufe der Jahre kommen weitere Mutationen hinzu. Ein maligner
Tumor besteht nach diesem Modell aus mehreren Subklonen, die Uber das gesamte
Tumorareal verteilt liegen. Anfanglich existieren dominante und nicht-dominante
Subklone nebeneinander, bis der am besten adaptierte Subklon im Tumorareal

Uberwiegt. Durch weitere Replikationsfehler kdnnen weitere Subklone entstehen.
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Die sog. Bottleneck-Kondition stellt einen fluiden, darwinistischen Erklarungsansatz
dar, bei dem dominante Haupt- und non-dominante Nebenmutationen
nebeneinander existieren und die Auspragung des jeweils anderen Mutationsklons
durch Adaption und Selektion beeinflussen kénnen (McGranahan u. Swanton
2017).

Tumorheterogenitit des Kolorektalkarzinoms

A Intratumorale Tumorheterogenitit: B Intertumorale Tumorheterogenitét:
Heterogenitit innerhalb eines einzelnen Tumors Heterogenitit zwischen unterschiedlichen Lokalisationen des

Ursprungsorgans
. Mutationen

.
=

a \f Mutation A
C Intertumorale Tumorheterogenitat: .
Tumorheterogenitat in Primarius und Metastasen

Mutation B
Primarius a . Mutation C

Lungenmetastase

Lebermetastase

Abbildung 2: Ubersicht iiber intra- und intertumorale Heterogenitit des kolorektalen
Karzinoms. (A) Schematische Darstellung der intratumoralen Heterogenitit in einem
einzelnen Tumorbereich des Kolonrahmens. Die verschiedenfarbigen Zellen stellen Tumorzellen
mit Mutation A-C (rot, blau, griin) und Wildtyp (Wt)- Zellen (braun) dar (siehe Bildlegende:
Mutationen).

(B) und (C) Schematische Darstellung der intertumoralen Heterogenitidt in verschiedenen
Tumorbereichen. Die verschiedenfarbigen Zellen (rot, blau, griin, braun) stellen verschiedene
Tumorzellen mit Mutation A-C an differenten Stellen des Kolonrahmens (B) oder seiner Metastasen
(C) (hier beispielhaft Lunge und Leber) dar. Die einzelnen Tumorkonglomerate unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer genetischen Tumorauspragungen, gekennzeichnet durch die verschiedenfarbigen
Zellen innerhalb der Konglomerate. (C) Schematische Darstellung der intertumoralen Heterogenitat,
innerhalb des Primarius im Kolonrahmen und den Metastansen in Lunge und Leber. Aus dem
Primarius werden Uber lymphatische Streuung oder BlutgefaRinfiltration verschiedene Zellen des
Primarius in andere Bereiche des Korpers gestreut (Lunge und Leber). Im neuen Zielorgan werden
metastatische Absiedelungen gebildet, die hinsichtlich der Mutationen idem oder non idem (ggf.
durch Bottleneck-Konditionen entstanden) sind. Unterschiedliche Mutationen in blau (Mutation A),
grin (Mutation B) und rot (Mutation C) dargestellt. Zellen mit wildtypischer Gensequenz (Wt) ohne
nachweisbare Mutationen sind in braun dargestellt. Die Abbildung enthalt wissenschaftliche
Erkenntnisse nach (Lim u. Lim 2018a) und wurde selbststindig unter Verwendung von
BioRender erstellt: “Created with BioRender.com”.
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1.4.2 Auswirkungen der Tumorheterogenitit auf Therapie und Uberleben

Die Tumorheterogenitat des kolorektalen Karzinom spielt sowohl bei der
Therapieempfehlung, dem Krankheitsverlauf als auch beim Patiententberleben
eine entscheidende Rolle (Sagaert et al. 2018). Fur die Findung einer geeigneten
Therapie ist es unerlasslich Genmutationen zu identifizieren und diese sowohl
innerhalb des Primartumors als auch seiner metastatischen Absiedelungen zu
charakterisieren. Hierfur existieren internationale Guidelines fur eine korrekte und
reprasentative Auswahl der zu untersuchenden Tumorareale, die fir das Auffinden
von Mutationen grundlegend sind (van Cutsem et al. 2016). Der Einfluss von
verschiedensten Faktoren wie die Tumorzellularitdt, aber auch bereits
vorexistierende adjuvante Chemotherapiezyklen sind zu beachten, da so das
Auffinden von falsch negativen Testergebnissen reduziert werden kann (Li et al.
2017).

Verschiedene Proto-Onkogene wie die RAS-Genfamilie, insbesondere KRAS und
NRAS (s. Kap. 1.2.3), oder BRAF (s. Kap. 1.2.2) spielen als downstream-
Regulatoren im epidermal growth factor receptor (EGFR)- Signalwegs eine
entscheidende Rolle (Sagaert et al. 2018). Eine Uberstimulation dieses Signalwegs
fuhrt zu verschiedenen Dysregulationen wie abnormes Zellwachstum, Gbersteigerte
Proliferation sowie fehlende Zelldifferenzierungsprozesse (Dhillon et al. 2007). Das
Wissen um die Wichtigkeit des EGFR bei der Tumorentstehung, fuhrte zur
Entwicklung von zielgerichteten Antikorpern (AK)- Therapien, die im speziellen den
EGFR binden und zu einer Konformationsdnderung des Rezeptors flhren.
Medikamente wie Cetuximab und Pantumumab kénnen Uber die Bindung des EGF-
Rezeptors die intrazelluldren Signalwege modulieren und eine Uberregulation des
nachfolgenden downstream- Signalwegs verhindern. Verschiedenste Studien
berichten jedoch bei einigen Patientenpopulationen Uber eine Insuffizienz dieser
Therapieansatze mit zielgerichteten Antikorpern. In den meisten Fallen, bei denen
eine Ineffektivitat der anti-EGFR-AK festgestellt werden konnte, zeigten sich in den
untersuchten Tumorbereichen Mutationen im KRAS-Genabschnitt (Liévre et al.
2006). Mutationen im KRAS-Genabschnitt flihren zu einer Resistenzbildung der
Tumore gegen Cetuximab und anderer anti-EGFR-AK (van Cutsem et al. 2009;
Sagaert et al. 2018). Aber auch andere Proto-Onkogene wie NRAS- und BRAF-
Mutationen zeigen ein Therapieversagen der anti-EGFR-AK (Misale et al. 2014).

Ein signifikanter Therapieprofit durch eine Therapie mit anti-EGFR konnte
14
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ausschlieBlich bei Patientenpopulationen mit einem RAS-Wildtyp (Wt) festgestellt
werden. Therapieansatze mit anti-EGFR dient heute als First-Line-Therapie bei
Patienten mit RAS-Wt-Mutationen (Lin et al. 2011). Das Wissen um das Faktum
eines Therapieversagens bei RAS-Mutationssubtypen macht eine vollumfangliche
Genmutationsdiagnostik des Primarius, aber auch der Metastasen unumganglich
(van Cutsem et al. 2016). Insbesondere das Wissen, dass 50% aller metastasierten
kolorektalen Karzinome (mCRC) eine KRAS- oder NRAS-Mutation (Sorich et al.
2015) und 5-10% eine BRAF-Mutation (Rowland et al. 2015) aufweisen, zeigt die
Wichtigkeit der vollumfanglichen Gendiagnostik beim CRC (Normanno et al. 2009;
Roock et al. 2011; Douillard et al. 2013; Heinemann et al. 2014). Erschwerend
kommt hinzu, dass nicht nur sog. high-level-Mutationen (HLM) von einem
Therapieversagen mit anti-EGFR betroffen sind, sondern auch niedrige
Mutationsfrequenzen in einem Tumor, die sog. potential low-level Mutationen
(PLLM), zu einer deutlichen Verschlechterung des prognostizierten
Therapieoutcomes fuhren (Morelli et al. 2015; Normanno et al. 2015). Ein weiteres
zu beachtendes Faktum ist das heutzutage anerkannte Wissen um inter- und
intratumorale Heterogenitat des CRC (vgl. Kap. 1.4.1) und deren Auswirkungen auf
zielgerichtete Tumortherapieansatze (Burrell u. Swanton 2014). Weniger als 12%
aller Patienten mit CRC profitieren von einer Monotherapie mir anti-EGFR (Saltz et
al. 2004; Lenz et al. 2006). Das Vorhandensein von verschiedenen
Mutationssubklonen innerhalb eines Patienten kann lediglich einen Therapie-
Teilerfolg oder gar Misserfolg einzelner Patientengruppen erklaren (Burrell et al.
2013; Lin et al. 2011). Viele Wissenschaftler fordern daher explizit fir Patienten mit
neuaufgetretenem CRC, aber auch Patienten mit einer erneuten Progression nach
chirurgischer Intervention oder adjuvanter Chemotherapie ein vollumfangliches,

personalisiertes Screening von Primarius und seiner Metastasen.

1.5 Lasermikrodissektionsmikroskopie und Zielsetzung dieser Arbeit

Verschiedene Mutationstypen beeinflussen sowohl die Moglichkeiten als auch die
Wirksamkeit verschiedener Therapieoptionen und stehen so in direktem
Zusammenhang mit der Uberlebensrate. Fir Patienten stellt eine korrekte

Charakterisierung des Tumorgewebes und die daraus resultierende Einleitung einer
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Behandlung einen wichtigen Faktor hinsichtlich der Prognose und dem
tatsachlichen Uberleben dar. In der Routinediagnostik werden die Gewebeproben
im Gesamten in Paraffin eingebettet und das Tumorgewebe als Ganzes hinsichtlich
der Mutationsfrequenz tUber Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sequenzierung
analysiert (Abb. 3; Routine). Heutzutage kommt dem Next-Generation-Sequencing
(NGS), aufgrund der Mdglichkeit viele hunderte Gene innerhalb eines Gen-Panel
parallel zu analysieren, immer grofdere Bedeutung zu. Somit wird mit dem NGS eine
schnellere und umfassendere Diagnose gestellt, verglichen mit einem Gen-zu-Gen-
Analyseverfahren. Die Detektionsrate von intra- und intertumoralen Heterogenitat
ist abhangig von der Verwendeten Methode, wobei NGS potenziell dazu beitragen
kann eine hohere Anzahl an Doppelmutationen zu identifizieren (Midthun et al.
2019). Nach dem neuesten Stand der Forschung bilden die kolorektalen Karzinome
eine heterogene Gruppe, zusammengesetzt aus inter- und intratumoraler
Heterogenitat (vgl. 1.4.1). Die Detektion dieser inter- und intratumoraler
Heterogenitat ist fur das Patientenuberleben von grofter Bedeutung (vgl. 1.4.2)
(Kosmidou et al. 2014). Das Ziel dieser Arbeit ist das Etablieren und Optimieren
eines Verfahrens, welches es ermdglicht, verschiedene Tumorareale innerhalb
eines Patienten hinsichtlich differenter Mutationsmuster zu untersuchen. Bei der
Laser-Mikrodissektions-Mikroskopie (LMD) handelt es sich um ein Verfahren, bei
dem einzelne unterschiedliche Bereiche innerhalb eines grolden Tumorbereichs,
durch die Verwendung eines Resektionslasers im Mikroskop geschnitten und so
separiert analysiert werden kénnen (Abb. 3; LMD). Die Auswahl der einzelnen
Areale erfolgt unter mikroskopischer Kontrolle, wodurch sichergestellt werden kann,
dass ausschlieldlich die erwahlten Areale in die Analyse eingehen und tumorfreies
Stromagewebe ausgespart wird. Zudem kann ein moglicher Zusammenhang
zwischen der Morphologie und dem molekularen Profil innerhalb eines Tumors
untersucht werden. Der im LMD installierte Laser schneidet die anhand des
Mikroskops ausgewahlten Areale. Nach dem Schneiden fallen die Schnitte durch
Schwerkraft in ein Tube, welches sich unterhalb des geschnittenen Bereichs
befindet. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass innerhalb des erwahlten
Tumorareals, Uber mehrere Schnittabfolgen eines Gewebeblocks hinweg,
dieselben kleinen Tumorareale in der Analyse betrachtet werden kénnen. So soll
eine Aufkonzentrierung von DNA im Analyseansatz erreicht werden. Im Anschluss

konnen die einzelnen Bereiche des Tumors, entsprechend dem Ansatz der
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Routinediagnostik, mittels PCR-Amplifikation und Pyrosequenzierung auf
Mutationsmuster analysiert und gegeneinander verglichen werden. Dieses
Analyseverfahren bietet gegenlber der herkdmmlichen Routinediagnostik den
Vorteil, dass nicht das gesamte Tumorareal in die Analyse eingeht, sondern nur
kleine auserwahlte Bereiche. Potenziell vorhandene Tumorheterogenitat innerhalb
der verschiedenen Areale kann einfacher detektiert und mit verschiedenen Arealen
verglichen werden. Die potenziellen niedrig-frequenten Mutationen (potential low-
level Mutationen, PLLM) stellen Mutationen dar, die im Tumorgewebe eine niedrige
Frequenz besitzen. Im Gegensatz dazu stellen hochfrequente Mutationen (HLM)
diejenigen Mutationen dar, die innerhalb einer Mutationsanalyse dominieren. Die
Gefahr bei einer herkdbmmlichen Routinediagnostik ist, dass PLLM neben den HLM
kaum bis nicht detektierbar sind, da sie beim Verfahren der Pyrosequenzierung von
den HLM uberlagert werden konnen. Die separate Betrachtung von einzelnen
Tumorarealen mit HLM und PLLM tragt mdglicherweise zum Erfolg von

Heterogenitatsanalysen bei.
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Einleitung

@ Wasserrutschenmikrotom

Aufstufung Gewebeblécke e l '

'q

S O

@ DNA-Extraktion Gewebegewinnung

.

@ Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Rlo>8leTll KRAS NRAS BRAF
@ Pyrosequenzierung Seqg-Primer

Abbildung 3: Ubersichtsdarstellung zum schematischen Vergleich von Routinediagnostik
und der LMD-Analyse. Der Versuchsaufbau gliedert sich in vier verschiedene Abschnitte (I-IV mit
I: Wasserrutschenmikrotom, I[I: DNA-Extraktion, Ill: Polymerase-Kettenreaktion (PCR), IV:
Pyrosequenzierung).

(I) In der Routinediagnostik und LMD-Analyse wird Tumorgewebe durch ein
Wasserrutschenmikrotom aufgeschnitten und auf Glasslides gezogen. (ll) In der Routinediagnostik
wird das Tumorgewebeareal im gesamten analysiert (siehe rote Markierung auf dem Gewebe-Slide)
indem gas gesamte Tumorareal von den Slides abgekratzt wird. In der LMD-Analyse werden nur
einzelne Bereiche eines Tumorareals mittels Laser-Mikrodissektionsmikroskop geschnitten
(Unterscheidung eines blauen und eines grinen Areals, rote gestrichelte Linie kennzeichnet das
gesamte Tumorareal) Aus den gewonnenen jeweiligen Proben wird eine DNA-Extraktion
durchgefihrt. (lll) Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Primern fur die Mutationen KRAS (blau),
NRAS (grin) und BRAF (rot). (IV) Aus PCR-Amplifikat erfolgt Pyrosequenzierung mit
Sequenzierprimern auf KRAS (blau), NRAS (griin) und BRAF (rot) (nested zu den PCR-Primern).
Die Abbildung wurde selbststédndig unter Verwendung von BioRender erstellt: “Created with
BioRender.com”.
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2 Material und Methoden

2a Material

2.1 Patientenkollektiv und Ethikvotum

Die Gewebeproben (n=14) des fur diese Doktorarbeit untersuchten
Patientenkollektivs (n=6) (Tab. 3.1-3.6) stammen aus dem Archiv des
Bundeswehrkrankenhaus  (BwKrhs) Ulm, Institut far Pathologie und
Molekularpathologie (Ethikantrag-Nr. 162/13, Ethikkommission der Universitat
Ulm). Die Gewinnung aller Tumorproben und ihre histopathologische und
molekularpathologische Aufarbeitung erfolgte ebenfalls am

Bundeswehrkrankenhaus Ulm.

211 Fall1

Patient: mannlich, 66 Jahre

Tabelle 3a: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 1

Proben-Nr. Block Beschreibung
6407 - Leberstanzzylinder
6487 - Rektumbiopsien
6880 I Sigmateilstiick

Il Anastomosenring proximal

i Anastomosenring distal

Probe 6407:

Klinische Angaben:

Eine Metastasen-suspekte Leberraumforderung, bei bisher unbekanntem
Primarius.

Makroskopische Begutachtung:

Ein teils weililich, teils braunlicher Leberstanzzylinder mit einer Gesamtlange von
3,1 cm. Es wurden insgesamt 10 Leerschnitte angefertigt.
Histologie/Immunhistochemie:

Die Probe zeigte ein pseudogekapseltes Tumorproliferat mit groflflachigen

Nekrosen mit desmoplastischen Stromareaktionen. Es zeigten sich zahlreiche
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tubulopapillare und mikroazinare, vitale Tumorreststrukturen. Diese zeigten
intestinale Differenzierungen und hyperchromatische polymorphe Zellkerne mit
erhohter Mitoseaktivitat. Im Tumorrandbereich fanden sich dissoziativ wachsende,
teils einzelzellige Tumorauslaufer in das umgebende Leberparenchym
hineinragend.

Die immunhistochemische Farbung mit Zytokeratin (CK)-20, Caudal Type
Homeobox 2 (CDX2) und CK-19 zeigte jeweils positive Bereiche. Farbungen mit
CK-7 und HepPar-1 waren negativ. Ki-67 als Marker fur nukleare
Proliferationskinetik betrug 70-80%.

Begutachtung:

Der begutachtete Leberstanzzylinder zeigte eine Fernmetastasierung eines
kolorektalen Adenokarzinoms.

Molekularpathologischer Befund:

PCR und anschliel3iende Pyrosequenzierung flr Genabschnitte KRAS Codon 12/13
und 61 zeigte Wildtypsequenz. Der Tumorgehalt der Gewebeprobe betrug 40 %.

Probe 6487:

Klinische Angaben:

Eine Rektumbiopsie, mit finf verschiedenen Biopsien zwischen 0,2 bis 0,3 cm
messend, aus dem Bereich 20 cm ab ano.

Histologie/Immunhistochemie:

Im Gewebe zeigten sich tubuloazinare, glandular differenzierte Tumorproliferate mit
atypischen Epithelformationen bei deutlich erhdhter Anisokaryose mit
Nukleolenausbildung einzelner Zellkerne.

Die immunhistochemische Farbung zeigte keinen Ausfall der Mismatch-Repair-
Proteine MLH-1, MSH-2, MSH-6 und PMS-2.

Begutachtung:

Es zeigte sich ein tubulopapillares, invasives Adenokarzinom mafiger bis hoher
Differenzierung. Der Ubergang zum umgebenden Stromagewebe war scharf
demarkiert.

TNM-Klassifikation: pTx, G1-2, R1
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Molekularpathologischer Befund:

PCR und anschlieBende Pyrosequenzierung der Genabschnitte KRAS Codon
12/13, 61, 59, 117, 146 und BRAF 600 sowie NRAS 12/13, 61, 59, 117, 146 zeigte
Wildtypsequenz. Der Tumorgehalt der Gewebeprobe betrug 80 %.

Probe 6880:

Klinische Angaben:

I: Sigmaresektat

Makroskopische Begutachtung:

I:  Sigma. Einseitig klammernahtverschlossenes Darmteilstick mit einer
Gesamtlange von 14 cm und einem maximalen Umfang von 5,5 cm. Vom
Resektionsrand 1,3 cm entfernt war ein ulceropolypdser Herdbefund mit
6,1x5,5x1,2 cm. Insgesamt zeigte sich ein zirkumferentielles Tumorwachstum. Das
Schleimhautrelief stellt sich makroskopisch unauffallig dar.
Histologie/Immunhistochemie:

I: Im Sigmaresektat zeigte sich ein ulceropolypoéses, zirkumferentiell wachsendes
Adenokarzinom mit mafiger bis schlechte Differenzierung. Das Adenokarzinom
zeigte oberflachliches, pluriglandulares Wuchsmuster, mit zur Tiefe hin
dominierender mukdser Anteile. Die Invasionszone stellt sich plump invasiv dar, mit
Tumorauslaufern, die in die Serosa hinein reichen. Der Lymphknotenstatus betrug
1/18, glandular differenzierte Tumorproliferate mit atypischen Epithelformationen
bei deutlich erhdhter Anisokaryose mit Nukleolenausbildung einzelner Zellkerne.
Die immunhistochemische Farbung zeigte keinen Ausfall der Mismatch-Repair-
Proteine MLH-1, MSH-2, MSH-6 und PMS-2.

Begutachtung:

Es zeigte sich ein ulceropolypdses invasives Adenokarzinom mit mafiger bis
schlechte Differenzierung.

TNM- Klassifikation: pT4a, pN1a (1/18), pM1a (HEP) L1, VO, Rx
Immunhistochemie:

Mittels PCR und anschlieRender Pyrosequenzierung der Genabschnitte des Block
|.7 zeigte sich eine KRAS Codon 12 Mutation mit G12R- Aminosaureaustausch.
KRAS Codon 61 und BRAF Codon 600 zeigten Wildtypsequenz. Der Tumorgehalt
der Gewebeprobe betrug 70 %.
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21.2 Fall2

Patient: weiblich, 72 Jahre

Tabelle 3b: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 2

Proben-Nr. Block Beschreibung
I Metastase Oberlappen rechts
5518
] Metastase Unterlappen rechts
Probe 6407:

Klinische Angaben:

Z.n. Coecumkarzinom, welches auswartig operiert wurde. Patientin stellte sich vor

mit der Frage nach Metastasen in der Lunge.

Makroskopische Begutachtung:

I. Metastase Lunge Oberlappen rechts: Im Lungenteilresektat von 2,5x2,3x1 cm

zeigte sich ein weillicher unscharf begrenzter Herdbefund von 1,1cm.

Il. Metastase Lunge Unterlappen rechts: Im Lungenteilresektat von 4,2x2,7x1,3 cm

zeigte sich ein grau-weiler Herdbefund von 1,3 cm.

Histologie/lmmunhistochemie:

I. und Il.: Es zeigte sich ein bellftetes Lungenparenchym mit leichter Fibrose

innerhalb der Alveolarsepten. Weiter zeigt sich eine atypische glandulare Formation

mit breitflachigen Binnennekrosen, Kern-Pleomorphien und verschobener Kern-

Plasmarelationen bei elongierter Kernstruktur. Es zeigte sich ein Nachweis einer

Lymphangiosis carcinomatosa.

Die immunhistochemische Zusatzfarbung mit CDX2 und Ki-67 als Marker fur

nukleare Proliferationskinetik zeigte eine Expression bis 90%. Zusatzlich zeigte sich

eine Expression der Mismatch-Repair-Proteine MLH-1, MSH-2, MSH-6 und PMS-

2.

Begutachtung:

[.und Il.: In beiden Teilresektaten des rechten Lungenlappens zeigten sich in beiden

Positionen  pulmonale  Manifestationen eines intestinal differenzierten

Adenokarzinoms. Dieser Befund war gut vereinbar mit dem klinisch vorbehandelten

Coecumkarzinom.

Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschliellender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fur KRAS,

BRAF und NRAS konnte eine Mutation in KRAS Codon 146 festgestellt werden, die
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zu einem Aminosaureaustausch A146V fuhrte. Die restlichen Sequenzen zeigten

Wildtypsequenzen. Der Tumorgehalt der Gewebeprobe betrug ca. 80 %.

21.3 Fall3

Patient: mannlich, 60 Jahre

Tabelle 3c: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 3

Proben-Nr. Block Beschreibung
6978 1l Metastase Oberlappen links
Probe 6978:

Klinische Angaben:

Metastase eines Kolonkarzinom mit Einschmelzung nach Chemotherapie und
palliativer Resektion. Nun Frage nach vitalem Tumorgewebe.

Makroskopische Begutachtung:

II. Lungenoberlappenresektat links: Im Lungenlappenresektat von 18,8x12x4,8 cm
zeigte sich die Lungenoberflache in drei Bereichen narbig eingezogen. Auf den
Schnittflachen befanden sich insgesamt drei weildlich solide Herdbefunde von
maximal 3,9 cm.

Histologie/Immunhistochemie:

II.: Das Lungenparenchym wies drei Metastasen eines schmutzig nekrotischen
Adenokarzinoms auf, diese waren zentral des Tumorknotens grof3flachig nekrotisch
zerfallen. In allen drei Tumorknoten befand sich ein vitaler Randsaum. Das
umliegende  Lungengewebe zeigte sich  entzindlich  verandert  mit
emphysematischem Umbau und peribronchialen Rundzellinfiltraten.

Die immunhistochemische Zusatzfarbung mit CDX2 bei Negativitat fir Napsin
zeigte vitale Tumorzellverbande des Adenokarzinom bei kraftiger Expression.
Begutachtung:

[I.: Drei vollstandig resezierte grof¥flachig nekrotisch zerfallene Metastasen eines
schmutzigen Adenokarzinoms. Der Befund entsprach dem Bild eines mit eine
neoadjuvanten Therapie klinisch vorbehandelten Rektumkarzinom mit vitalem
Randsaum Grad Il nach Dworak. In Zusammenschau aller Befunde bestatigte sich
der Verdacht einer metastatischen Absiedelung des klinisch vorbekannten

Kolonkarzinoms.
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Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschlieender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fir KRAS
Codon 12/13, KRAS Codon 61 und BRAF Codon 600 aus dem Block 115 konnte eine
Mutation in KRAS Codon 12 festgestellt werden, die 2zu einem
Aminosaureaustausch G12A fuhrte. Die restlichen untersuchten Sequenzen zeigten

sich wildtypisch. Der Tumorgehalt der Gewebeareale betrug im Block 115 ca. 60 %.

21.4 Fall4

Patient: weiblich, 71 Jahre

Tabelle 3d: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 4

Proben-Nr. Block Beschreibung
6122 - Colon ascendens Biopsie
6270 1] CT-gesteuertes Punktat; Lymphknotenmetastase
mesenterial/coeliakal
6703 Omentum majus
Probe 6122:

Makroskopische Begutachtung:

Neun verschiedene Biopsiepartikel des Colon ascendens: zwischen 0,1 und 0,2 cm
im Durchmesser.

Histologie/Immunhistochemie:

In den Biopsiepartikeln des Colen ascendens zeigten sich verplumpte, kryptar
aufgebaute  Schleimhautformationen mit interkryptaren Rundzellinfiltraten.
Innerhalb des fibrosierten Bindegewebes zeigen sich zahlreiche mikropapillare teils
siegelringzellig imponierende Tumorverbande, welche die Lymphspalten vollstandig
austamponierten.

Die immunhistochemischen  Zusatzfarbungen bezlglich der Mismach-
Repairproteine zeigten keinen Ausfall. Das Tumorproliferat zeigte kraftige
Expressionen gegen CK-20 und CDX2. Eine Aussage bezlglich Tumorausdehnung

und Tiefeninfiltration konnte anhand einer Biopsie nicht getatigt werden.
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Begutachtung:

Unterminierende und infiltrative Verbande eines schlecht differenzierten
Adenokarzinoms (G3) mit ausgepragter Lymphangiosis carcinomatosa des Colon
ascendens.

Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschlieRender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fir KRAS,
BRAF 600 und NRAS konnte eine Mutation in BRAF Codon 600 festgestellt werden,
die zu einem Aminosaureaustausch V600E fuhrte. Die restlichen untersuchten
Sequenzen zeigten sich wildtypisch. Der Tumorgehalt der Gewebeareale betrug ca.
90 %.

Probe 6270:

Klinische Angaben:

Frage nach Lymphknotenmetastase mesenterial/coeliakal/paraaortal und
Peritonealkarzinose bei stenosierendem Karzinom des Colon ascendens.
Makroskopische Begutachtung:

Verschieden grof3e Biopsien des Peritoneums zwischen 0,3 und 3 cm.
Histologie/lmmunhistochemie:

Histologisch zeigten sich mikropapillare Tumorformationen in muzinéser Matrix mit
ausgepragten Kernpleomorphien. Die mitotische Aktivitat war erhoht.

Die immunhistochemischen Zusatzfarbungen bezlglich der Mismach-
Repairproteine zeigte keinen Ausfall. Das Tumorproliferat zeigte kraftige
zytoplasmatische Expressionen gegen CK-20 bei Negativitat des CK-7.
Begutachtung:

Subtotal karzinomatds durchsetztes Stanzpunktat eines schlecht differenzierten
(G3) und sowohl mikropapillaren als auch muzinés durchsetzen Adenokarzinoms.
Die Zusammenschau der Ergebnisse entsprach einer Metastase des zuvor
diagnostizierten Kolonkarzinoms.

TNM-Klassifikation: pTx, pM1, G3

Probe 6703:

Klinische Angaben:

Frage nach Peritonealkarzinose bei vorbekanntem Adenokarzinom des Colons.
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Makroskopische Begutachtung:

Fettgewebe des Omentum majus mit einer Ausdehnung von 7,3x4,8x2,5 cm.
Innerhalb des Fettgewebes zeigten sich weildliche Durchsetzungen.
Histologie/Immunhistochemie:

In den Teilsticken des Omentum majus zeigten sich groRflachige, tumordse
Durchsetzungen eines Adenokarzinoms (G3).

Begutachtung:

Die Befunde passten anhand des Wachstumsmusters gut zu den Vorbefunden einer
Peritonealkarzinose des bekannten Adenokarzinoms mit Hinweisen auf eine

ausgepragte Lymphangiosis carcinomatosa.

21.5 Fall5

Patient: weiblich, 86 Jahre

Tabelle 3e: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 5

Proben-Nr. Block Beschreibung
6515 1 PE Darm- Coecum
Probe 6515:

Makroskopische Begutachtung:

Funf Biopsien des Coecum zwischen 0,2 und 0,3 cm mit erfassten Anteilen eines
mafig bis hochdifferenzierten, pluriglandularen und tubulopapillar wachsenden
Adenokarzinoms (G1-2). Zusatzlich zeigten sich entzindliche Reizungen und
Induktionen von Stromadysplasien.

Histologie/lmmunhistochemie:

Tubuloazinare, glandulare Tumorinfiltrate mit atypischen Epithelformationen. Zur
Tiefe hin zeigte sich ein dyskohasives Wachstumsmuster, teils mit
desmoplastischer Stromareaktion und mischzelligem Entzindungsinfiltrat in den
Invasionsbereichen. Die Kapillaren zeigten sich hyperamisch und teils mit
Mikroblutungen.

Die immunhistochemische Zusatzfarbung des Mikrosatelitenstatus ergab keinen
Ausfall der Mismatch-Repair-Proteine (MLH-1, MSH-2, MSH-6 und PMS-2).
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Begutachtung:

Bioptisch erfasste Anteile eines maRig bis hochgradig differenzierten
Adenokarzinoms. Aufgrund der Biopsie sind keine Aussagen bezuglich
Tumorausdehnung und Tiefeninfiltration moéglich.

TNM-Klassifikation: pTx, G1-2, R1

Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschliellender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fir KRAS,
BRAF Codon 600 und NRAS konnte eine Mutation in BRAF Codon 600 festgestellt
werden, die zu einem Aminosaureaustausch VG600E flhrte. Die restlichen
untersuchten Sequenzen zeigten sich wildtypisch. Der Tumorgehalt der

Gewebeareale betrug ca. 75 %.

21.6 Fall6

Patient: weiblich, 71 Jahre

Tabelle 3f: Beschreibung der verwendeten Proben im Patientenfall 6

Proben-Nr. Block Beschreibung
7919 | Coecum und Colon ascendens Biopsie
8119 I Hemicolektomie rechts
Probe 7919:

Makroskopische Begutachtung:

Biopsiepartikel des Coecum und des Colon ascendens von zusammen 1 cm im
Durchmesser.

Histologie/Immunhistochemie:

In den Biopsiepartikeln des Colon ascendens zeigten sich pluriglandular
wachsende, atypische  Formationen eines  entzindlich  durchsetzen
Adenokarzinoms mit maRig bis hochgradiger Differenzierung (G1-2). Zusatzlich
zeigten sich punktuelle muzinése Komponenten und Induktionen von
desmoplastischen Stromametaplasien. Die immunhistochemische
Zusatzfarbungen bezuglich der Mismach-Repair-Proteine zeigte einen Farbeausfall
fur MLH-1 und PMS-2 als korrespondierendes Zwillingsparchen. Eine Aussage
bezlglich Tumorausdehnung und Tiefeninfiltration konnte anhand einer Biopsie

nicht getatigt werden.
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Begutachtung:

Zusammenschau der Befunde ergab pluriglandular wachsende, atypische
Formationen eines Adenokarzinoms (G1-2) mit punktuell muzin6sen Komponenten.
Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschlielRender Pyrosequenzierung der Genabschnitte flir KRAS,
BRAF 600 und NRAS konnte eine Mutation in BRAF Codon 600 festgestellt werden,
die zu einem Aminosaureaustausch V600E fuhrte. Die restlichen untersuchten
Sequenzen zeigten sich wildtypisch. Der Tumorgehalt der Gewebeareale betrug ca.
70 %.

Probe 8119:

Klinische Angaben:

Frage nach Tumorinfiltration des terminalen lleums nach bioptisch positivem
Vorbefund.

Makroskopische Begutachtung:

Rechtsseitiges Hemikolektomiepraparat, mit 6cm des terminalen lleums und einem
23 cm langen Anteil des Colon ascendens. Appendix 3,5x0,5 cm. Es zeigte sich
6cm vom oralen Pol und 16 cm vom aboralen Resektionsrand ein max. 7,5 cm
longitudinal und 6,5 cm transversal polypoid aufgeworfener semizirkumferentiell
wachsender Tumor. Auf lamellierender Schnittfuhrung zeigte sich der Tumor mit
zentralen Nekrosezonen und einem 4 cm in die Tiefe wachsenden Tumorknoten,
die makroskopisch bis an die Serosaanteile heranreichen. Eine beginnende
Infiltration des miterfassten terminalen lleums ist zu erahnen.
Histologie/Immunhistochemie:

Histologisch zeigte sich ein niedrig bis maRig differenziertes Adenokarzinom (G1-
2), subtotal durchsetzt und exophytisch ulzerierend. Zusatzlich zeigten sich
fingerférmige Tumorauslaufer Gber die Grenzen der Bauhin’schen Klappe hinweg
bis ins terminale lleum reichend. Ein direkter Durchbruch der Serosa war zu
erkennen. Das Wuchsmuster zeigte sich pluriglandular, als auch muzinés mit
Nekrosebezirken und Abszessherden. Die luminalen Resektionsrander zeigten sich
tumorfrei, altersentsprechend und vital.

Begutachtung:

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich ein sowohl pluriglandulares als auch

mukoses Wuchsmuster eines Adenokarzinom des Colon ascendens.
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TNM-Klassifikation: pT4b, pN1a (1/48), pM1c (HEP) L1, VO, G2-3, Rx
Molekularpathologischer Befund:

Mittels PCR und anschlie3ender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fir KRAS,
BRAF 600 und NRAS konnte im untersuchten Gewebeblock [II18 eine Mutation in
BRAF Codon 600 festgestellt werden, die zu einem Aminosaureaustausch V600E

fuhrte. Die restlichen untersuchten Sequenzen zeigten sich wildtypisch. Der
Tumorgehalt der Gewebeareale betrug ca. 80 %.
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2.2 Allgemeine Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien waren von hdchster Reinheit (,pro analysi®).

2.2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien. Auflistung der in dieser Arbeit
verwendeten Verbrauchsmaterialien, unter Angabe der Bezugsquelle und Katalognummer.
Verbrauchsmaterialien Katalog Nr. Bezugsquelle

Schneiden Wasserutschenmikrotom

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.

Microtome Blades A-35 “Superior”
(Osaka,Japan)

SuperFrost Plus™

10149870 iantific ™
Adhisionsobjekttriger Thermo Scientific™ (Waltham, USA)
AUTOMAT-STAR Deckglaser Engelbrecht GmbH (Edermiinde
K12460A1,5
24x60mm S$t.1,5 (Besse,Deutschland)
Aqua 387875 B. Braun (Melsungen)
Einbettkassetten mit Deckel i.v.F. Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Einbettkassetten ohne Deckel i.v.F. (Lauda-Konigshofen, Deutschland)
EUKITT® a.A Orsatec GmbH (Bobingen, Deutschland)
Schneiden am Lasermikrodissektionsmikroskop
Membrane Slides, PEN, 4 um a.A. Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Frame Slides, PEN, 4 ym a.A. (Wetzlar, Deutschland
Einbettkassetten mit Deckel i.v.F. Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Einbettkassetten ohne Deckel i.v.F. (Lauda-Koénigshofen, Deutschland)
Handfarbungen
Farbezylinder nach Hellendahl 4200000
Farbekasten fiir Farbegestelle
4200004
mit Deckel
Féarbeeinsatz 4200005 Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Drahtbiigel fiir Farbeeinsatz 6611000 (Lauda-Kénigshofen, Deutschland
SafeSeal Reagiergefa DNA
72.706.700
Low Binding, 1,5 ml
Corning™ Falcon™, 50 mli 10788561
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Praparatetafeln 51.850033
(Wetzlar, Deutschland)
. Marburger Signier-Technik-Systeme
Praparatemappen versch. Sorten

GmbH & Co KG

Fortsetzung der Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien auf Seite 30
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Fortsetzung Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Katalog Nr. Bezugsquelle
Tubes und Falcons
Qubit™ Assay Tubes Q32856 Invitrogen (Waltham, USA)
Maxwell® 16 Elutiontubes, 0.5
| AS620A Promega GmbH (Walldorf, Deutschland)
m
Safe-Lock Tubes, 1,5 ml 0030120086
Eppendorf (Minchen, Deutschland)
Safe-Lock Tubes, 2,0 ml 0030120094
SafeSeal Reagiergefa DNA SARSTEDT AG & Co. KG (Nimbrecht,
72.706.700
Low Binding, 1,5 ml Deutschland)
Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Corning™ Falcon™, 50 mli 10788561
Deutschland)
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
PCR tube caps, 0,5 mi a.A.
(Wetzlar, Deutschland)
Maxwell Elution tube AS7201 Promega GmbH (Walldorf, Deutschland)

Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung

PyroMark Q24 Vacuum Prep

ep Dualfilter T.I.P.S. SealMax

979206
Troughs
Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
PyroMark Vacuum Prep Filter
979010
Probe
Flat PCR Caps, strips of 12 AB0850
Thermo Scientific™ (Waltham, USA)
Flat PCR Caps, strips of 8 AB0784
twin.tec®-PCR-Platte 96 LoBind,
0030129563
skirted
Eppendorf (Mlinchen, Deutschland)
twin.tec® PCR Plate 96, low
0030133331
profile, unskirted
50-1000 pl
(blau)

2—-200 pl (gelb)

2-100 pl (gelb)

0,1-10 pl (grau)

Eppendorf (MUnchen, Deutschland)

Pipettenspitzen

Verschiedene

Eppendorf (Minchen, Deutschland)

Cartridge

Modelle

Maxwell® 16 LEV Plungers AS610A

Maxwell® 16 Tissue DNA Promega GmbH (Walldorf, Deutschland)
AS530C
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2.3  Puffer, Losungen und Primer

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Léosungen. Auflistung der in dieser Arbeit
verwendeten Puffer und Lésungen, unter Angabe der Katalognummer und der Bezugsquelle.

Name Katalog Nr. Bezugsquelle
Farbelésungen
Mayer's Hamalaunlésung 1.09249.1000
Eosin 1.15935.0025
Isopropanol 299.0 % Ph. Eur. 20904.470 VWR International GmbH (Darmstadt,
Deutschland)
Essigsaure 299.5 % Ph. Eur. 20102.292
Ethanol absolut 299.8 % 437435L
Xylol 1.08298.4000P
Pyrosequenzierung
PyroMark Wash Puffer (conc.,
979008
200 ml)
PyroMark Denaturation Sol. (500
) 979008 Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
m
PyroMark Annealing Puffer 979009
PyroMark Binding Puffer 979006
Streptavidin Sepharose™ High 17-5113-01 GE Healthcare (Dornstadt,
Performance Medium Deutschland)
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24 Kits

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete kommerziell erhaltliche Kits. Auflistung der in dieser
Arbeit verwendeten Kits, unter Angabe der Katalognummer, der Bezugsquelle und der in den Kits
enthaltenen Reagenzien.

Kit Katalog Bezugsquelle Reagenzien

Nr.

Maxwell® 16 FFPE
Tissue LEV DNA AS1130
Purification Kit

Promega GmbH (Walldorf,

Deutschland) Inkubationspuffer

Lysepuffer
Elutionspuffer

Qubit™ dsDNA HS . Qubit® dsDNA HS
Assay Kit Q32854 | Invitrogen (Waltham,USA) Reagent

Qubit® dsDNA HS Buffer
Qubit® dsDNA HS
Standard #1
Qubit® dsDNA HS
Standard #2

PCR Primers,

therascreen KRAS Pyro 971460 Qiagen GmbH (Hilden,
Kit Deutschland)

Sequencing Primers
Unmethylated Control
DNA
PyroMark PCR Master
Mix
CoralLoad
therascreen Buffers and
Reagents (Tab. 5:
Pyrosequenzierung)

therascreen RAS Qiagen GmbH (Hilden, .
Extension Pyro Kit 971590 gDeutschlar(1d) PCR Primers

Sequencing Primers
Unmethylated Control
DNA
PyroMark PCR Master
Mix

CoralLoad Concentrate

therascreen Buffers and
Reagents (Tab. 5:
Pyrosequenzierung)

tllerascreen BRAF Pyro 971470 Qiagen GmbH (Hilden, PCR Primers
Kit Deutschland)

Sequencing Primers

Unmethylated Control
DNA

PyroMark PCR Master
Mix

CoralLoad Concentrate

therascreen Buffers and
Reagents (Tab. 5:
Pyrosequenzierung)
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2.5 Geriate

2.5.1 Allgemeine Gerate

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Gerate. Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerate,

unter Angabe der Modelle und der Bezugsquelle.

Gerat

Modell

Bezugsquelle

Wasseraufbereitungs-

gerat

Synergy UV

Millipore, Schwalbach

Eppendorf Reference®
2 (Einkanal, variabel)
und

Eppendorf Research®
plus (Einkanal,

variabel)

100-1,000 pl, blau

20-200 pl, gelb

10-100 pl, gelb

2-20 pl, hellgrau

0,5-10 pl, mittelgrau

0,1-2,5 pl, dunkelgrau

Eppendorf Research®

plus, Einkanal, fix

20 ul, gelb

Pipettenhaltesystem

Pipettenkarussell 2

Eppendorf (Minchen, Deutschland)

Messzylinder

Verschiedene Modelle

Tischzentrifuge

FastGene® Mini

Nippon Genetics Europe (Diren,

Tubehalter fiir
Thermoblock

SmartBlock™ 1,5 mL

Centrifuge Deutschland)
. . VWR International GmbH (Darmstadt,
Reagenzglas-Schiittler Vortex-Schuttler
Deutschland)
Weinkauf Medizintechnik (Hallerndorf,
Kiihlplatte PARA COOLER O
Deutschland)
MEDAX NAGEL (Neuminster,
Paraffinstrecktisch
Deutschland)
Parafineindeckautomat TISSUE-TEK Sakura
Warmeschranke Verschiedene Modelle
Gefrierschrank 200847004577 Slimline
Kiihischrank Profi line 80.232.089.4 Liebherr
Thermoblock ThermoMixer®C Eppendorf (Minchen, Deutschland)
Deckel ThermoMixer® ThermoTop®

Eppendorf (Minchen, Deutschland)

Fortsetzung der Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendeten Gerate auf Seite 34
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Fortsetzung Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Gerdte.

Gerat Modell Bezugsquelle
VWR International GmbH (Darmstadt,
Trockenblockerhitzer Blockthermostat, digital
Deutschland)
Werkbanke Herasafe™ KS Thermo Scientific™ (Waltham, USA)
Workstation (Glas) mit Kisker Biotech GmbH & Co. KG
L020-GC )
UV / Air Cleaner (Steinfurt, Deutschland)
IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Vortexer IKA Vortex 3
Deutschland)

2.5.2 Anfertigung histologischer Schnitte

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Gerédte zur Erstellung von histologischen Schnitten.
Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerate zur Anfertigung von histologischen Schnitten,
unter Angabe der Modelle und der Bezugsquelle.

Gerat Modell Bezugsquelle
Rotationsmikrotom HM 355S automatisches
Mikrotome Thermo Scientific™ (Waltham,
Mikrotomwasserbad Section Transfer USA)
System™ (STS)
Farbeautomat BenchMark Ultra Ventana (Roche)
Eindeckautomat RCM 7000 Medite Medizintechnik

2.5.3 DNA-Isolierung und DNA-Konzentrationsbestimmung

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Gerate fiir die DNA-Isolierung und anschlieBende
Konzentrationsbestimmung. Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerate zur DN-Isolierung
und Konzentrationsbestimmung, unter Angabe der Katalognummer und der Bezugsquelle.

Gerat/Modell Katalog Nr. Bezugsquelle
Maxwell® 16 MDx
AS3000
Instrument
Maxwell® 16 LEV Plungers AS610A
Promega GmbH (Walldorf,
Maxwell® 16 Tissue DNA
AS530C Deutschland)
Cartridge
Maxwell® 16 LEV Cartridge
AS1251
Rack
Qubit® 1.0 Fluorometer N/A Invitrogen (Waltham,USA)
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2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Pyrosequenzierung (PS)

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Gerdte fiir Polymerasekettenreaktion (PCR) und
Pyrosequenzierung (PS). Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gerate fir die PCR und PS,
unter Angabe der Katalognummer und der Bezugsquelle.

Gerat Katalog Nr. Bezugsquelle
:gfu-sCycler Mastercycler 6331000017
Eppendorf (Minchen, Deutschland)
PCR-Cycler Mastercycler 6311000010
X50
PyroMark Q24 9001514
PyroMark Workstation 9001518
PyroMark Vakuumpumpe 9001518 Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
PyroMark Sequenzierplatte 979201
PyroMark Kartusche 979202

2.5.5 Mikroskopie

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Geréate fiir Mikroskopie. Auflistung der in dieser Arbeit
verwendeten Gerate, unter Angabe der Modelle und der Bezugsquelle.

Geratetyp Modell Bezugsquelle
Kaltlichtquelle CTR6000/6500
Mikroskop DM 6000 B Leica
LMD DM 6000B
Objekttragerhalterung scanning stage LMT 350
ultra
Objektiv 2,5x
5x
(3(:)3:(( Leica
20x
40x
Laser 2CONBOOSTA CryLaS
Computer 2420
7440 HP
Bildschirm MultiSync LCD 2970NX NEC
DTF-720C Wacom
Kamera KY-F75U JvVC
LMDCC7000 Leica

2.6 Datenbanken

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Datenbanken. Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten
Datenbanken, unter Angabe Internetadresse.

Name der Datenbank Adresse
PubMed http://ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
NCBI (National Center for
Biotechnology Information), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed
PubMed
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2.7 Software

Tabelle 13: In dieser Arbeit verwendete Software-Programme. Auflistung der in dieser Arbeit
verwendeten Softwareprogramme, unter Angabe des Softwarenamen.

Anwendungsgebiet Name der Software
Textbearbeitung Microsoft Office 365 ProPlus
Literaturverwaltung Citavi 6

Pyrosequenzierung Software PyroMark Q24 Software version 2.0.8, Qiagen
Plug-ins Pyrosequenzierung KRAS Pyro Plug-in v.1.3.0, Qiagen

RAS Extension Pyro Plug-in v.1.3.0, Qiagen
BRAF Pyro Plug-in v.1.3.0, Qiagen

LMD Leica LMD Software V7.6
Bildbearbeitung Adobe Photoshop CS2
Abbildungsgenerierung BioRender.com
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2b Methoden

2.8 Ubersicht zum Arbeiten mit histologischen Proben

Das im Kapitel 2.1 beschriebene Patientenkollektiv wurde vom Institut fur Pathologie
und Molekularpathologie am BwKrhs Ulm fir diese Arbeit zur Verfliigung gestellit.
Die verwendeten Patientenproben stammen aus dem Archiv des Instituts und
wurden fur diese Arbeit selbststandig aufgearbeitet. Die Einzelheiten der

Aufarbeitung sind den nachfolgenden Kapiteln 2.8.1ff zu entnehmen.

2.8.1 Materialeingang

Die in die Pathologie eingesendeten Falle wurden mit einer Eingangsnummer
versehen. Dabei wurden alle Einzelproben eines Patienten mit einer fortlaufenden
Nummerierung entsprechend der Eingangsnummer zugeordnet. Jeder Fall wurde
zusammen mit einer Uberweisung versendet. Diese enthielt die Patientendaten, die
Anschrift  des  Uberweisenden Instituts, die die Probenentnahme
angeordnet/durchgefihrt hat, eine detaillierte Beschreibung der versandten
Materialien, die Operations- bzw. die Materialentnahmedetails und den

Arbeitsauftrag des Pathologen.

2.8.2 Makroskopische Begutachtung (sog. Zuschnitt)

Die Proben im Zuschnitt mussten fur eine bestimmte Zeit in Paraformaldehyd fixiert
werden, bevor sie weiterverarbeitet werden kdnnen. Dieses Zeitintervall richtete
sich nach der GroRRe der Gewebeproben und der strukturellen Beschaffenheit. Zu
den Arbeitsschritten der makroskopischen Begutachtung gehorte die vollstandige
Beschreibung der makroskopischen Eigenschaften, sowie des Zuschneidens der
organischen Proben. Somit ergab sich fur jeden Arbeitsauftrag eine individuelle
Anzahl an eingebetteten Gewebebereichen, verteilt auf verschiedene
Gewebeblocke mit fortlaufender Nummerierung. Die Aufarbeitung erfolgte
standardisiert und entsprach den aktuellen Leitlinienempfehlungen. Bei

Gewebestanzen wurde das gesamte Praparat in Paraffin eingebettet.
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2.8.3 Histologische Aufarbeitung der Proben

Nachfolgend an den Zuschnitt, erfolgte die Einbettung der Gewebeproben in
Paraffinblocke. Zur korrekten Einbettung in sog. Einbettkassetten wurde den
einzelnen Proben in absteigender Alkoholreihe kontinuierlich Wasser (H20)
entzogen, in ein Xylol-Intermedium Uberfihrt und dieses zum Abschluss durch
heiles Paraffinwachs ersetzt. Mithilfe eines Rotationsmikrotoms konnten die
angefertigten Paraffinblocke entsprechend ihrer Anforderung in unterschiedliche
Schnittdicken aufgeschnitten und auf spezielle Objekttrager immobilisiert werden.
Abhangig vom Auftrag wurden die Objekttrager histologischen Farbungen

unterzogen.

2.8.4 Archivierung

Zur Archivierung werden die angefertigten Blocke flr einen Zeitraum von fliinfzehn
Jahren und die immunhistologisch gefarbten Objekttrager fur dreiRig Jahre

aufbewahrt.

2.9 Schneiden am Wasserrutschenmikrotom

2.9.1 Allgemeine Hinweise zum Vorgehen beim Schneiden am Mikrotom

Die angefertigten Paraffin-Blocke mussten vor dem Schneiden am
Wasserrutschenmikrotom rechtzeitig auf eine Kdihlplatte gelegt werden. Die
Klhlplatte sollte eine Temperatur von mindestens -20°C aufweisen. Fir jeden zu
schneidenden Block, sollten je nach GrélRe des Tumorareals ausreichend
Objekttrager mit der Probennummer beschriftet werden. Fur eine entsprechende
Probennummer wurde ein 1,5 ml Tube beschriftet, in welches die geschnittenen
Gewebeproben transferiert wurden. Alte, noch ins Mikrotom eingespannte Messer
wurden verworfen. Das im Wasserbad befindliche H20 wurde auf eine
Betriebstemperatur von 26-35°C erhitzt. Im Schneideprozess wurde darauf

geachtet, dass bei jeder neuen Patientenprobe ein neues Messer eingespannt und
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die Wasseroberflache des Wasserbads durch Verwendung eines saugfesten

Papiertuchs von schwimmenden Restpartikeln befreit wurde.

2.9.2 Schneiden am Mikrotom fiir molekulare Routine-Analysen

Zum Schneiden wurde der durchgefrorene Gewebeblock in die entsprechende
Halterung des Mikrotoms eingespannt. Auf ein vorsichtiges Anschneiden war zu
achten, um den Verlust von Gewebe durch zu tiefes Anschneiden zu verhindern.
Beim Anschneiden wurde vorsichtig der Block in Richtung des Messers getrimmt,
bis Paraffin durch das Messer angeschnitten wurde. Ein Bock ist vollstandig
getrimmt, wenn dieser in seiner gesamten Ausdehnung angeschnitten ist. Nach
dem Anschneiden wurden die gewlinschten Schnitte, in einer Schnittdicke von 10
pMm, hergestellt. Je nach GrélRe des abzukratzenden Tumorareals und der Menge
an Restgewebe im Block, wurden in der Routinediagnostik durchschnittlich 3 bis 7
Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager gezogen und zum
Trocknen auf eine Warmeplatte gelegt, bis die Flussigkeit zwischen Objekttrager
und Gewebe vollstandig verdunstet war. Das Vorgehen beim Schneiden von
Gewebe fur die LMD-Analyse entsprach der Vorgehensweise der
Routinediagnostik. Die Schnittdicke betrug 8 um. Abweichungen der Schnittdicken
im Abschnitt 3.2.1.1 sind explizit gekennzeichnet worden. Je nach GroRe des
abzukratzenden Tumorareals und der Menge an Restgewebe im Block sind
durchschnittlich 4 bis 14 Schnitte hergestellt worden. Die Schnitte wurden auf
spezielle Polyethylen-Naphthalat (PEN)- Membrane Slides oder PEN-Frame Slides

gezogen.

210 HE-Handfarbung

Die fur die Handfarbung verwendeten Alkohole und Farbelésungen wurden von der
Firma VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen (Tab. 5). Die
beschrifteten Mikrotomschnitte wurden zur Vorbereitung fur die HE-Handfarbung
auf eine Praparatetafel Gberfuhrt und fur 35 min in einem Warmeschrank getrocknet.
Die Schnitte wurden aus dem Warmeschrank entnommen und in Farbegestelle mit
Transversaldrahtblgel Gberfihrt. Die Farbegestelle sind entsprechend der Tab.

14.1 in eine absteigenden Alkoholreihe Uberfuhrt worden. Die absteigende
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Alkoholreihe diente dem Prozess der Entparaffinierung. Die anschliellende
Farbereihe bestand aus lipophilen Farbereagenzien. Die Schnitte wurden bis zur

Weiterverarbeitung in Aqua bidest (A. bidest) gelagert.

Tabelle 14.1: Arbeitsschritte zur Entparaffinierung der Objekttrager. Die Tabelle enthalt die

verwendeten Reagenzien und die Dauer der jeweiligen Inkubationsschritte in Minuten [min].
Arbeitsschritte Reagenz Dauer [min]
1 Xylol 15
2 100 % EtOH 2
3 100 % EtOH 2
4 96 % EtOH 2
5 96 % EtOH 2
6 80 % EtOH 2
7 80 % EtOH 2
8 70 % EtOH 2
9 70 % EtOH 2
— A. bidest bis zur
Weiterverarbeitung

Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte entsprechend der Tab. 14.2 gefarbt.
Vor Farbebeginn wurde Hamalaun mit einem Filter abgefiltert und Eosin mit drei
Tropfen 96 % Essigsaure versetzt. Die in Tab. 14.2 angegebene Dauer der

Einzelschritte ist fr die Qualitat der Farbungen einzuhalten.

41



Methoden

Tabelle 14.2: Arbeitsschritte zur HE-Farbung der Objekttrager. Tabelle enthalt die verwendeten
Farbereagenzien und die Dauer der jeweiligen Farbeschritte in Minuten [min].

Arbeitsschritte Reagenz Dauer [min]
1 Hamalaun 5
2 HCI schwenken
3 H20 5
4 Eosin 1
5 A. bidest 0,5
6 70 % EtOH 0,5
7 80 % EtOH 0,5
— Trocknen lassen
— Lagerung bei RT

Die an Arbeitsschritt 5 (A. bidest) anschlieliende Inkubation fur je 30 s mit 70 % und
80 %igem EtOH diente einer Verklrzung der Trockenzeit der Schnitte und ist
fakultativ durchfiihrbar. Vor Weiterverwendung der gefarbten Schnitte sind die
Schnitte zu trocknen. Bis zur weiteren Verwendung sind die getrockneten Schnitte

in einer Praparatemappe bei Raumtemperatur (RT) zu lagern.

211 Gewebepraparation zur DNA-Isolierung
2.11.1 Gewebepraparation fiir die Routine-Analysen

Nach der Herstellung geeigneter Schnitte mithilfe des Mikrotoms (Abschnitt 2.9.2)
wurden mithilfe eines Deckglases die zu untersuchenden Tumorareale abgekratzt
und in das zuvor beschriftete Tube Uberfuhrt und fest verschlossen. Als Referenz
des zu kratzenden Areals wurde ein unter dem Mikroskop angezeichneter HE-
Schnitt verwendet. Dabei sind die abgekratzten Schnitte und der Referenz-HE-
Schnitt Ubereinanderzulegen und abzugleichen. Die beschrifteten und abgekratzten
Schnitte wurden im Farbeautomat mit HE gefarbt, zur Uberpriifung des

abgekratzten Areals.
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2.11.2 Gewebepraparation fiir die LMD-Analysen

Nach Herstellen geeigneter Schnitte durch das Mikrotom (Kapitel 2.9.2) wurden die
Schnitte entsprechend Kapitel 2.10 HE gefarbt. Die getrockneten HE-Schnitte sind
in eine Halterung des LMD-Mikroskops einzuspannen. Die Bedienung des
Mikroskops entsprach der Bedienung anderer Mikroskope, so konnten bspw.
verschiedene VergroRerungsobjektive gewahlt werden. Nach Wahl eines
geeigneten Gewebeareals, konnten durch Hilfenahme eines digitalen Stiftes am
Computerbildschirm die zu schneidenden Areale freihandig eingezeichnet werden.
Alternativ lieBen sich Schablonen entsprechender GroRe vorfertigen. Nach
vollstandigem Einzeichnen der Areale wurden diese Uber einen Laser, welcher im
Mikroskop integriert ist, geschnitten. Die geschnittenen Areale fielen entsprechend
der Schwerkraft in ein Tube, welches sich eingespannt in eine Halterung unterhalb

der Objekttragerebene befindet.

212 Molekularbiologische Methoden

2.12.1 DNA-Isolierung im Maxwell 16MDx

Fur die Praparation von DNA zur Mutationsanalyse aus histologischen Schnitten
der entsprechenden Gewebeproben, wurde ein Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV
DNA Purification Kit verwendet. Zur DNA-Isolierung wird laut Hersteller empfohlen
ein bis zehn Schnitte von mindestens 5 um Dicke abzukratzen. Die Durchfihrung
der einzelnen Vorbehandlungen, sowie die Verwendung der einzelnen Losungen,
wurden gemaR Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine Ubersicht der einzelnen

Reaktionskomponenten finden sich in Tab. 6.

Zur Vorbereitung des Maxwell 16 MDx wurden die Kartuschen, gemaf
Anforderungen des Herstellers, gleichmaRig tber dem Maxwell Probenrack verteilt.
Beim Abziehen der Folien von den Kartuschen war darauf zu achten, dass keine
Losungen der einzelnen Reaktionskammern auf andere Reaktionskammern
ubergehen. Mit neuen Handschuhen wurde in jedes Well #8 ein Plunger positioniert.
In die vorgesehenen Halterungen des Racks sind die Elutionstubes mit
entsprechendem Volumen vorgelegt worden. Anschlielend erfolgte die

Probenvorbehandlung.
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2.12.1.1 Probenvorbehandlung erster Tag

Die abgekratzten DNA-Proben der Routineuntersuchungen (Kap. 2.11.1) oder der
LMD-Analysen (Kap. 2.11.2) wurden mit den in Tab. 6 aufgefiihrten Reagenzien als
Reaktionsansatz pipettiert (Tab. 15). Nach Zugabe eins neuen Reagenzes in das
Reaktionstube wurde gevortext, um eine Durchmischung der Komponenten
sicherzustellen. Die Reaktionsansatze der einzelnen Proben sind Gber Nacht, fur
mindestens 12 h auf einem bereits vorgeheizten Schuttelinkubator bei 750 rpm, bei
70°C inkubiert worden.

Zum Ansetzten einer neuen Proteinase K-Losung wurden 500 ul Nuklease-freies

H20 hinzugeflgt, gevortext und bei -20°C gelagert.

Tabelle 15: Probenvorbehandlung erster Tag fiir die DNA-Isolierung.

Reaktionskomponenten Me:f]’e [
Abgekratzte DNA-

Proben
Inkubationspuffer 180
Proteinase K 20
— U.N. bei 70°C im Schiittelinkubator

212.1.2 Probenvorbehandlung zweiter Tag

Am folgenden Morgen sind die Reaktionsansatze aus dem Schiuttelinkubator zu
entnommen und mit 500 ul Lysepuffer des FFPE Tissue LEV-Kit aufzufillen, zu
vortexen und bei 12000rpm fur 30 s abzuzentrifugieren. Dieser Schritt diente dem
Aufplatzen der durch die Proteinase K angedauten Zellen. Das entstandene
Gesamtvolumen von 700 ul (Tab. 16) wurde durch eine Pipette aufgenommen und
in das entsprechende Well #1 der dazugehdrigen Kartusche Uberfuhrt. Eventuell
vorhandene Paraffinreste durften nicht mit aufgenommen wurden. Das
entsprechende Laufprotokoll der FFPE-Proben zur Isolierung von DNA aus Zellen

entspricht ca. 30 min.
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Tabelle 16: Probenvorbehandlung zweiter Tag fiir die DNA-Isolierung.

Reaktionskomponenten Menge [ pl]
Reaktionskomponenten erster Tag 200
Lysepuffer 500

— Gesamtvolumen in Well # 1 der Kartusche

2.12.1.3 DNA-Isolation im Maxwell

Nach Beendigung des FFPE/Cell-Programm wurde die DNA in ein Elutionstube, in
das bei Routine-Proben 75 ul und bei LMD-Proben 65 ul Elutionspuffer vorgelegt
wurde, Uberfuhrt. Da das Probenrack wahrend der Isolierung auf hohe
Temperaturen aufheizt, war nach Beendigung des Programms ein sofortiger
Verschluss und Entnahme der Elutionstubes angezeigt. Die Elutionslésung wurde
fur 2 min zentrifugiert und anschlieRend bei Routine-Proben in ein beschriftetes
SafeLock- Tube Uberfuhrt. Bei LMD-Proben wurden 1,5 ml Low-Bind Tubes
verwendet, da diese eine Wechselwirkung und dadurch verursachte Bindung der
DNA an die GefaRwande verhindern. Die Lagerung der Isolierten DNA bis zur

Verwendung erfolgte bei 4°C.

2.12.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die Messung der isolierten DNA zur Mutationsanalyse, wurde das Qubit™
dsDNA HS Assay Kit verwendet. Der quantifizierbare Bereich des Assay Kit liegt
zwischen 0,2-100 ng bei einer DNA-Konzentration von 10 pg/ul bis 100 ng/ul. Die
Durchfihrung der einzelnen Arbeitsschritte, sowie die Lagerung der einzelnen
Lésungen, sind gemal Herstellerangaben durchgeflihrt worden. Entsprechende
Abweichungen sind  gekennzeichnet. Eine Ubersicht der einzelnen
Reaktionskomponenten und dessen Pipettierschema finden sich in Tab. 17.

Die isolierte DNA und die Standardlésungen wurden nach Lagerung bei 4°C auf
Raumtemperatur gebracht, gevortext und anschlielend zentrifugiert (12000 rpm, 30
s min). Die in Tab. 17 beschriebene Arbeitsldsung ist entsprechend der Anzahl der
zu untersuchenden Proben herzustellen und in entsprechende Qubit-Tubes zu

pipettieren. Gleichsinnig wurde fur die Herstellung der Standardlésungen #1 und #2
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verfahren. Die Proben wurden nach Zugabe von 1 pl isolierter DNA zu 199 ul
Arbeitslosung fur 5 min lichtgeschitzt inkubiert. Gemall den Anweisungen des
Gerates sind zuerst die beiden Standardlésungen #1 und #2 gemessen worden, zur
Erstellung einer Kalibriergeraden. Im Anschluss an die Kalibrierung wurden die
Proben gemessen. Die durch das Fluorometer ermittelten QF-Werte, gemessen in
ng, wurden fir jede einzelne Probe im Isolierungsprotokoll vermerkt. Zur
Berechnung der Konzentrationen der einzelnen Proben in [ng/ul] sind die

gemessenen QF-Werte in eine Formel eingesetzt worden:

200

[r:t_?] = QF — Wert (ng) * [1=]

Dabei entspricht x dem Probevolumen isolierter DNA (ul), welches in den Test
eingesetzt wurde. Bei einer Menge von einem pl isolierter DNA ergaben sich in der

Formel:
] = or

Die ermittelten DNA-Konzentrationen in [ng/pl] sind auf den Etiketten der Safel.ock-

Wert(ng)
5ul

Tubes bzw. LowBinding-Tubes vermerkt worden. Bis zur weiteren Verarbeitung der

isolierten DNA sind diese bei 4°C zu lagern.
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Tabelle 17: Ubersicht iiber das Pipettierschema der DNA-Konzentrationsbestimmung mit dem
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit. In der Tabelle sind die entsprechenden Mengen in pl der einzelnen
verwendeten Reaktionskomponenten angegeben, zur Herstellung von Arbeitslésung, Standard # 1
und Standard #2.

Reaktionskomponente Menge [pl]
g Qubit® dsDNA HS Buffer 199
®
:0
2
©
2 Qubit® dsDNA HS Reagent 1
— aus der hergestellten Arbeitslésung werden
Probenlésung, Standard #1 und #2 hergestellt
Arbeitsldsung 199
[}
o
2
o
Probe 1
— 200 pl entsprechen einer Probe
- Arbeitsldsung 190
3+
e
©
o
S
o Standard # 1 10
— 200 pl entsprechen Standard #1
" Arbeitsldsung 190
3+
°
©
o
S
o Standard #2 10
— 200 pul entsprechen Standard # 2
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2.12.3 PCR-Amplifikation und Pyrosequenzierung

Fur die PCR-Amplifikation und Pyrosequenzierung sind die kommerziell erhaltlichen
Kits therascreen KRAS Pyro Kit, therascreen RAS Extension Pyro Kit und
therascreen BRAF Pyro Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
verwendet worden. Die einzelnen Genabschnitte mit den verwendeten
Primerpaaren fur die PCR-Analyse und Pyrosequenzierung sind der Tab. 18 zu

entnehmen.

Tabelle 18: Darstellung der verwendeten PCR-Primer und SEQ-Primer von Qiagen (Hilden,
Deutschland). Die einzelnen Primer Kits wurden zur besseren Ubersicht verschiedenen Farben
zugeordnet. Blau: KRAS, grun: RAS-Extension und rot: BRAF

RAS-Extension Kit BRAF Kit
KRAS 12/13 KRAS 59 BRAF 464
KRAS 61 KRAS 117 BRAF 600
. C KRAS 146
Q o
£ . E NRAS 12/13
& £ & NRAS 61
x - g
L 7 NRAS 59
NRAS 117
NRAS 146

2.12.3.1 PCR-Amplifikation

Die Herstellung des PCR-Reaktionsansatzes erfolgte in einem Pra-PCR-
Arbeitsraum. Die fur die PCR-Analyse benétigten Reagenzien (Tab. 6) wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut, wobei die Reaktionsldsungen unter der DNA-freien
Werkbank und DNA-haltige Proben und DNA-L6sungen unter der DNA-Werkbank
gelagert wurden. Die in der Tabelle 19.1, linke Seite der Tabelle beschriebene
Menge an Reaktionslosung entspracht dem Mastermix fur eine Probe eines
Primerpaars. Unter der DNA-freien Werkbank wurden aus den entsprechenden
Berechnungen des Reaktionsansatzes, anhand des Pipettierschemas die
Mastermixe (siehe Tabelle 19.1, rechte Seite der Tabelle) erstellt. Fur die No
Template Kontrolle (ntc) wurden 5 ul ddH20 verwendet. Die humane Kontroll-DANN
(humKtr) entsprach der Positivkontrolle und die ntc der Negativkontrolle. Die
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hergestellten Mastermixe wurden unter der DNA-freien Werkbank entsprechend

des vorgefertigten Protokolls in die entsprechenden 24-Well Platten vorgelegt.

Tabelle 19.1: Anleitung zur Herstellung eines Reaktionsansatzes und des sich daraus
ableitenden Mastermixes. Die Volumina der verwendeten Reagenzien sind in Mikroliter (pl)
angegeben. n entspricht der Anzahl der Proben, die im Mastermix enthalten sind.

Volumen
Reagenzien n Proben
[ul]
N PyroMark MasterMix (2x) 12,5 125 ul*n+ 1
(1]
] X
c CoralLoad (10x) 2,5 'E 25uFn+1
0 - =
o Primer 1,0 ‘g 1,0l *n+1
= =
K ddH20 4.0 40u*n+1
— Reaktionsansatz auf n
— Reaktionsansatz 20,0 pl: entspricht
Proben ergibt Mastermix eines
einem Well fiir ein Primer
Primerpaars

Gemal der Herstellerangaben wurde fur jede Probe eine Verdinnung mit ddH20
angesetzt, sodass sich in jeder Probe, wenn maoglich, eine DNA-Konzentration von
10 ng in 5 pl befand. Dementsprechend wurden die hergestellten Proben (10 ng/5
M) und die Kontrollen (humKtr und ntc) in die entsprechenden Wells zum
vorgelegten Mastermix (20 pl) hinzupipettiert (Tab. 19.2). Konnte eine DNA-Menge
von 10 ng/5ul aufgrund der geringen DNA-Konzentration der Probe nicht erreicht
werden, wurden 5ul der entsprechenden Probe unverdunnt eingesetzt. Damit ergab
sich ein PCR-Reaktionsvolumen von 25 ul. Die Wells wurden mit Flat PCR Stripes

verschlossen.

Tabelle 19.2: Pipettierschema PCR-Ansatz fiir die Routinediagnostik
Reagenz Volumen [ul]

Mastermix (bereits pipettiert) 20,0

PCR-
Ansatz

DNA-Probe (10 ng) / humKitr / ntc /

5,0
LMD-DNA-Probe (unverdiinnt)

— Gesamtansatz 25,0 ul
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Zur Weiterverarbeitung der verschlossenen PCR-Platten wurden diese flir 2 min bei
12000 rpm bei RT zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Platten in den PCR-Cycler
Uberfuhrt und entsprechend dem PCR-Protokoll der Tabelle 19.3 amplifiziert. Der
Amplifikation anschlielend wurden die Platten erneut fur 2 min bei 12000 rpm bei
RT zentrifugiert. Die Weiterverarbeitung der Platten erfolgt entweder unverziglich
oder zu einem spateren Zeitpunkt. Bei einer verzogerten Weiterverarbeitung

wurden diese bei -20°C eingefroren.

Tabelle 19.3: PCR Thermocycler Programm fiir Routinediagnostik mit 42 Zyklen.

Temperatur Anzahl der
Phasen Dauer [min]
[°C] Zyklen
Vordenaturierung/Hitzeaktivierung
95 15:00 1Xx
der DNA-Polymerase
Denaturierung 95 0:20
Annealing 52 0:30 42x
Elongation 72 0:20
Endelongation 72 5:00 1x
Ruhemodus bis zur 15
Weiterverarbeitung

Bei den LMD-Analysen entsprach die Herstellung und die Volumina der
Reaktionsansatze- und der Mastermix-Losungen der Routinediagnostik und sind
der Tabelle 19.1 zu entnehmen. Bei der LMD-Diagnostik wurde mit unbekannten
DNA- Konzentrationen gearbeitet. Dies war der Grund weshalb die DNA-Proben
nicht mit H2O verdinnt und in voller Konzentration von je 5 yl Volumen in die Kavitat
der PCR-Platten pipettiert wurde (Tab. 19.2). Die humane Kontroll-DNA wurde mit
ddH20 verdunnt. Hierfur wurde einmalig eine Stammlésung der humKtr hergestellt,
die einer Konzentration von 0,1 ng/5 ul entsprach. Diese Stammlésung wurden far
jede in dieser Arbeit hergestellte PCR verwendet. Nach pipettieren des PCR-
Ansatzes, durch Hinzufugen der Proben-DNA, der humKitr und der ntc, wurden die
Kavitaten durch Flat PCR Stripes verschlossen. Das nachfolgende Procedere

entsprach demjenigen der Routinediagnostik.
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2.12.4 Pyrosequenzierung

2.12.4.1 Erstellen eines Pyrosequenzierungssetup-Protokoll

Das Erstellen eines Pyrosequenzierungssetup-Protokoll erfolgte uber die
Verwendung des Software PyroMark Q24 Software Version 2.0.8 von Qiagen
GmbH (Hilden, Deutschland). Dabei konnte im Programm entsprechend einer 24-
Well Anordnung ein Sequenzierungsschema erstellt werden, bei dem den
verschiedenen Proben eine zu untersuchende Mutationssequenz zugeordnet
werden konnte. Entsprechend der Lange der zu analysierenden Sequenzen und der
Anzahl der pro Sequenzierungslauf zu analysierenden Proben, berechnete die
Software das fir die Kartusche bendétigte Volumen an Reagenzien (Enzym-Mix,
Substrat-Mix und 2’-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphaten). Das erstellte Setup-
Protokoll wurde zusatzlich zur Speicherung auf dem Desktop des Laptops, auf
einem USB-Stick abgespeichert. Mittels USB-Stick erfolgte die Transferierung des

Protokolls auf das Pyrosequenzierungsgerat.

2.12.4.1 Herstellen eines Bindemix

Zu Beginn wurden die verwendeten Reagenzien des Kits (Waschpuffer, Annealing-
und Bindepuffer, SEQ Primer, Streptavidin-Sepharose) auf RT gebracht (Tab. 20,
linke Tabellenseite). Der konzentrierte PyroMark Waschpuffer musste mit 225ml
ddH20 auf eine einfache Konzentration verdinnt werden. Die Bindepuffer-Mixe
wurden entsprechend der Herstellerangaben hergestellt (siehe Tab. 20, rechte
Tabellenseite). Es war darauf zu achten, dass die Streptavidin-Sepharose (GE
Healthcare) gut aufgeschuttelt wurde, bis sich alle Partikel in Lésung befanden. Auf
ein erneutes Aufschitteln der Hergestellten Bindemixe vor dem Pipettierschritt der
Reaktionslosungen war zu achten, da sich die enthaltenen Beads der Sepharose
bei Standzeit erneut am Boden des Tubes absetzten. In jede Kavitat der 24-Well-
Platte sind je 70 pl entsprechend dem Sequenzierungs-Setup vorgelegt und in die

entsprechende Position der Workstation transferiert worden.
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Tabelle 20: Anleitung zur Herstellung einer Reaktionslésung. Diese wird entsprechend der
Anzahl (n) an DNA-Proben fiir die Berechnung des Volumens an Bindemix verwendet.

Volumen
Reagenzien n Proben
[ui]
o Streptavidin-Sepharose 1,0 10ul*n+1
5 X
0 ddH-0 29,0 € 29,0l *n+ 1
— 2 1 )
9 ) | S
2 £
k- o
S Bindepuffer 40,0 400 ul *n+1
14
— Reaktionslésung 70,0 ul: entspricht einer — Reaktionslésung auf n
Kavitat fiir ein Primer Proben ergibt Bindemix

2.12.4.1 Probenvorbereitung der Pyrosequenzierung fiir Routineproben

In die vorgelegten 70 pl Bindemix wurden je 10 pl der PCR-Produkte der
Routineversuchsansatze in die entsprechenden Kavitaten der 24-Well-Platte
pipettiert, wodurch sich ein SEQ-Gesamtansatz von 80 ul ergab (Tab. 21.1). Die 24-
Well-Platte wurde anschlieRend mit Alufolie verschlossen und auf dem Schttler bei
RT far 5 min bei 1300 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurde optisch die
homogene Durchmischung der Proben kontrolliert und vorsichtig die Alufolie
entfernt. Entsprechend der korrekten Ausrichtung wurde die Platte an die

Startposition der Workstation positioniert.

Tabelle 21.1: Pipettierschema zur Herstellung eins Bindemix-DNA-Ansatzes fiir die
Routineuntersuchung/LMD-Analyse. Der SEQ-Ansatz ergibt ein Gesamtvolumen von 80 pl, bei
Einsatz von 10 yl DNA-Probe in den Routineanalysen und 90 pl, bei Einsatz von 20 pyl DNA-Probe
in den LMD-Analysen. Die verwendeten Volumina sind in Mikroliter (ul) angegeben.

Reagenz Volumen [ul]
Bindemix (bereits pipettiert) 70,0
PCR-Probe (bekannter
o N ] 10,0
oS Konzentration)
? &
PCR-Robe (unbekannte
20,0

Konzentration)

— Gesamtansatz 80,0/ 90,0 pl
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Zur Herstellung des Anneling-Mixes wurden entsprechend der Anzahl der Proben
pro SEQ Primer aus einer vorgefertigten Reaktionslésung der Annealing-Mix
hergestellt (Tab. 21.2) und je 25 pl unter Einhaltung des Schemas des
Sequenzierungs-Setups in die entsprechenden Wells der PyroMark Q24
Sequenzierplatte pipettiert und in die Elutionspositionen der Workstation

positioniert.

Tabelle 21.2: Anleitung zur Herstellung eines Annealingansatzes und der daraus
resultierenden Annealingmastermixe. Diese wird entsprechend der Anzahl an DNA-Proben (n)
fur die Berechnung des Volumens (ul) an Annealing-Mix verwendet.

Volumen
Reagenzien n Proben
[wl]
o
S SEQ Primer 0,8 0,8ul*n+0,5
o
@ c
© =
® © X
S g =
k~ Annealing Puffer 24,2 < 242 ul*n+0,5
© )
14
. — Reaktionslésung auf n Proben
— Reaktionslosung 25,0 pl: entspricht
ergibt Annealing- Mix der SEQ
SEQ Primer fiir eine Probe .
Primer fiir alle Proben

2.12.4.3 Ablauf an der Workstation fiir die Pyrosequenzierung

In der Startposition der Workstation wurde unter Sichtkontrolle, durch Hilfenahme
einer Vakuumpumpe, die gesamten ,DNA/Bindemix-Proben® aufgenommen. Der
Kopf der Vakuumpumpe, welcher die DNA-Proben enthielt, wurde in EtOH
uberfuhrt. Das EtOH wurde bis zur Mittelkante der Wanne abgesaugt. Anschliel3end
wurde der Vakuumkopf in die Denaturierungssolution tUberfihrt und bis knapp Uber
der Mittelkante abgesaugt. Als letzter Schritt war der Vakuumkopf in eine Wanne
mit Waschpuffer zu Uberfihren. Der gesamte Inhalt der Waschlésung wurde als
Waschschritt komplett aufgenommen. Um ein Verschleppen von Flussigkeiten zu
verhindern, wurde nach Abschluss der einzelnen Schritte der Vakuumkopf und sein
Schlauchsystem senkrecht ausgestrichen, bis sich keine Flissigkeit mehr im
Vakuumsystem befand. Zum Herauslésen der gereinigten und denaturierten DNA
aus dem Vakuumsystem wurde der Vakuum-Kopf Uber der Sequenzierungsplatte,

welches den SEQ-Primer-Annealing-Mix enthielt, ausgerichtet und der Schalter fur
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den Unterdruck ausgestellt. Durch Abstellen des Unterdrucks fiel die DNA aus den
Filterspitzen der Vakuumpumpe in die darunterliegende Sequenzierungsplatte.
Durch Eintauchen der Filterspitze in den Annealingpuffer und leichtes Schutteln fur
20 bis 30 s sind eventuell im Filterkopf verbliebene DNA-Reste abgeldst worden.
Die Sequenzierungsplatte mit der gelésten DNA wurde auf einen Plattenhalter
Uberflhrt und far 2 min bei 80°C inkubiert. Anschlieend wurde die Platte inklusive
Halter vom Heizblock genommen und erneut fir weitere 2 min bei RT inkubiert. Als
letzten Inkubationsschritt wurde die Sequenzierungsplatte in das Gerat eingespannt
und fur 15 min bei RT inkubiert.

2.12.4.4 Praparation der Kartusche fiir die Pyrosequenzierung

Zeitgleich zum letzten Inkubationsschritt der Sequenzierungsplatte wurde die
Kartusche fur die Pyrosequenzierung vorbereitet. Dazu wurden die aus dem Setup-
Protokoll des Kapitel 2.12.4.1 errechneten Werte an bendtigtem Enzym, Substrat
und dNTP entsprechend der Nukleotide Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin
(Qiagen, Hilden, Deutschland) benétigt. Zum Anlosen einer neuen Enzym- oder
Substratléosung, wurden je 620 ul ddH20 zugegeben und durch auf- und
abpipettieren gemischt. Die entsprechenden Mengen wurden in die vorgegebenen
Kavitaten der Kartusche pipettiert. Durch vorsichtiges Klopfen der Kartuschen auf
den Boden, wurden potenzielle Luftblasen entfernt. Die Kartusche wurde gemaf}
Herstellerangaben in das Gerat eingespannt. Die Abdeckung des

Pyrosequenzierungsgerats wurde geschlossen und das Programm gestartet.

2.12.4.4 Auswertung der Pyrosequenzierungs-Datei

Durch Verwendung eines USB-Sticks wurden nach Beendigung des
Sequenzierungsprogramms die abgespeicherten Dateien auf den Pyro-Laptop
transferiert und als Ergebnis-Datei auf dem Desktop abgespeichert. Die Auswertung
der Ergebnis-Datei erfolgte Uber die Software PyroMark Q24 Software Version
2.0.8., uber Pyro® Plug-ins fur die verschiedenen therascreen Pyro Kits. Diese

konnten Uber den Download von www.giagen.com erhalten werden. Je nach zu
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analysierender Mutationssequenz wurden die entsprechenden Plug-ins (KRAS
Pyro Plug-in v.1.3.0, RAS Extension Pyro Plug-in v.1.3.0 oder BRAF Pyro Plug-in
v.1.3.0) verwendet. Uber die Plug-in Programme erfolgt die Auswertung der Proben
anhand ihrer Signal-Peaks. Die Auswertung der einzelnen Peaks erfolgte anhand
der zu erwarteten wt-Nukleinsaureabfolge des entsprechenden Codons. Ob und ab
welcher detektierten Signalstarke eine Punktmutation als Mutation oder potenzielle
low-level Mutation (PLLM) gewertet wurde, ist durch den Hersteller des Kits definiert

und kann aus dem entsprechenden Handbuch von Qiagen entnommen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Routineuntersuchungen

Die Signalwege der RAS-Proteine und ihrer Interaktionspartner sowie die
Auswirkungen der Mutationen der kodierenden RAS-Gene sind bereits gut erforscht.
Die Erfassung von patientenspezifischen RAS-Mutationen bei Tumorerkrankungen
respektive dem kolorektalen Karzinom (CRC) spielt fir die Therapieentscheidung
eine wesentliche Rolle. Daher werden alle neu erfassten Tumore einer
molekularpathologischen Untersuchung auf KRAS, NRAS und BRAF unterzogen. Im
Groliteil aller durchgeflihrten Analysen lassen sich entweder keine Mutationen, also
wildtypische Gensequenzen, oder homogen im Tumorgewebe verteilte RAS/RAF-
Mutationen nachweisen. Allerdings zeigt sich bei einem sehr kleinen Anteil von
Tumoranalysen des kolorektalen Karzinoms eine inhomogene Mutationspenetranz
oder heterogene RAS-Mutationsmuster (Kosmidou et al. 2014; Siegel et al. 2020;
Jeantet et al. 2016; Deshwar et al. 2018; Canavan et al. 2006; Lim u. Lim 2018b).
Um eine derartige Heterogenitat des kolorektalen Karzinoms zu identifizieren,
wurden die Gewebematerialien von sechs verschiedenen Patienten, die bereits einer
Mutationsanalyse zugefuhrt wurden, erneut analysiert. Hierzu wurden nicht nur die
bereits untersuchten Gewebeblocke erneut analysiert, sondern die Analysen um
weitere Gewebeblocke des Tumors oder ihrer metastatischen Absiedelungen
erganzt. Dies ermoglichte eine erweiterte Kartierung des Mutationsprofils, sowohl
durch Ausdehnung des untersuchten Tumorareals als auch eine interne Kontrolle der
Routinediagnostik. Die Analysen umfassten die DNA-Isolierung aus angefertigten
Paraffinschnitten, die DNA-Amplifizierung mittels Polymerasen-Kettenreaktion und
eine finale Mutationssequenzanalyse auf KRAS, BRAF und NRAS Vvia
Pyrosequenzierung. Dadurch wurden Punktmutationen innerhalb der verschiedenen
Codons der RAS-Gene detektiert und mit einer Mutationsfrequenz beziffert. Die
Mutationsfrequenz in Prozent errechnet sich Uber limit of detection (LOD). Die
Nachweisgrenze LOD wird durch den Hersteller Qiagen Uber die Verwendung von
Plasmid-Gemischen flir jede einzelne Mutationssequenz in KRAS, BRAF und NRAS
bestimmt. Dabei ergeben sich wildtypische Sequenzen, wenn eine
Mutationsfrequenz kleiner als die LOD gemessen wird. Potenzielle low-level-
Mutationen (PLLM) sind definiert als Mutationsfrequenz gleich oder gréf3er der LOD,
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aber kleiner als LOD+3 Prozenteinheiten. Signifikante Major-Mutationen sind
definiert durch Mutationsfrequenzen, die gleich oder grolRer einer LOD+3

Prozenteinheiten sind (Informationen des Herstellers Qiagen).

3.1.1 Routineergebnisse Fall 1

Fir die Mutationsanalysen wurden bei Patientenfall 1 Gewebeproben aus drei
verschiedenen Herkunftsregionen untersucht. Bei der Patientennummer 6487
handelt es sich um eine Rektumbiopsie mit tubulopapillaren Tumorstrukturen eines
Adenokarzinoms mit guter bis maRiger Differenzierung (s. Kap. 2.1.1). Eine erneute
Analyse des Gewebes wurde durchgefuhrt und mit der bereits bestehenden
Routineanalyse abgeglichen. Die Patientenprobe mit der Fallnummer 6880 |
entstammt einem operativ entfernten Resektat des C. sigmoideum und enthielt ein
malig bis schlecht differenziertes, invasiv wachsendes Adenokarzinom. Es zeigte
oberflachlich ein dominierendes pluriglandulares Wachstumsmuster mit zur Tiefe hin
dominierenden muzindsen Anteilen. Hier wurden vergleichend mit dem bereits im
Routinelauf untersuchten Block 6880 17 drei bisher noch nicht untersuchte
Gewebeblocke (15, 16 und [8) untersucht. Die Patientenprobe 6407 wurde
ausschlieRlich durch das Routinelabor untersucht und wird hier erganzend erwahnt
(Tab. 22: Probe 6407 grau unterlegt). Dabei handelte es sich um eine hepatische
Stanzbiopsie mit tubulopapillaren  Tumorstrukturen, vereinbar mit einer
metastatischen Absiedelung des in 6880 | beschriebenen kolorektalen

Adenokarzinoms.
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Tabelle 22: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfalls 1 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen fir KRAS (blau), BRAF (rot) und
NRAS (grun). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar, die
bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen (HLM) in roter Schrift, potenzielle Low-Level-
Mutationen (PLLM) in griner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die dargestellten
Zahlen in Prozent [%] stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fir die jeweilige HLM (rote Schrift) oder
PLLM (grune Schrift) durch Pyrosequenzierung gemessen wurden. Proben, die nicht auf
entsprechende Primerpaare untersucht wurden, sind in der Tabelle mit einem N/A (not available)
gekennzeichnet.

orobe KRAS BRAF NRAS

1213 | 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 12113 | 61 | 59 | 117 | 146
6407 | Wt | Wi |[NA|[NA|NA[NA[NA| NA [NAINAINAT NA
oamy |WC | Wt [ we [ we [ we [ we [ we [ we [we [ wel wel we
We | Wt | we [ we | we | we [ NAT we | we [ we [ we | we

6880 | 8.9
290 1 B0 wr | we | we [ we | we [ owe | owe [we [owe | owe | ow
- 0.9
= | 6880 | 405 A146T
S| %0 | oo | W [ we | we | we fowe | owe | owe | we | we | we R
A146T
6880 | 465 1 i [nalna|nal we [ nal na [ nalNnalna] Na

7 | c12r
6?30 we | owe [ owe [ owe [ owe | owe | owe |owe | owe | owe | owe | owe

Aus den vorliegenden Routineanalysen war bekannt, dass sowohl fur 6487 als auch
fur 6407 in allen untersuchten Mutationssequenzen (KRAS, NRAS und BRAF) eine
wildtypische Sequenz vorlag (vgl. Tab. 22: 6407 und 6487 grau unterlegt). Eine
erneute Analyse der Probe 6487 konnte, entsprechend der Voranalyse, keine RAS-
(KRAS und NRAS) oder BRAF-Mutationen nachweisen. In der vorliegenden
Routineuntersuchung zeigte sich flr die Probe 6880 I7 eine Punktmutation im Codon
12/13 des KRAS-Gens (vgl. Kap. 8.2.), bei dem ein Aminosaureaustausch mit einer
Mutationsfrequenz von 46,5 % im Codon 12 von Glycin zu Arginin (G12R)
stattgefunden hatte (Tab. 22: 6880 17 grau unterlegt). Durch eine erweiterte
Untersuchung der Proben 6880 I5 und 16 konnte eine G12R-Mutation mit
Mutationsfrequenzen von 8,9 % fur 6880 15 und 40,5 % fur 6880 16 festgestellt
werden. Zusatzlich zur detektierten KRAS-Mutation, konnte im neu untersuchten
Gewebeblock 6880 16, eine NRAS-Mutation festgestellt werden. Bei der NRAS
A146T-Punktmutation handelte es sich um einen Aminosaureaustausch im NRAS-
Gen der Stelle 146 von Alanin zu Threonin (vgl. Kap. 8.3.) mit einer Frequenz von
10,9 % (Tab. 22: 6880 16). Im Wiederholungslauf der Analyse mit der gleichen DNA-
Extraktion, wurde eine erneute A746T-Mutation mit einer Mutationsfrequenz von 8,6
% detektiert (Tab. 22: NRAS 146, 6880 16). In allen anderen Gewebeblocken der

Fallnummer 6880 und in den metastatischen Absiedelungen (6487 und 6407) war
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diese Mutation nicht zu detektieren. Bei der zusatzlich untersuchten Fallnummer
6880 18 konnte weder eine Mutation im KRAS 12/13-Genabschnitt noch im NRAS
146-Genabschnitt festgestellt werden und es zeigte sich in allen untersuchten

Genabschnitten eine Wildtypsequenz.

3.1.2 Routineergebnisse Fall 2

Fur die Mutationsanalysen wurden bei Patientenfall 2 Gewebeproben aus zwei
verschiedenen Lokalisationen der Fallnummer 5518 (11 und 111) untersucht. Bei der
Patientennummer 5518 handelte es sich um ein Lungenteilresektat von Ober- (11)
und Unterlappen (1) mit Nachweis eines Adenokarzinoms (s. Kap. 2.1.2). Die
histologische Begutachtung war gut vereinbar mit einer metastasensuspekten
Absiedelung eines  bereits  vortherapierten und  operativ  entfernten
Coekumkarzinoms. Eine Analyse des Gewebes wurde durchgeflhrt und mit einer
bereits bestehenden Routineanalyse 5518 12 abgeglichen (Tab. 23: 5518 12 grau

unterlegt).

Tabelle 23: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 2 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen fir KRAS (blau), BRAF (rot) und
NRAS (grun). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar, die
bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen in roter Schrift, potenzielle Low-Level-Mutationen
(PLLM) in griiner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die dargestellten Zahlen in
Prozent [%] stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fur die jeweilige HLM (rot) oder PLLM (grtin)
durch Pyrosequenzierung gemessen wurde. Proben die nicht auf entsprechende Primerpaare
untersucht wurden, sind in der Tabelle mit einem N/A (not available) gekennzeichnet.

KRAS BRAF NRAS

Probe
12113 [ 61 | 59 [ 117 | 146 | 600 [ 464 | 12113 [ 61 | 50 | 117 | 146
sstg it | we [ we|wel we | T we [ owe | owe fwe | we | owe | owe
% ss1giz| we [we|we| we | ST we [ wa ] owe [we | we [ owe | we
UL we fwe | we [ owe | 008 L we [ we | owe fwe | we | owe | ow

Die durchgefuhrten Analysen der Proben 5518 [1 und 112 mittels PCR und
anschlielender Pyrosequenzierung der Genabschnitte fur KRAS, BRAF und NRAS
zeigten eine Mutation in KRAS Codon 146. Der Aminosaureaustausch A146V, von
Alanin zu Valin (Tab. 23) zeigte Mutationsfrequenzen fur 5518 11 von 71,1 % und far
[11 von 69,8 %. Der Vergleich mit dem bestehenden Routineergebnis der Probe 5518
2 (Tab 23.: grau unterlegt) zeigte sowohl eine identische NRAS-Punktmutation
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(A146V), als auch eine vergleichbare Mutationsfrequenz (73,7 %) (Tab. 23: 5518 12

grau unterlegt). Alle anderen untersuchten Mutationssequenzen von Fall 2 zeigten

Wildtypsequenz.

3.1.3 Routineergebnisse Fall 3

Fir die Routineanalysen von Patientenfall 3 wurden Gewebeproben aus drei
verschiedenen Arealen eines Tumorverbundes untersucht. Bei der Patientennummer
6978 Il handelte es sich um ein linksseitiges Lungenoberlappenresektat mit drei
nekrotisch eingeschmolzenen Metastasen mit vitalem Randsaum eines
vorbekannten Adenokarzinoms des Kolons (s. Kap. 2.1.3). Der Tumor wurde mittels
Chemotherapie und palliativer Resektion vortherapiert. Eine PCR und
Pyrosequenzierungsanalyse der Gewebeblocke 6978 113, 115 und 118 wurde
durchgefuhrt und mit einer bereits bestehenden Routineanalyse von 6978 II5
abgeglichen (Tab. 24: 6978 II5 grau unterlegt).

Tabelle 24: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 3 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen flir KRAS (blau), BRAF (rot) und
NRAS (griin). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar, die
bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen in roter Schrift, potenzielle Low-Level-Mutationen
(PLLM) in griner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die dargestellten Zahlen in
Prozent stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fiir die jeweilige HLM (rot) oder PLLM (grtin) durch
Pyrosequenzierung gemessen wurde. Proben die nicht auf entsprechende Primerpaare untersucht
wurden, sind in der Tabelle mit einem N/A (not available) gekennzeichnet.

orobe KRAS BRAF NRAS
12713 | 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 1213 | 61 | 59 | 117 | 146
6978 113 315’25; we | owe | owe |owe | owe [owe |owe | owe | owe | owe | owe
o 85wt [ owe | owe | owe | owe [ owe | owe | owe | owe | owe | owe
_ G12A
= | 697815 ==
- Q85 1wt | NA [N [ A | we | A | N | A | NA | NA | NA
6978 118 é?’;A we | owe | owe | owe | owe |owe |owe | owe | owe | owe | owe

Die Ergebnisse zeigten fur alle drei Ansatze ein homogenes Bild einer KRAS-
Punktmutation im Codon 12. Zusatzliche Untersuchungen weiterer Sequenzen von
KRAS, BRAF und NRAS zeigten Wildtypsequenz. Bei der G12A-Mutation erfolgte ein
Austausch der Aminosaure Glycin zu Alanin (vgl. Kap. 8.2). Dieses Ergebnis war
Ubereinstimmend mit der vorausgegangenen Analyse, bei der eine identische
Punktmutation im KRAS Codon 12 festgestellt werden konnte (Tab. 24: 6978 115 grau

unterlegt). In der neu angefertigten Analyse, wie auch in der bestehenden Analyse,
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konnten identische Mutationsfrequenzen von 18,3 % und 18,5 % festgestellt werden
(Tab. 24, KRAS Codon 12/13). Die Testung auf KRAS 61 und BRAF 600 zeigten in
beiden Analysen von 6978 115 Wildtypsequenzen. Somit konnte in allen Analysen

zum Patientenfall 3 ausschliellich eine G12A-Punktmutation festgestellt werden.

3.1.4 Routineergebnisse Fall 4

Bei den Mutationsanalysen von Patientenfall 4 wurden Gewebeproben aus drei
verschiedenen Lokalisationen untersucht (s. Kap. 2.1.4). Bei der Patientennummer
6703 1 handelte es sich um Fettgewebe des Omentum majus mit Durchsetzung eines
Adenokarzinoms geringer Differenzierung (G3). Die Patientenprobe 6122 enthielt
neun Biopsiepartikel des Colon ascendens mit infiltrativen Verbanden eines gering
differenzierten Adenokarzinoms (G3). Die aufgearbeitete Fallnummer 6270
entstammte einem CT-gesteuerten Punktat. Die histologische Begutachtung zeigte
einen Stanzzylinder, welcher von einem mikropapillaren und muzinésen
Adenokarzinom (G3) durchsetzt war. Die Nummer 6122 stellte die einzige Probe dar,
die durch das Routinelabor untersucht wurde (Tab. 25: 6122; grau unterlegt). Eine
erneute Analyse des Gewebes wurde durchgefuhrt und mit der bereits bestehenden
Routineanalyse abgeglichen. Fur die Fallnummern 6703 1 und 6270 wurden neue

PCR- und Pyrosequenzierungsanalysen durchgeflhrt.

Tabelle 25: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 4 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen fir KRAS (blau), BRAF (rot) und
NRAS (griin). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar, die
bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen (HLM) in roter Schrift, potenzielle Low-Level-
Mutationen (PLLM) in griiner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die dargestellten
Zahlen in Prozent [%] stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fir die jeweilige HLM (rot) oder PLLM
(griin) durch Pyrosequenzierung gemessen wurde.

Probe KRAS BRAF NRAS
1213 ] 61 [59[117]146 | 600 [ 464 | 1211361 [ 59 117 ] 146
PLLM
6,1
Q61R 36,0
67031 | Wt == WE| WE | Wt | o | WE [ WEWE | WE| WE | W
5,1
) Q61R
& 41,5
Wt Wt | wt | wt | wt Wt | wt | wt | wt | wt [ wt
6122 V600E
35,1
Wt Wt | we| W [ we |l | we ] we fwe | we | we | owe
29,1
6270 | Wt Wt | WE| WE [ WE | e | WE | W W | we | we | wi
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Die Zusammenschau der Pyrosequenzierungsergebnisse der Fallnummer 6122
zeigte eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der bereits bestehenden
Routineergebnisse (Tab 25: 6122 grau unterlegt). In beiden Fallen liel3en sich eine
Punktmutation des BRAF-Gens mit Mutationsfrequenzen von 35,1 % (Routine) und
41,5 % und mit einem Aminosaureaustausch von Valin zu Glutamin detektieren (Tab.
25: 6122). Alle anderen untersuchten RAS-Sequenzen zeigten ausschliel3lich Wt-
Sequenz. Die identische V600E-Punktmutation liel3 sich auch in den beiden anderen
Fallnummern 6703 1 und 6270 des Patientenfalls 4 nachweisen. Die
Mutationsfrequenzen fur 6703 1 entsprachen 36,0 % und 29,1 % fur 6270 (Tab. 25).
In der Probe 6703 1 zeigte sich zusatzlich zur BRAF-Mutation eine PLLM fur KRAS
Q61R. Die Analyse der KRAS Codon 61-Mutation wurde insgesamt zweimal
durchgefihrt und zeigte in beiden Laufen eine PLLM von 6,1 % und 5,1 % fir Q61R
(Tab. 25: 6703 1 in grtiner Schrift). Diese Mutation im KRAS-Gen Codon 61 fuhrte zu

einem Aminosaureaustausch von Glutamin zu Arginin.

3.1.5 Routineergebnisse Fall 5

FUr die Routineanalysen von Patientenfall 5 wurde eine Gewebeprobe untersucht (s.
Kap. 2.1.5). Bei der Patientennummer 6515 handelte es sich um insgesamt funf
Proben verschiedener Biopsien des Coecums, mit erfassten Anteilen eines maRig bis
hochdifferenzierten pluriglandularen und tubulopapillaren Adenokarzinoms (G1-2).
Eine PCR- und Pyrosequenzierungsanalyse des Gewebeblocks 6515 auf KRAS,
BRAF und NRAS wurde durchgefuhrt und mit einer bereits bestehenden
Routineanalyse (Tab. 26: 6515 grau unterlegt) abgeglichen.

Tabelle 26: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 5 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen fir KRAS (blau), BRAF (rot) und
NRAS (griin). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar, die
bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen in roter Schrift, potenzielle Low-Level-Mutationen
(PLLM) in grtiner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die dargestellten Zahlen in
Prozent [%)] stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fir die jeweilige HLM (rot) oder PLLM (grtin)
durch Pyrosequenzierung gemessen wurde. Proben die nicht auf entsprechende Primerpaare
untersucht wurden, sind in der Tabelle mit einem N/A (not available) gekennzeichnet.

orobe KRAS BRAF NRAS

1213 | 61159 | 117 | 146 | 600 | 464 | 1213 [ 61 ] 59 | 117 | 146
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Die Zusammenschau der Pyrosequenzierungsergebnisse der Fallnummer 6122
zeigte eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der bereits bestehenden
Routineergebnisse. Es liel3en sich in beiden Fallen eine Punktmutation des BRAF-
Gens mit einem Aminosaureaustausch von Valin zu Glutamin (Codon 600) feststellen
(vgl. Kap. 8.1). Bei den bestehenden Routineergebnissen konnte eine
Mutationsfrequenz von 25,9 % in V600E und in den neu angefertigten
Gewebepraparaten von 28,5 % festgestellt werden (Tab. 26). Bei der neu
angefertigten Analyse zeigte sich zusatzlich eine Mutation im NRAS-Gen an der
Stelle 146. Mit einer Mutationsfrequenz von 8,8 % konnte ein Aminosaureaustausch
von Alanin zu Threonin beobachtet werden (vgl. Kap. 8.3). Die Wiederholung des
Probe 6515 auf NRAS ergab eine PLLM von 4,8 % (Tab. 26: rote Schrift). Diese
Mutation konnte in der bereits bestehenden Untersuchung des BwKrhs Ulm nicht
nachgewiesen werden (vgl. Tab 26: bestehende Routine grau unterlegt und LMD-
Vergleichsanalyse). Alle anderen untersuchten RAS-Sequenzen zeigen
ausschlieBlich wildtypische Sequenzen, sowohl in der neu angefertigten als auch in

der bereits bestehenden Analyse.

3.1.6 Routineergebnisse Fall 6

Fir den letzten bearbeiteten Fall wurden vier verschiedene Gewebeproben analysiert
(s. Kap. 2.1.5). Bei der Patientennummer 7919 handelte es sich um Befunde einer
Coecum und Colon ascendens-Biopsie. Die Begutachtung zeigte ein pluriglandular
wachsendes Adenokarzinom, mit maRiger bis hohergradiger Differenzierung (G1-2).
Punktuell konnten =zusatzlich zu den pluriglandularen Anteilen auch muzine
Komponenten identifiziert werden. Die in der Tabelle 27 dargestellten Ergebnisse zur
Fallnummer 7919 basierten ausschlieRlich auf Vorbefunde des BwKrhs und dienen
der Vervollstandigung des Patientenfalls. Zusatzlich wurden aus der Probennummer
8119 drei verschiedene Areale (1118, 11126 und 11141) untersucht (Tab. 27). Lediglich
zu der Probennummer 8119 I1lI8 existierten bereits Voranalysen. Bei der
Probennummer 8119 handelte es sich um eine Hemikolektomie der rechten Seite.
Die histologische Begutachtung ergab ein gering bis maRig differenziertes
Adenokarzinom mit sowohl pluriglandularem als auch muzinésem Wuchsmuster. Ein

direkter Durchbruch der Serosa war zu erkennen.
63



Ergebnisse

Tabelle 27: Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 6 aus der diagnostischen
Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen fir KRAS (blau), BRAF (rot)
und NRAS (grun). Die grau unterlegten Ergebnisse in blauer Schrift stellen Mutationsanalysen dar,
die bereits in der klinischen Routineuntersuchung des Bundeswehrkrankenhauses getestet wurden.
Dargestellt sind getestete High-Level-Mutationen (HLM) in roter Schrift, potenzielle Low-Level-
Mutationen (PLLM) in griiner Schrift und Wildtypsequenzen (Wt) in schwarzer Schrift. Die
dargestellten Zahlen in Prozent [%] stellen die Mutationsfrequenzen dar, die fur die jeweilige HLM
(rot) oder PLLM (griin) durch Pyrosequenzierung gemessen wurde. Proben die nicht auf
entsprechende Primerpaare untersucht wurden, sind in der Tabelle mit einem N/A (not available)
gekennzeichnet.

Probe KRAS BRAF NRAS
12/13 [ 61 [ 59 [ 117 [ 146 | 600 [ 464 | 1213 [ 61 [ 59 [ 117 | 146
33,4
7919 Wt [ we[we | we | owe [ e | A WE W[ we | owe |owe
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Die Ergebnisse zeigten fur alle drei Ansatze der Probennummer 8119 ein homogenes
Bild einer BRAF-Punktmutation im Codon 600. Bei der detektierten V600OE-Mutation
erfolgte ein Austausch der urspringlichen Aminosaure Valin zu Glutamin (vgl. Kap.
8.1). Dieses Ergebnis war Ubereinstimmend mit der vorausgegangenen Analyse der
Patientennummer 8119 1118 (Tab. 27: 8119 1118 grau unterlegt), bei der eine identische
Punktmutation V600E festgestellt werden konnte. Im Vergleich zwischen den neu
angefertigten Analysen und den vorbestehenden Analysen im Rahmen der
Routinediagnostik konnten fast identische Mutationsfrequenzen von 29,8 % (neue
Analyse) und 28,9 % (Routine) festgestellt werden. Mit fortschreitender Aufarbeitung
des Tumormaterials in Form von tieferen Schnittstufen (rdumlich benachbarte
Gewebeabschnitte im Tumor) zeigte sich eine Abnahme der Mutationsfrequenz von
10,4 % in 8119 11126 zu 6,7 % bei 8119 Ill141. Alle anderen untersuchten RAS-
Sequenzen zeigten ausschlielllich Wt-Sequenzen. In Zusammenschau zeigten
Proben des Patientenfalls 6 homogene BRAF-Mutationen Uuber alle

Gewebeabschnitte hinweg.
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3.1.7 Zusammenfassende und falliibergreifende Darstellung der
Routineergebnisse Fall 1-6

Die fallibergreifende Darstellung der Routineergebnisse in Tabelle 28 zeigt alle
diagnostizierten Mutationen der Patientenfalle 1-6. Eine erneute Sequenzierung der
voranalysierten Gewebeblocke und die Erweiterung der Falle um neue Analysen von
angrenzenden Gewebeblocken zeigte sowohl homogene als auch heterogene
Mutationsmuster. Einzelne ausfihrliche Ergebnisbeschreibungen sind den jeweiligen
Kapiteln (Kapitel 3.1.1 bis 3.1.5) zu entnehmen. Patientenfall 2 und 3 zeigten jeweils
ausschlieBlich eine einzelne homogene Hauptmutation (Fall 2: BRAF 600, Fall 3:
KRAS 12/13). Die Falle 1, 4, 5 und 6 zeigten neben einer HLM weitere PLLM (Fall 4)
oder aber zusatzliche HLM (Fall 1, 5 und 6). Basierend auf den Vorversuchen wurden
fur die nachfolgenden Untersuchungen mit der LMD-PCR-Sequenzierungsmethode

die Patientenfalle 1 und 3 ausgewahilt.

65



Ergebnisse

Tabelle 28:

Falliibergreifende Darstellung der

Routineergebnisse aller

analysierter
Patientenfalle (Fall 1-6) aus der Archivierung des BwKrhs Ulm. Getestet wurde auf die Mutationen
fur KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS (grin unterlegt). Grau unterlegt sind
Vorergebnisse des BwKrhs. HLM in roter, PLLM in griner und Wt-Sequenzen in schwarzer Schrift.
Die dargestellten Zahlen in Prozent [%] sind Mutationsfrequenzen der jeweiligen HLM (rot) oder PLLM
(grin). N/A (not available): Proben die nicht untersucht wurden. Rot markierte Falle 1 und 3: fur
nachfolgende LMD-Untersuchungen auserwahlt.
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3.1.71 Fall 1

Der Patientenfall 1 (Abb. 4) bestand aus drei tumorhaltigen Gewebeproben
unterschiedlichen Ursprungs: Primarius im Sigmaresektat (Probe 6880 [5-8),
Rektumresektat (Probe 6487) und metastasensuspektes Leberinfiltrat (Probe 6407).
Die Analysen aus den Gewebeblocken 6880 15 - |7 zeigten eine HLM im KRAS-Gen
Codon 12/13 mit Aminosaureaustausch Glycin zu Arginin (G12R). Der Gewebeblock
6880 18 zeigte Wt-Sequenz. Analysen des Gewebeblocks 6487 ergaben in einer
Doppelanalyse im Rahmen der Routinediagnostik und durch eine Analyse in der hier
vorliegenden Arbeit in allen untersuchten Genabschnitten Wildtypsequenzen. Auch
die metastasensuspekte Leberraumforderung zeigte Wt-Sequenz. Zusatzlich zu der
detektierten KRAS-Mutation in der Probe 6880 16 konnte eine NRAS 146 high-level-
Mutation mit Aminosaureaustausch Alanin zu Threonin (A146T) detektiert werden.
Somit handelte es sich madglicherweise beim Patientenfall 1 um ein molekular
heterogenes kolorektales Karzinom, welches in anschlieRenden LMD-PCR-
Sequenzierungsanalysen im Hinblick auf die raumliche Verteilung der

unterschiedlichen Mutationen genauer untersucht werden sollte.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfall 1.

Abgebildet sind die verschiedenen Lokalisationen der einzelnen Tumormanifestationen des Falls 1.
6487: Rektumbiopsie, 6880 | (5-8): Sigmaresektat, 6407 Leberstanzzylinder. Die verschiedenfarbigen
Zellen (blau, griin, braun) stellen Tumorklone mit unterschiedlichem Mutationsprofil dar. RAS-
Mutationen in KRAS in blau und in NRAS in griin dargestellt. Zellen mit wildtypischer Sequenz (W)
ohne nachweisbare RAS-/RAF-Mutation in braun dargestellt. Mutationsfrequenzen in Prozent [%], die
NRAS-Mutation der Probe 16 wird in Doppelbestimmung analysiert Die Analyse von 6880 17 i.d.R.
Routinediagnostik ist grau unterlegt und stellt 46,5 % dar. Created with BioRender.com.

3.1.7.2 Fall 3

Der Patientenfall 3 (Abb. 5) bestand aus unterschiedlichen Gewebearealen eines
metastasierten Adenokarzinoms im Lungenoberlappen. Der Primarius entstammte
aus einem Kolonkarzinom mit unbekannten Mutationen. Dieses Kolonkarzinom
wurde im Vorfeld neoadjuvant therapiert. In allen analysierten Gewebeblécken zeigte
sich eine homogene high-level-Mutation des KRAS-Gens (Codon 12/13) mit
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Mutationsfrequenzen zwischen 15,5 % und 20,1 %. PLLM konnten nicht detektiert
werden. Ein direkter Vergleich der Routineergebnisse (Abb. 5; Probe 6978 115: grau
unterlegt) mit neuen Analysen (Abb. 5; Probe 6978 115) zeigte im KRAS-Codon 12/13
groRe Ubereinstimmung in den detektierten Mutationsfrequenzen (vgl. Tab. 24 und
28; BwKrhs-Routine: 18,3 % und neue Analyse: 18,5 %). Beim Patientenfall 3
handelte es sich laut Routineanalysen somit um ein molekular homogenes,
metastasiertes kolorektales Adenokarzinom, welches in anschlielfenden LMD-PCR-
Sequenzierungsanalysen noch einmal in héherer raumlicher Auflésung auf eine

mogliche molekulare Heterogenitat untersucht werden sollte.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Routineergebnisse des Patientenfalls 3.
Abgebildet ist die metastatischen Absiedelung eines kolorektalen Karzinoms (neoadjuvant therapiert)
im linken Lungenoberlappen (6978: 113-118). Die verschiedenfarbigen Zellen (blau und braun) stellen
Tumorklone mit unterschiedlichem Mutationsprofil dar. RAS-Mutationen in KRAS in blau dargestellit.
Zellen mit wildtypischer Sequenz (Wf) ohne nachweisbare RAS-/RAF-Mutation in braun dargestellt.
Mutationsfrequenzen in Prozent [%], die NRAS-Mutation der Probe 16 wird in Doppelbestimmung
analysiert Die Analyse von 6978 II5 i.d.R. Routinediagnostik ist grau unterlegt und stellt 18,3 % dar.
Created with BioRender.com.
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3.2 Etablierung der Lasermikrodissektion fiir Mutationsanalysen des
kolorektalen Karzinoms

Die dargestellten Ergebnisse der Routineuntersuchungen (Kapitel 3.1) zeigten, dass
bei einzelnen Proben zusatzlich zu den Major-Mutationen einzelne Minor-
Nebenmutationen (bezogen auf die Mutationsfrequenz) nachweisbar waren. Diese
traten nicht homogen in allen untersuchten Gewebeblocken eines Patienten auf,
sondern zeigten sich meist beschrankt auf einen einzelnen Probenblock. In anderen
Fallen waren initial vorhandene Major-Mutationen in anderen Tumorarealen nicht
nachweisbar. Von einer sogenannten Tumorheterogenitat des kolorektalen Karzinom
berichteten bereits andere Autoren (Lim und Lim 2018). Fur derartige Konstellationen
und die Durchfiuhrung von Untersuchungen bezlglich der Tumorheterogenitat
eigneten sich die Routineuntersuchungen nur bedingt. Bei diesem Verfahren zur
Analyse von Mutationen innerhalb des CRC wurden gro3e Bereiche des zu
untersuchenden Tumorareals als Ganzes untersucht und nicht in einzelne Abschnitte
eines grofRen Tumors unterteilt. Die Methode der Lasermikrodissektion eroffnet die
Madglichkeit, distinkte Bereiche eines Tumorareals getrennt voneinander und mit einer
deutlich héheren Prazision der Auswahl der einzelnen Areale zu untersuchen. Man
macht sich die Eigenschaft zu Nutze, dass man unter dem Mikroskop prazise
bestimmte Bereiche auswahlen und nachfolgend durch einen Laser ausschneiden
kann. Dies ermoglicht eine Aufkonzentrierung von DNA in einzelnen Sequenzen.
Zusatzlich kénnen kleine Mutationsareale, die sich von den Major-Mutationen
unterscheiden, aufgefunden und herausgearbeitet werden. Um die Methodik der
Lasermikrodissektion fur die Diagnostik nutzbar zu machen, wurden Untersuchungen
zur Etablierung dieser Methodik durchgefuhrt (Kapitel 3.2.1ff).

3.2.1 Etablierung Gewebebearbeitung und Schnittherstellung

Die Herstellung und Etablierung optimaler Schnittpraparate far die
Lasermikrodissektion stellte eine grol3e Herausforderung dar. Einerseits war das Ziel
moglichst dunne Schnittpraparate herzustellen, um die histologischen Eigenschaften
der Gewebestrukturen besser darstellen zu kénnen. Andererseits sollten die Schnitte
nicht zu dinn angefertigt werden, da in dinneren Schnitten weniger DNA aus den
einzelnen Bereichen gewonnen werden kann. Auch werden im LMD-

Analyseverfahren, verglichen mit Routineanalysen, kleinere Bereiche eines
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Tumorareals untersucht, um einzelne Subpopulationen im Tumorareal besser
darstellen zu konnen. Jedoch besteht das Risiko, bei Verwendung kleinerer Areale,
nicht genugend DNA fur eine anschlieRende Pyrosequenzierung zu erhalten. Die
Etablierung der optimalen Gewebeaufarbeitung fir die LMD-Analysen ist

Gegenstand der folgenden Kapitel.

3.2.1.1 Versuche zur Schnittdicke

Um die geeignete Schnittdicke fur die Untersuchungen mit dem LMD herauszufinden,
wurden verschieden dicke Schnittpraparate einer Gewebeprobe des kolorektalen
Karzinoms angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Diese wurden basierend
auf ihren histologischen Merkmalen, respektive ihrer Gewebestrukturen, bewertet
(Abb. 6).

Die Herstellung verschieden dicker Vergleichspraparate erfolgte an identischen
Probenblécken durch mehrfaches Abtragen verschieden dicker Gewebeschnitte. Die
Farbung der Schnitte wurde aquivalent durch eine HE-Handfarbung durchgefihrt. In
der Abbildung 6 A-F sind die verschiedenen Aufnahmen dargestellt, die mit dem
LMD-Mikroskop aufgenommenen wurden. Die Dicke der Schnitte wurde ausgehend
von 4 ym (Abb. 6 A) bis 14 um (Abb. 6 F) um jeweils 2 um vergroRert. Es zeigte sich,
dass die Darstellung der histologischen Strukturmerkmale stark abhangig von der
Gewebedicke war. Je dunner die gewahlte SchnittfUhrung, desto besser die
Darstellung einzelner Strukturen im Gewebe. Besonders detailreiche Darstellungen
einzelner Zellen eines Tumorzellverbandes lielRen sich mit 4 und 6 um erreichen. Mit
zunehmender Schnittdicke waren einzelne Zellen und deren Zellkerne nur noch
schwer zu identifizieren. Insbesondere ab einer Schnittdicke von 10 um (Abb. 6 D)
waren einzelne Zellen innerhalb des Tumorverbandes nicht mehr erkennbar. Das 8
Mm dicke Praparat stellte die Grenze zwischen detailreicher Strukturmerkmale und
nicht identifizierbarer Strukturen dar. Ob allerdings bei dinnen Gewebeschnitten,
explizit 4, 6 und 8 uym, die gewonnenen DNA-Konzentration ausreichten, um diese
als PCR-Insert zu verwenden, konnte hierbei nicht geklart werden. Fur die Klarung
dieser Fragestellung als notwendige Bedingung fur die Durchfuhrung einer
Polymerasen-Kettenreaktion und anschlieRender Mutationsanalyse sind weitere
Versuche noétig. Anhand rein visuell- objektiver Kriterien der Schnittdicke fur die

Lasermikrodissektion, sollten ausschlieRlich Schnitte in einem Bereich zwischen 4
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und maximal 8 um verwendet werden. Je dinner die Schnitte, umso detailreicher die

Darstellung der Tumorareale.

Abbildung 6: Mikroskopische Untersuchung der optischen Qualitdt von Gewebeschnitten im
Lasermikrodissektions-Mikroskop (LMD) in Abhangigkeit von verschiedenen Schnittdicken der
Gewebeslides. Dargestellt sind Aufnahmen von Gewebeschnitten des Patientenfalls 5899 7 (nicht
Bestandteil der Mutationsanalysen), aus der Archivierung des BwKrhs Ulm. Unterschiedliche
Gewebeschnittdicken von 4 ym (A), 6 ym (B), 8 um (C), 10 ym (D), 12 ym (E) und 14 pym (F). Die
Aufnahmen sind mittels LMD-Mikroskops und einem 10-fach Vergroferungsobjektiv aufgenommen.
Die Farbungen der Slides erfolgt mit Handfarbungen der Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Der
GréRenmalistab der einzelnen Bilder entspricht 400 pm.
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3.2.1.2 Versuche zur Gewebemenge

Fur die Durchfuhrbarkeit einer Polymerasen-Kettenreaktion (PCR), als Bedingung fur
die Durchfuhrung einer anschlieenden Mutationsanalyse via Pyrosequenzierung,
musste eine Mindestmenge an DNA in einem PCR-Reaktionsansatz erreicht werden.
Zur Objektivierung der DNA-Konzentrationen wurden nach der DNA-Isolierung die
DNA-Konzentrationen der einzelnen Proben bestimmt. In diesem Versuchsteil wurde
Uberpruft, wie hoch die DNA-Konzentrationen in den jeweiligen Schnittpraparaten der
verschiedenen Dicken (4, 6, 8 und 10 ym) waren und ob diese fur die erfolgreiche
Durchfuhrung einer PCR ausreichten. Dazu wurden Uber die Software des LMD-
Mikroskops Viereck-Schablonen mit einer Lange und Breite von 350x350 um und
700x700 um generiert. Diese wurden flr alle nachfolgenden Versuche verwendet
(Abb. 7 A).

A

Laser-Achgs -— - ———— E

Objekty - — - —— -

Gawabeschnitt

o — Aubhiang-Tube

Abbildung 7: Darstellung des Versuchsaufbaus des Lasermikrodissektionsverfahrens (LMD).
(A) Schematische Darstellung des Aufbaus der Lasermikrodissektion. Der Laserstrahl des LMD kann
anhand der beweglichen Achse einen variablen Bereich des Gewebepraparats ausschneiden,
welches anschlielend durch Schwerkraft in ein Kollektorbehaltnis unterhalb des Gewebeschnitts fallt.
(B) Mithilfe des LMD lassen sich verschieden grof3e Bereiche einzeichnen (beispielhaft siehe griine
Umrandung), die anhand eines im Mikroskop installierten Lasers ausgeschnitten werden. (C)
Darstellung des Auffangbehaltnisses unter mikroskopischer Kontrolle. Der ausgeschnittene Bereich
mit einem Stern (*) markiert (siehe (B)), fallt durch die Schwerkraft nach unten in ein Auffangbehaltnis
(C). Created with BioRender.com.
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Die Generierung dieser Schablonen ermodglichte, dass in allen nachfolgenden
Ansatzen eine exakt identische Menge an Gewebe verwendet wurde. Dabei wurden
je nach Vorgabe die Schablonen 1-, 3-, 4-, 5- oder 6-mal hintereinander, innerhalb
eines Tumorareals, ausgeschnitten. Dies ergab beispielsweise eine ausgeschnittene
Gesamtflache des Tumors fir 1x (350x350 um) von 122.500 um?, bei 3x (350x350
um) von 367.500 uym?, bei 4x (350x350 um) von 490.000 um?, bei 5x (350x350 um)
von 612.500 ym? und 6x (350x350 um) von 735.000 um?2.

Aus den verschieden dicken Schnittpraparaten (4, 6, 8 und 10 uym) wurde ein
vordefiniertes Gewebevolumen auf die enthaltene DNA-Konzentration untersucht
(Abb. 8B-E). Dazu wurden die Flachen aus den Schablonen mithilfe der verwendeten
Gewebedicken auf ein Volumen bezogen. Dies war beispielsweise fur ein 4 ym
dickes Schnittpraparat, bei einer Flache von [1x (350x350 um) 2 122.500 ym?] ein
Volumen von 490.000 uym3. Zuséatzlich wurde in den 10 uym dicken Schnitten eine
Schablone von 700x700 pm verwendet, um einen noch grofleren Bereich
abzudecken. Dies ergab hier eine ausgeschnittene Gesamtflache des Tumors fur 1x
(700x700 pm) von 490.000 um? und entsprach der Flache von 4x (350x350 um). Bei
einem 10 ym dicken Gewebeschnitt und einer Schablone von 2x (700x700 um) ergab
sich ein Volumen von 980.000 um? und bei entsprechend identischer Schnittdicke bei
3x (700x700 pum) ein Volumen von 1.470.000 ym?2. In allen untersuchten Ansétzen
(Abb. 8 B-E) konnten lediglich DNA-Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze
von 0,5 ng/ml gemessen werden. Alle untersuchten Proben lagen unterhalb der
Detektionsfahigkeit des verwendeten DNA-Konzentrations-Kits. Im Anschluss an die
Konzentrationsbestimmung wurde getestet, ob dennoch eine PCR mit
anschliellender Mutationsanalyse mdglich war. Die PCR und die Sequenzierung
erfolgten unter den etablierten Bedingungen und Protokollen  der
Routineuntersuchungen. Die Ergebnisse zeigten, dass bei den Schnitten mit 4 ym
Schnittdicke, bei einer Schnittmenge von 1x (350x350 um) und 6x (350x350 pm) und
Einbringen von 10 ul PCR-Produkt keine Mutationsanalyse durch Pyrosequenzierung
durchflhrbar war (Abb. 8 B; Rot unterlegt). Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich bei
einer Schnittdicke von 6 um, flr eine Schnittmenge von 1x (350x350 um) und 3x
(350x350 um) (Abb. 8 C; Rot unterlegt). Fur alle anderen durchgeflihrten Analysen
konnte eine Mutationsanalyse durch Pyrosequenzierung durchgeflhrt werden (Abb.
8B-E; Grun unterlegt). Obwohl die DNA-Konzentration unter 0,5 ng/ml betrug, war
nach durchgefihrter PCR ausreichend DNA-Produkt vorhanden, um eine

Sequenzierung durchzuflihren. Es zeigte sich, dass ab einer Schnittdicke von 8 ym
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alle durchgefuhrten Schnittmengen zu einer sequenzierbaren DNA-Konzentration
fuhrten (Abb. 8 D; grin unterlegt). Gleiche Ergebnisse konnten fur die Schnittdicke
von 10 um festgestellt werden (Abb. 7 E; grin unterlegt). Insgesamt zeigten die
Ergebnisse, dass der Erfolg einer PCR mit nachfolgender Sequenzierung sowohl mit

ansteigender Schnittdicke als auch Schnittmenge zunimmt.

Schnitt- SchnittgroRe DNA-Konz. | PCR
dicke [pm] [ng/ml] 10 pl
D 1X
350 x 350 <05 pos
3 X
350 x 350 <05 pos
£ 4x
=2
oy 350 x 350 <05 pos
e = 5x
) ; . <05 pos
Schnitt- |  SchnittgréBe | DNA-Konz. | PCR 350 x 350
dicke [pum] [ng/ml] 10 pl 6 X 05
350 x 350 =5 pos
B 1x
350 x 350 <05 neg E 1 x o5
3 x 350 x 350 =% e
350 x 350 <05 pos 3 x
£ 4x os 350 x 350 <05 pos
=
< 350 x 350 =% . 4 x
5x 350 x 350 <05 pos
350 x 350 <05 pos 5 x os
6x 350 x 350 =5 pos
350 x 350 <05 neg 6 x
05
E 350 x 350 =9 pos
C 1x o
350 x 350 <05 neg -
3 1x
X <05 os
350x 350 o0 pos 700 x 700 ’ i
E 4 X
3 <05 neg 3x
o 350 x 350 <05 pos
5 x o5 o 700 x 700
350 x 350 ’ P i
6X <0,5 pos
350 x 350 <053 pos 700 x 700

Abbildung 8: Untersuchungen zur Durchfiihrbarkeit von LMD-Analysen basierend auf
Schnittdicke und Schnittgrofe der zu analysierenden Areale. (A) Beispiel eines mikroskopischen
LMD-Bildes des Patientenfalls 5899 7 (nicht Bestandteil der Mutationsanalysen), aus der Archivierung
des BwKrhs Ulm, mit Einzeichnung einer 350x350 pm gro3en Schablone. Anhand solcher
vorgefertigten Schablonen werden aus verschieden dicken Gewebeschnitten verschiedene
Karzinombereiche ausgeschnitten und einer Mutationsanalyse zugefihrt. (B-E) Die Tabellen stellen
die Untersuchungsergebnisse der Analyse von Schnittdicke vs. Schnittgrofie dar. Anhand der
verschiedenen Gewebeschnittdicken von 4 ym (B), 6 ym (C), 8 ym (D), 10 ym (E) werden
entsprechend unterschiedlich grofer Schnittmengen analysiert. Die SchnittgroRen werden anhand
von vorgefertigten Schablonen (vgl. A) realisiert. Die letzten Spalten der Tabellen B-E stellen die
gemessenen DNA-Konzentrationen dar. Mutationsanalysen (mit 10 yl PCR-Produkt) bei denen ein
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Ergebnis (pos) generiert wird, grin unterlegt. Mutationsanalysen bei denen kein Ergebnis (neg)
generiert werden kann, rot unterlegt.

3.2.2 PCR und Pyrosequenzierung der LMD-Proben

Die vorherige Analyse zeigte eine gute Sequenzierbarkeit von Gewebeproben mit
einer Probendicke von 8 um. In diesem Anschlussversuch wurde ausschliefdlich mit
8 um dicken Gewebeschnitten gearbeitet. In diesem Versuchsabschnitt wurden die
Gewebeschnitte mit Schablonen unterschiedlicher Anzahl von 100x100 ym (Abb. 9
D; Gelb), 250x250 pm (Abb. 9 D; Grin) und 350x350 um (Abb. 9 D; Rot) geschnitten,
um eine noch bessere Auflosung der Sequenzierbarkeit zu zeigen. Die entstandenen
Proben wurden anschlieRend einer DNA-Konzentrationsbestimmung, einer PCR-

Analyse und einer Mutationsanalyse unterzogen.

Schnitt- Anzahl DNA-Konz. PCR PCR Schnitt- Anzahl DNA-Konz. PCR PCR
grofe Schablonen [ng/ml] 10 pl 15 pl dicke Schablonen [ng/ml] 10 pl 15 pl
Eo 1x <0,5 neg neg Bo 1x <05 pos pos
o 0
-— o™
E g_ 2x <05 neg neg ] g_ 2x <05 neg neg
o o
o wn
b 3x <05 neg neg ™ 3x <05 neg neg
C 1x <05 neg neg
3x <05 neg neg
5x <05 neg pos
o
kY £ 7X <05 pos pos
Za
) 9x <05 neg pos
©
11x <05 pos pos
13 x <05 pos pos
15 x <05 pos pos

Abbildung 9: Spezifizierung der LMD-Analysen mit einer Schnittdicke von 8 pm zu
unterschiedlichen SchnittgroBen (A-C) Die Tabellen stellen die Ergebnisse der Analyse von
Gewebe mit einer Schnittdicke von 8 um dar. Verwendet wird der Patientenfall 5899 7 (Probe nicht
Bestandteil der Mutationsanalyse), aus der Archivierung des BwKrhs Ulm. Durch die Verwendung von
verschieden groRen Gewebeschablonen von 100x100 um (vgl. (D) in Gelb) (B), 250x250 um (vgl. (D)
in Grin) und (C) 350x350 uym (vgl. (D) in Rot) wurden unterschiedliche Anzahlen an Schablonen
hinsichtlich der Durchfiihrbarkeit von Mutationsanalysen analysiert. Die einzelnen Schablonen und
das Grolenverhaltnis zum Gewebe sind in (D) dargestellt. Die letzten beiden Spalten (PCR 10 pl und
PCR 15 pl) der Tabellen A-C stellen die eingesetzten DNA-Mengen als Template fiir die PCR-Analyse
dar. Die Mutationsanalysen mit positiven Ergebnissen (pos) sind griin unterlegt und rot bei Analysen,
in denen kein Ergebnis (neg) generiert werden kann. Der Ldngenmalfstab in (D) betragt 400 ym.

Aquivalent zu den Ergebnissen in Kapitel 3.2.1.2 wurden in allen untersuchten
Ansatzen nach DNA-Extraktion (Abb. 8 A-C) keine messbaren DNA-Konzentrationen
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gemessen. Alle Ansatze lagen unterhalb der Detektionsgrenze von 0,5 ng/ml. Dies
bedeutete, dass in der nachfolgenden PCR 5 ul der unbekannten Konzentration als
DNA-Input geladen wurde (Kap. 2.12.3.1). Im Anschluss an die DNA-Isolierung
wurden zwei verschiedene Ansatze fir die Pyrosequenzierung gewahlt. Im ersten
Sequenzierungsansatz wurde eine Menge von 10 uyl DNA-PCR-Produkt an die
Sepharose-Beads gekoppelt. Dies entsprach der identischen DNA-Menge, wie sie in
den Routineanalysen und im Versuchsteil 3.2.1.2 eingesetzt wurde. In einem zweiten
Versuchsansatz wurden 15 ul der PCR-DNA gekoppelt und sequenziert. Bei dem
Ansatz der 100x100 Schablone (Abb. 8 A) konnten weder bei Verwendung von 10 pl
noch 15 pl PCR-Produkt Ergebnisse in der Pyrosequenzierung generiert werden.
Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch fir den Versuchsansatz mit einer 250 x 250
pm Schablone. Jedoch zeigte sich, dass fur die geringste Gewebemenge von 1x
(250x250 pm) eine positives Sequenzierungsergebnis zu finden war, wahrend 2x und
3x (250x250 pm) weder fir 10 pl noch 15 puyl PCR-DNA ein
Pyrosequenzierungsergebnis hervorbrachte (Abb. 9 B; PCR 10 und 15 pl). Die
Ergebnisse der 350x350 um Versuche zeigten, dass in der Analyse mit 15 ul PCR-
Produkt mehr positive Sequenzierungsergebnisse auftraten als in Ansatzen mit 10 pl
PCR-Produkt (Abb. 8 C; PCR 15 ul). Bei der Verwendung von 5x und 9x 350x350 um
konnten Ergebnisse detektiert werden, wahrend die Verwendung von 10 ul ein

negatives Ergebnis zeigte (Abb. 8 C).

3.3 Untersuchung der Proben liber Lasermikrodissektion

Im Anschluss an die Vorversuche, sollten nun zwei bereits in der Routine
aufgearbeitete Patientenfalle (Kap. 3.1.1; Fall 1: 6880 und Kap. 3.1.3; Fall 3: 6978)
mithilfe der Lasermikrodissektion untersucht werden. Das Ziel dieses
Untersuchungsansatzes war es herauszufinden, ob sich die gefundenen
Mutationsergebnisse der Vorversuche in den LMD-Ansatzen bestatigen lassen.
Zusatzlich sollte die Arbeitshypothese Uberprift werden, ob man durch die Analyse
von kleineren Gewebearealen innerhalb eines grof3en Tumorbereichs weitere
distinkte und bisher noch nicht identifizierte Mutationen feststellen lassen, die in einen
Routineansatz nicht detektiert werden konnten. Durch die gesammelten Ergebnisse
der Vorversuche zu Schnittdicke und Schnittgrole fur eine LMD-PCR-

Pyrosequenzierung (siehe 3.2.1.+ 3.2.2) wurde unter der Annahme, dass die
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Verwendung von dickeren Gewebeschnitten und gréReren Gewebeflachen zu
quantitativ und qualitativ besseren PCR- und Pyrosequenzierungsanalysen flhrte,
mit einer Gewebedicke von 8 ym und einer maximal moglichen Gewebemenge durch
das Schneiden von mehreren aufeinanderfolgenden Objekttragern weitergearbeitet.

Zusatzlich wurde nach PCR mit einem PCR-DNA-Produkt von 15 ul weitergearbeitet.

3.3.1 Patientenfall 1: 6880

Die Vorergebnisse der Routineuntersuchung (Kap. 3.1.1.) zeigten in der
Routineanalyse ein homogenes Mutationsmuster einer Punktmutation im KRAS
Codon 12/13 mit einem Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin (G12R) mit
Mutationsfrequenzen von 8,9% in Block 15 und 40,5% in Block I6. In der betrachteten
Probe 6880 Block 17, konnte im Rahmen der Routinediagnostik eine Frequenz von
46,5 % festgestellt werden. In den untersuchten Codons KRAS 61 und BRAF 600
des gleichen Gewebeblocks zeigten sich Wildtypsequenzen. In einer Rektumbiopsie
der Gewebeprobe 6487 zeigten sich Anteile eines invasiv wachsenden
Adenokarzinoms. Alle getesteten Proben der Routineuntersuchung, in KRAS, NRAS
und BRAF wiesen Wildtypsequenzen auf. Auch bei der Analyse eines
metastasensuspekten Rundherds in der Leber (Probe 6407) konnten ausschlief3lich
W1t-Sequenzen detektiert werden. Durch die Entdeckung differenter Mutationsmuster
zwischen den Adenokarzinomen des Sigmas, Rektums und der Leber wurden die
Proben 6880 15, 16 und 18 des Sigmaresektats auf weitere Mutationen der RAS-/RAF-
Gruppe mit dem Routinediagnostikweg aufgearbeitet. Es zeigte sich eine zusatzliche
Mutation im NRAS Codon 146 mit einer Mutationsfrequenz von 10,9 % und einem
Aminosaureaustausch von Alanin zu Threonin (A146T). In der mikroskopischen
Begutachtung des Sigmaresektats (Patientenfall 1: Schnittfolge 6880 1) zeigte sich
ein  zirkumferentiell ~wachsendes  Adenokarzinom  mit  oberflachlichem
pluriglandularen Wuchsmuster und zur Tiefe hin dominierender muzindser Anteile.
Durch eine Aufarbeitung der Patientenproben 6880 15, 16 und I8 mit dem Verfahren
der LMD-PCR-Pyrosequenzierung sollte geklart werden, ob sich die Mutation im
Codon NRAS 146 auch in anderen Schnittfolgen wiederfindet und ob sich die
differenten Mutationsmuster in morphologisch unterschiedlichen Bereichen des

Adenokarzinoms (glanduldr vs. muzinds) nachweisen lie3en.
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3.3.1.1 688015

Die  mikroskopische  Betrachtung der  angefertigten = Hamalaun-Eosin-
Ubersichtsaufnahmen des Patientenfalls 6880 |15 (Abb. 10 A) zeigten ein konvex
geformtes Gewebepraparat eines Sigmaresektats, welches zum einen aus tiefen
Krypten und zum anderen aus transparent-wabenartig aussehenden muzinosen
Anteilen aufgebaut war. Im unteren Anteil des Gewebeschnitts lagen groRflachig
Areale mit einem pluriglanduldren Wuchsmuster (Abb. 10 A: Ubersichtsaufname
gruner Kasten; Abb. 10 C: glandulare Anteile des Karzinoms). Angrenzend am
glanduladren Anteil befanden sich im oberen Abschnitt des Gewebeschnitts
transparent anmutende Bereiche eines muzindésen Karzinoms (Abb. 10 A:

Ubersichtsaufnahme roter Kasten; Abb. 10 B: muzindse Anteile des Karzinoms).

688015

| ndl ::‘"" # * : iy . »‘: —.5 : o ﬁ’f
Abbildung 10: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-Schnitte zum Fall 1: 6880; Probe
I5. (A) Ubersichtsdarstellung des 8 um dicken HE-Schnitt zu 6880 15, welcher muzindse als auch
glandulare Areale enthalt. Der rote Rahmen kennzeichnet den Bereich aus (B). Der griine Rahmen
kennzeichnet den Bereich aus (C). (B) VergroRerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten
muzinésen Tumorareals. (C) Vergrollerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten glandularen
Tumorareals. Die Ubersichtsaufnahmen enthalten keinen GréenmaRstab.
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Abbildung 10 A und B stellen die nativen Gewebeschnitte dar. Die Abbildungen
zeigen in Abb. 10 A ein muzindses und in Abb. 10 B ein glandulares Wuchsmuster
des CRC. Unter mikroskopischer LMD-Kontrolle erfolgte die Auswahl der glandularen
Bereiche (Abb. 11 B') und der muzinésen Bereiche (Abb. 11 A'). Alle sichtbaren
Drisenformationen innerhalb der Areale wurden unter Aussparung des umgebenden
Stromagewebes ausgeschnitten (Abb. 11 A" und B"). Die Analyse der
Mutationsmuster erfolgte getrennt auf alle Codons von KRAS, NRAS und BRAF (Tab.
29). Fur die oben beschriebene Analyse wurden als muzinéses Areal sechs und als
glandulares Areal funf aufeinanderfolgende Gewebeslides geschnitten und

analysiert.
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nativ

eingezeichnet

ausgeschnitten

Abbildung 11: Gewebegenerierung zur Mutationsanalyse von KRAS, BRAF und NRAS durch
das LMD-Mikroskop fiir den Patientenfall 6880 15. Beispielhafte Darstellung der nativen, noch nicht
geschnittenen mukdsen (A) und glandularen Tumorareale (B) aus dem Fall 1: 6880; Probe 15. Zur
Gewebegenerierung werden aus 8 pm dicken HE-Schnitten die jeweiligen muzinésen (Af) oder
glandularen Tumorareale (B‘) eingezeichnet und geschnitten. A*“ und B*‘ zeigen die Bereiche, die zur
Mutationsanalyse ausgeschnitten werden. Um ausreichend Gewebematerial fur die PCR-Analyse zu
sammeln, werden entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens, mehrere Bereiche auf 3-6
verschiedenen Gewebeschnitten kollektiert. Der Gréflenmalstab entspricht 400 um.

Eine vergleichende tabellarische Ubersicht der Routineergebnisse und LMD-PCR-

Pyrosequenzierung ist in Tab. 29 dargestellt. Die Routinediagnostik der Probe 6880

I5 zeigte eine Punktmutation im KRAS-Gen des Codons 12/13 mit einer

Mutationsfrequenz von 8,9 %. Bei der detektierten Mutation handelte es sich um

einen Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin. Es wurden keine weiteren
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Mutationen identifiziert. Innerhalb der muzinésen Areale konnten keine Mutationen
fur KRAS, NRAS und BRAF festgestellt werden. Die Ergebnisse der LMD-Analysen
waren different zu den Ergebnissen der Routine-Analyse. Die Untersuchung der
glandularen Areale mittels LMD zeigte wie die muziosen Areale keine Mutation im
KRAS Codon 12/13 (G12R). Im LMD-Ansatz zeigte sich jedoch eine neuaufgetretene
potenzielle low-level-Mutation fir das NRAS Codon 146, welches in der
Routinediagnostik nicht identifiziert werden konnte. Die gefundene NRAS-Mutation
war mit einer Frequenz von 7,2 % (Tab. 29: 6880 15 glandular, PLLM grin unterlegt)
die einzige Mutation, die in den analysierten Gewebeproben der Schnittabfolge 6880

15 identifiziert werden konnte.

Tabelle 29: Tabellarische Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und NRAS
durch Pyrosequenzierung des Falls 1: 6880; Probe 15. Getestet wurden die Gewebeproben gegen
KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (grin unterlegt).
Routine: Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Pyrosequenzierung, die durch
Routineverfahren (Kapitel 3.1.1.) gewonnen wurden. LMD: Tabellarische Auflistung der LMD-
Pyrosequenzierungsergebnisse. Innerhalb des Gewebeschnitt 6880 |5 werden muzindse gegen
glandulare Bereiche analysiert und miteinander verglichen. Dargestellt sind potenzielle Low-level-
Mutationen (griine Schrift) und Wildtypsequenzen (schwarze Schrift).

orobe KRAS BRAF NRAS
12/13 | 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 12113 | 61 ] 59 | 117 | 146
()
= 8.9
£ | 688015 O Lwe [ we | owe | owe | owe | owe | owe | wie | owe | owe | ow
3 G12R
(14
683015 1 wve lwe [ wie | we [ we | owe [ na| owe [ we | owe [ owe | owe
Muzinos
o
= PLLM
6880 15 72
o8O Lowe [ we | we | owe [ owe | owe | owe | owe [ we | owe | owe |08
T

3.3.1.2 688016

Die mikroskopische Betrachtung der HE-Ubersichtsaufnahmen (Abb. 12 A) zeigte ein
langlich geformtes Sigma-Gewebepraparat mit tiefen Krypten und groRflachig
imponierenden Anteilen eines kolorektalen Adenokarzinoms. Prominent zeigten sich
grofl¥flachige Anteile eines pluriglanduldren Adenokarzinoms (Abb. 12 A:
Ubersichtsaufnahme griiner Kasten; Abb. 12 C: glanduldres Anteile des Karzinoms).
In direkter Umgebung zu den glandularen Anteilen zeigte sich zur Tiefe hin ein
Wuchsmuster mit mukdésem Phanotyp (Abb. 12 A: Ubersichtsaufnahmen roter

Kasten; Abb. 19 B: mukdse Anteile des Karzinoms).
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688016

el 3 X . . .

Abbildung 12: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-Schnitte zum Fall 1: 6880; Probe
I 6. (A) Ubersichtsdarstellung des 8 um dicken HE-Schnitt zu 6880 | 6, welcher muzindse als auch
glandulare Areale enthalt. Der rote Rahmen kennzeichnet den Bereich aus (B). Der grine Rahmen
kennzeichnet den Bereich aus (C). (B) VergroRerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten
muzinésen Tumorareals. (C) Vergrolkerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten glandularen
Tumorareals. Ubersichtsaufnahmen enthalten keinen GréenmaRstab.

Die Abbildung 13 A und B stellen die nativen Gewebeschnitte vor Einzeichnung der
Areale dar. Dabei zeigt Abbildung 13 A ein muzindses und die Abbildung 13 B ein
glandulares Wuchsmuster. Unter mikroskopischer LMD-Kontrolle erfolgte die
Auswahl der Bereiche fur die einzelnen Areale (Abb. 13 A' und B'). Alle sichtbaren
Drisenformationen, unter Aussparung des umliegenden Stromas, wurden
ausgeschnitten (Abb. 13 A", B" und C"). Die Analyse der einzelnen RAS-RAF-
Mutationsmuster erfolgte getrennt auf KRAS, NRAS und BRAF.
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Abbildung 13: Gewebegenerierung zur Mutationsanalyse von KRAS, BRAF und NRAS durch
das LMD-Mikroskop fiir den Patientenfall 6800 16. Beispielhafte Darstellung der nativen, noch nicht
geschnittenen muzinésen (A) und glandularen Tumorareale (B) aus dem Fall 1: 6880; Probe 16. Zur
Gewebegenerierung werden aus 8 um dicken HE-Schnitten die entsprechenden muzindsen (A‘) oder
die glanduldren Tumorareale (B‘) eingezeichnet und geschnitten. A* und B** zeigen die Bereiche, die
zur Mutationsanalyse ausgeschnitten werden. Um ausreichend Gewebematerial fir die PCR-Analyse
zu sammeln, werden entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens, mehrere Bereiche auf 3-6
verschiedenen Gewebeschnitten gesammelt. Der GréRenmalistab entspricht 400 pm.

Die Ergebnisse von Routinediagnostik und LMD-PCR-Pyrosequenzierung sind der
Tabelle 30 zu entnehmen. Fur die Untersuchung wurde sowohl fir das muzindése
Areal als auch fur das glandulare Areal drei aufeinanderfolgenden Schnittfolgen

geschnitten und aufgearbeitet. Die Routinediagnostik der Probe 6880 16 zeigte eine
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Punktmutation (Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin) im KRAS-Gen des
Codons 12/13, mit einer Mutationsfrequenz von 40,5 %. Die KRAS G12R Mutation
entsprach einer high-level-Mutation. Zusatzlich zur KRAS-Mutation, wurde eine
NRAS high-level-Mutation detektiert. Die identifizierte NRAS-Mutation mit einer
Frequenz von 10,9 % wurde ebenfalls in der LMD-Analyse des Gewebepraparats
6880 15 (vgl. Tab. 29), aber nicht in der Routineanalyse desselben Gewebeblocks
detektiert. Mutationen in anderen Protoonkogenen waren nicht zu identifizieren. Im
Vergleich mit der Routinediagnostik, zeigte die LMD-Analyse von 6880 16 (muzinds)
keine Mutation fir NRAS A146T (Tab. 30: Routine vs. LMD). Jedoch fand sich die
aus der Routinediagnostik bekannte KRAS G12R Mutation. In der muzindésen
Schnittanalyse zeigte die G12R Mutation mit 41,4 % eine ahnliche Mutationsfrequenz
wie in der Routineanalyse (G12R: 40,5%). Betrachtet man die Ergebnisse fur die
glandularen Tumorareale, zeigten sich zwei verschiedene Mutationen, KRAS G12R
mit 11,6 % und die NRAS A146T Mutation mit 12,9 %. Somit stellte im Schnitt 6880
I6 bei den glandularen Arealen nicht mehr die KRAS-Mutation, sondern die NRAS-

Punktmutation die frequenzfihrende Mutation dar.

Tabelle 30: Tabellarische Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und NRAS
durch Pyrosequenzierung des Falls 1: 6880; Probe 16. Getestet wurden die Gewebeproben gegen
KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (grin unterlegt).
Routine: Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Pyrosequenzierung, die durch
Routineverfahren (Kapitel 3.1.1.) gewonnen wurden. LMD: Die Tabelle listet die Ergebnisse der
Pyrosequenzierung auf, die mittels LMD generiert wurden. Innerhalb des Gewebeschnitts 6880 16
wurden muzinése gegen glandulare Bereiche untersucht und miteinander verglichen. Dargestellt sind
getestete High-level-Mutationen (rote Schrift), und Wildtyp-Sequenzen (schwarze Schrift).

Probe KRAS BRAF NRAS
12/13 | 61 | 59 | 117 [ 146 | 600 | 464 | 12/13 | 61 [ 59 [ 117 | 146
g
s 40,5 10,9
3 6880 16 G12R Wt [ WE| Wt | Wt Wt Wit Wt | Wt | Wt | Wt A146T
14
6880 16 41,4
g Muzinés | G12R Wt [ WE | Wt | Wt Wt | NA[ Wt | Wt [ Wt [ Wt Wit
|
6880 16 11,6 12,9
Glandulir | G12R Wt [ Wt | Wt | Wt Wit Wi Wt | Wt | Wt | Wt A146T

3.3.1.3 688018

Die Ubersichtsaufnahmen (Abb. 14 A) des Patientenfalls 6880 I8 zeigten ein
keulenférmig ausgezogenes Sigmaresektat. Im rechten Bildbereich zeigten sich

kryptenférmige Einziehungen mit tumorfreiem Epithel und Lamina propria. In der
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Submucosa zeigten sich Gefallanschnitte. Der linke Bildbereich des HE-
Gewebeschnitts zeigte ein Tumorwachstum eines pluriglandularen Adenokarzinoms
(Abb. 14 A: Ubersichtsaufnahme mit hell- und dunkelgriinem Kasten; Abb. 21 B und

C: zwei raumlich getrennte Areale eines glandularen Adenokarzinoms).

B
688018

C

| R . ~ R |
Abbildung 14: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-Schnitte zum Fall 1: 6880; Probe
18.

(A) Ubersichtsdarstellung des 8 um dicken HE-Schnitts zu 6880 18, welcher Areale eines glandularen
Tumorwachstums enthalt. Der hellgriine Rahmen kennzeichnet den Bereich der in (B) vergrofiert
dargestellt ist. Der dunkelgriine Rahmen kennzeichnet den Bereich der in (C) vergrofiert dargestellt
ist. (B) VergrofRerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten mikroglanduldren Tumorareals,
definiert als Areal 1. (C) VergroRerte Aufnahme eines beispielhaft dargestellten makroglandularen
Tumorareals, definiert als Areal 2. Ubersichtsaufnahmen (A-C) enthalten keinen Gré3enmafstab.

Ty

Die Abbildungen 15 A und B stellen die nativen Gewebeschnitte der glandularen
Areale dar, mit mikro- und makroglandularem Wuchsmuster. Unter LMD-Kontrolle
erfolgte die Auswahl der einzelnen Bereiche (Abb. 15 A', und B'). Alle sichtbaren
Drusenformationen innerhalb der Areale wurden ausgeschnitten (Abb. 15 A", B" und
C"). Es wurde darauf geachtet ausschliel3lich Tumordrisen zu schneiden und
umliegendes nicht-tumordses Areal auszusparen. Die Mutationsanalyse erfolgte flr
alle KRAS-, NRAS- und BRAF-Codons. Der oben beschriebene Vorgang wurde flr
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Areal 1 in vier und flr das Areal 2 in sechs aufeinanderfolgenden Schnittpraparaten

wiederholt.

Makroglandular

nativ

eingezeichnet

ausgeschnitten

% e == | NearTae. R e—
Abbildung 15: Gewebegenerierung zur Mutationsanalyse von KRAS, BRAF und NRAS durch
das LMD-Mikroskop des Patientenfalls 6880 18. Beispielhafte Darstellung der nativen Tumorareale
von zwei benachbarten Bereichen eines glanduldren Adenokarzinoms (A & B) aus dem Fall 1: 6880;
Probe 18. Zur Gewebegenerierung werden aus 8 um dicken HE-Schnitten eines mikroglandularen
Areal 1 (A‘) und ein makroglandularen Tumorareal 2 (B‘) eingezeichnet und geschnitten. A* und B*
zeigen die Bereiche, die zur Mutationsanalyse ausgeschnitten werden. Um ausreichend
Gewebematerial fiir die PCR-Analyse zu sammeln, werden entsprechend des oben beschriebenen
Vorgehens, mehrere Bereiche auf 3-6 verschiedenen Gewebeschnitten gesammelt. Der
Groflenmalistab entspricht 400 pm.
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Die Ergebnisse von Routinediagnostik und LMD-PCR-Pyrosequenzierung sind der
Tabelle 31 zu entnehmen. Sowohl in der Routine- als auch der LMD-Diagnostik
waren keine Punktmutationen des KRAS Codons 12/13 vorhanden. Eine Analyse des
NRAS-Gens zeigte in beiden analysierten Arealen (Mikro- und Makroglandular) eine
Mutation im Codon 146, welche in der Routineanalyse der identischen Probe nicht
zu finden war (vgl. Tab. 31: Routine). Im mikroglandulédren Areal wurde eine
potenzielle low-level-Mutation A146T mit einer Frequenz von 6,0 % festgestellt. Das
makroglandulare Areal zeigte eine high-level-Mutation mit einer Frequenz von 9,1 %
des gleichen Codons A146T. Die identifizierten NRAS-Mutationen konnten bereits in
den zuvor analysierten LMD-Gewebepraparaten der Proben 6880 15 und 16 (Tab. 29
& 30) in den glandularen Arealen detektiert werden. Eine KRAS G12R-Mutation, wie
in den mukdsen und glandularen Bereichen der Probe 6880 16, liel® sich hingegen
nicht feststellen. Auch weitere Mutationen in anderen Protoonkogenen des KRAS-,
NRAS- und BRAF-Genabschnitts waren nicht zu identifizieren.

Tabelle 31: Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS (blau), BRAF (rot) und NRAS
(griin) durch Pyrosequenzierung des Falls 1: 6880; Probe 18. Getestet werden die Gewebeproben
gegen KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (griin unterlegt).
Routine: Die Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Routineanalyse (Kapitel 3.1.1.). LMD:
Tabellarische Auflistung der LMD-Pyrosequenzierung. Innerhalb des Gewebeschnitts 6880 18 werden
zwei unterschiedliche glandulare Areale (Glandular 1 und 2) definiert, die gegeneinander analysiert
und verglichen werden. Dargestellt sind getestete High-level-Mutationen in roter, potenzielle Low-
level-Mutationen (PLLM) in griiner und Wildtypsequenzen in schwarzer Schrift.

KRAS BRAF NRAS
Probe 11?,)’ 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 11";’ 61 | 59 | 117 | 146
2
S| essots | we | we | we | we | we [ we | owe | we lwe | we fwe|owe
14
6880 18 PLLM
Mikro- | Wt | we | we [ we [ we | we [ na | we | owe | we [ we | 60
g glandular A146T
= [ 688018 o1
Makro- | Wt | wt | we [ we [ we | we | owe | owe | owe [ owe [ owe |2
- A146T
glandular

3.3.2 Patientenfall 1: Vergleichende Ubersichtsdarstellung

Eine Zusammenfassung der Betrachtung der Routine- und LMD-Ergebnisse zum
Patientenfall 6880 und den aufgearbeiteten Gewebebldocken 15, 16 und I8 (Tab. 32)
zeigte ein inhomogenes Mutationsmuster in den getesteten Gewebebldcken. In der

Routinediagnostik zeigte sich eine KRAS HLM im Codon 12/13 (G12R) mit einem
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Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin. Lediglich in einer der drei untersuchten
Gewebeblocke war eine Minor-Mutation im NRAS Codon 146 (A146T) mit einem
Austausch von Alanin zu Threonin zu finden. Im Gewebeschnitt 6880 I8 zeigte sich
im Gegensatz zu den zuvor analysierten Gewebeblécken weder eine KRAS- noch
eine NRAS-Mutation. Auch die in der Routineanalytik untersuchten Adenokarzinome
des Rektums (6487) oder der Lebermetastasen ergaben keinen Hinweis auf eine
Mutation im KRAS- oder NRAS-Genabschnitt und zeigten in allen analysierten
Mutationssequenzen eine Wildtypsequenz (Wt). Nach Feststellung der
Inhomogenitat wurden alle in der Routineanalyse untersuchten Gewebebldcke (15, 16
und 18) erneut durch das Verfahren der LMD-PCR-Pyrosequenzierung analysiert
(Abb. 16). Einige Besonderheiten der getesteten Analysen sind zusammenfassend
in Tabelle 32 und Abbildung 16 hervorgehoben. Im Schnitt 6880 I8 konnten keine
muzindsen Anteile des Adenokarzinoms detektiert werden, daher wurden zwei
verschiedene glandulare Areale untersucht. Die Ergebnisse der LMD-PCR-
Pyrosequenzierung stellten, wie die Ergebnisse der Routineuntersuchung, ein
inhomogenes Mutationsmuster dar. In den Analysen der Probe 6880 15, muzindse
und glandulare Areale, sowie 6880 18, in beiden glandularen Arealen, konnten keine
Punktmutationen im KRAS 12/13 Genabschnitt festgestellt werden. Ausschlielich im
Gewebeblock der Probe 6880 16, konnte die G12R Mutation sowohl im muzindsen
als auch glandularen Areal detektiert werden. Die Mutationsfrequenz des muzindsen
Areals entsprach ungefahr der Routineanalyse im identischen Gewebeblock
(Routinediagnostik: 40,5 %, LMD-Diagnostik mukoses Areal: 41,4 %). Das glandulare
Areal zeigte in 6880 16 eine niedrige Mutationsfrequenz von 11,6 % (Tab. 32: LMD-
PCR-Pyro:6880 16 G).
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Tabelle 32: Gesamtdarstellung der Ergebnisse von Routine und LMD-PCR-Pyrosequenzierung
zum Fall 1: 6880 15, 16 und 18. Getestet wurden die Gewebeproben gegen KRAS (blau unterlegt),
BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (griin unterlegt). Dargestellt sind getestete
High-level-Mutationen (rote Schrift), potenzielle Low-level-Mutationen (griine Schrift) und Wildtyp-
Sequenzen (schwarze Schrift). Muzinése Proben (M: mit mikro (Mi)- und makroglandular (Ma)), die
mit der LMD-Methode untersucht wurden, sind orange unterlegt, glandulare Proben (G) in braun
unterlegt. Proben, mit denen keine Analyse durchgefiihrt wurde, sind mit N/A markiert.

orobe KRAS BRAF NRAS
1213 [ 61 | 51 | 117 [ 146 | 600 [ 464 | 12113 [ 61 | 59 [ 117 ] 146
6407 wt [ wt [NA] NATNATNATNAT NA TNATNATNAT NA
ca87 wt | wt | wt | we | we | we | owe | owt | owit | wie | owit | owi
2 Wt | Wt | Wt | Wt | WE | WENA[ Wt | Wt | WE | W] Wt
3| essois | B2 [we| we | we | we | owe | we | we | we | owe | owe | wt
[ G12R
o 405 10,9
= 688016 | Lot | W[ We | W [ Wt | We | Wi | Wi [ we [ We | We | e
(18
6880 17 éffR wt |[NA NA TNAL we [NAl na [NnafNnAa Al A
6880 18 Wt | Wt | we | wt | we | wie | we [ owe [ owe [ owe | owe | owt
M| wt [ we | we [ wt [ we | we [ owe | owe | owe | owie | we | owie
6880
5 PLLM
e G| wt |[wt|wt| wt | wt|wt|wt| wt |wt]|wt|wt]| 72
& A146T
o 414
G | 6880 | M we | we | owe | owe | owe | owe | owte | owe | owe | owe | owt
O G12R
al 'e 11,6 12,9
G O lwt | owe | owe | owe | owe | owe | owt | owe | owie | owe '
= G12R A146T
p ” PLLM
= |68s0 [ g | Wt |wt|wt| wt | wt|wt|we| we | we|wt|wt| 60
| 18 A146T
Mal wi [we | we | we | we|we|we| we | we | we | wel| 2
G A146T

Die in der Routinediagnostik festgestellte NRAS Mutation des Codons 146 (Tab. 32
6880 16 Routine) zeigte sich auch in der LMD-Analyse. In allen untersuchten
Gewebeblocken der LMD-Analyse, zeigte sich eine PLLM fur NRAS 146 (Tab. 32:
LMD-Analyse, 6880 I5: Glandular 7,2 % und 6880 18: Glandular 1 6,0 %) oder eine
HLM (Tab. 32: LMD-Analyse 6880 16 Glandular mit 12,9 % und 6880 18 Glandular 2
mit 9,1 %). Somit lasst sich ausschlieBlich in den glandular (G) differenzierten
Gewebearealen eine NRAS-Mutation feststellen (Abb. 23). Dabei ist hervorzuheben,
dass im Gewebeschnitt 6880 16 glandular (G) die héchste Mutationsfrequenz von
A146T mit 12,9 % festgestellt wurde und dies auch dem Gewebeblock entsprach, der
in der Routineanalyse die Mutation enthielt. In den muzindsen (M) Arealen konnte
hingegen keine NRAS-Mutation festgestellt werden (Abb. 16). Schlussfolgernd ergab
die Analyse der Patientenprobe eine heterogene Analyse aus Proben mit KRAS-
und/oder NRAS- oder Wildtypsequenz. Die NRAS 146 Punktmutation verteilte sich

homogen auf die glandularen Areale des Adenokarzinoms.
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Patientenfall 1: 6880
Routine LMD-PCR-Pyrosequenzierung
6880: Sigma Muzin Flandul'aﬂ Glandular 2
15 . .
iGUR 89% Wt-Sequenz @@ A146T (PLLM)
3 e 7.2%
 » “;_IF"',?‘
6487:Rektum [ i
1Y o 16
.'\. p,
&
@o12Ra05% o
' A146T 8,6% &£10,9% G12R41,4% {@HGI12R11,6%
Wt-Sequenz . . =A146T 12,9%
6407: Leber 18
8 ® .
Wi-Sequenz
wt @ r467 (PLLM) @ A146T 9,1%
Wt-Sequenz 6.0%
Seq . KRAS 12/13 (G12R . KRAS 12/13 (G12R)
@ rrasias (aras) | @ NRAS 146 (A146T)

Abbildung 16: Ubersichtsdarstellung der vergleichenden Analysen von Routinediagnostik und
LMD-PCR-Pyrosequenzierung des Patientenfalls 1: 6880. Abgebildet sind die Lokalisationen des
Primarius (Sigmakarzinom: 6880 15, 16 und I18) und der Tumormanifestation im Rektum (6487) und der
Leber (6407). In der linken Bildhalfte sind die Ergebnisse der Routineanalysen dargestellt. Die
herausvergrofRerten, verschiedenfarbigen Zellen (blau, grin und braun) stellen verschiedenen
Tumorzellen unterschiedlicher Entitat an differenten Stellen des Tumors dar. Die RAS-Mutation KRAS
12/13 ist in blau, NRAS 146 Mutationen in grin und Zellen mit Wildtypsequenz (Wf) ohne
nachweisbare RAS-/RAF-Mutation in braun dargestellt. Die dargestellten Zahlen unterhalb der
Tumorabbildungen stellen die Mutationsfrequenzen in Prozent [%] dar, die fir die KRAS 12/13
Mutation (Routine: blaue Zellen im Gewebeblock 6880 15 8,9 %, 16 40,5 %) und NRAS (Routine: griine
Zelle im Gewebeblock 6880 16 10,9%) gemessen wurden. Die rechte Bildhalfte stellt die Ergebnisse
der LMD-Analysen dar. Die Tumormasse wurde in verschiedene Areale (muzinds vs. glandular)
unterteilt. Die verschiedenfarbigen Zellen (blau, griin und braun) entsprechen denen der linken
Bildseite. Die dargestellten Zahlen unterhalb der Tumorabbildungen stellen die Mutationsfrequenzen
in Prozent [%] dar. KRAS 12/13 Mutation (16: muzinds 41,4 % und glandular 11,6 %); NRAS 146
Mutation (15 glandular: 7,2 %; 16 glandular: 12,9%; I8 glandular 1: 6,0 % und glandular 2: 9,1 %).
Created with BioRender.com.

3.3.3 Patientenfall 3: 6978

Die Vorergebnisse der Routineuntersuchung (Kapitel 3.1.3.) zeigten ein homogenes
Mutationsmuster mit einer Punktmutation im KRAS Codon 12/13 in allen analysierten
Proben. Anhand dieser Vorversuche waren keine weiteren Punktmutationen in
anderen KRAS, NRAS und BRAF Codons zu detektieren. Fur den Patientenfall 3:
6978 war zu klaren, ob es verglichen mit der Routinemethode, zu einer
durch LMD-PCR-Pyro kommit.

Maoglicherweise konnte es bei der singularen Betrachtung einzelner Areale im

Aufkonzentrierung der Mutationsfrequenzen
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Tumorbereich zum Auftreten unterschiedlicher Mutationsfrequenzen kommen.
Nachfolgend wurden alle bisher untersuchten Bereiche (6978 113, 6978 115 und 6978
[I18) in einzelnen Arealen erneut untersucht und hinsichtlich ihrer Mutationen

analysiert.

3.3.31 6978 11 3

Zur Aufarbeitung des Patientenfalls 6978 113 wurden zu Beginn mit Hilfe des
Wasserrutschenmikrotoms 8 upm dicke Schnitte angefertigt, die auf spezielle
Objekttrager des Lasermikrodissektionsmikroskops Ubertragen und mittels
Hamalaun-Eosin Handfarbung eingefarbt wurden. Unter mikroskopischer
Betrachtung der gefertigten Ubersichtsaufnahmen (Abb. 17 A) zeigte sich ein
rechteckig geformtes Gewebepraparat eines Lungenoberlappenteilresektats mit
metastatischen Absiedelungen eines kolorektalen Adenokarzinoms. Prominent lagen
grof¥flachig nekrotische Anteile eines zerfallenen Rektumkarzinoms (Abb. 17 A,
nekrotische Areale mit einem Stern markiert). In direkter Umgebung zu den
nekrotischen Anteilen des Adenokarzinoms zeigten sich zwei raumlich voneinander
getrennte Tumorbereiche mit glandularem Tumorwachstum, imponierend als vitaler
Randsaum (Abb. 17 A: Areal 1 rot gestrichelte Umrandung; Abb. 17 A: Areal 2 grin
gestrichelte Umrandung). Angrenzend an die glandularen Tumorareale fanden sich
Bereiche mit Lungenparenchym, die teilweise einem emphysematdosen Umbau
glichen und entzindliche Infiltrate aufzeigten (Abb. 17 A, B und C: schwarz
gestrichelte Umrandung). Der erhobene histologische Befund passte gut zur
Lungenmetastase eines neoadjuvant therapierten kolorektalen Adenokarzinoms der

Lunge.
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6978113

Abbildung 17: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-

Schnitte zum Patientenfall 3:
6978; Probe 113. (A) entspricht einer Ubersichtsdarstellung des 8 um dicken HE-Schnitt von
Patientenfall 6978 113, welcher zwei verschiedene Tumorareale (B): Areal 1 mit roter Umrandung und
(C): Areal 2 mit griiner Umrandung). Nekrotische Areale sind mit einem (%) markiert. Bereiche mit
nicht-tumorhaltigem Lungenparenchym sind schwarz umrandet und einzelne Bereiche mit einer Raute
(#) markiert. (B) und (C) zeigen beispielhaft vergréRerte Darstellungen der Bereiche die in Bild A
entsprechend farblich markiert. Alle Ubersichtsaufnahmen enthalten keinen GréRenmalRstab.

Die beiden unterschiedlichen Areale des vitalen Adenokarzinoms wurden unter
mikroskopischer Auswahl der Bereiche und Kontrolle mittels LMD geschnitten (Abb.
18 A-A" und Abb. 18 B-B") und getrennt voneinander hinsichtlich ihres
Mutationsmusters durch PCR-Amplifikation und Pyrosequenzierung fur KRAS, NRAS
und BRAF (Abb. 18) untersucht. Bei der Auswahl der zu schneidenden Bereiche der
jeweiligen Areale wurde darauf geachtet, dass mdglichst viel Tumorgewebe und
wenig umliegendes Stromagewebe geschnitten wurde. In Abbildung 18 A' und B' ist
zu erkennen, dass fur die Analyse am LMD alle gewahlten Bereiche handisch
eingezeichnet wurden, um so sicherzustellen, dass maximal viel Tumorgewebe in die
Analyse einging. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis alle sichtbaren
neoplastischen Drisenformationen der Areale ausgeschnitten waren. Die Abb. 18 A"
und B" zeigen beispielhaft die Bereiche 1 und 2 der jeweiligen Areale. Um eine

ausreichende DNA-Menge fur eine erfolgreiche PCR und Pyrosequenzierung
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sicherzustellen, wurden bei den Gewebeschnitten 8 pm dicke Gewebeschnitte
verwendet. Zusatzlich wurde der Schneidevorgang am LMD an neun (Areal 1) und

acht (Areal 2) aufeinanderfolgenden Gewebeschnitten wiederholt.

nativ

eingezeichnet

ausgeschnitten

A\ [ i

Abbildung 18: Gewebegenerierung verschiedener Tumorbereiche zur Mutationsanalyse von
KRAS, BRAF und NRAS durch das LMD-Mikroskop im Patientenfall 3: 6978 Probe Il 3. (A) und
(B) sind beispielhafte Darstellungen von nativen, noch nicht geschnittenen Bereichen aus den
vordefinierten Arealen 1 und 2. Der Bereich 1 (A) entspricht einem Ausschnitt, der im definierten Areal
1 (Abb. 10 B) zu finden ist. (B) entspricht einem Ausschnitt, der im Areal 2 (Abb. 10 C) des Falls 3:
6978; Probe 113 zu finden ist. Zur Gewebegenerierung fur die PCR und die Sequenzierung werden aus
8 um dicken HE-Gewebeschnitten einzelne Bereiche (A') und (B') aus den jeweiligen Arealen 1 und
2 eingezeichnet (rote Linien) und Uber das LMD-Mikroskop geschnitten. (A") und (B") stellen die
Aufnahmen nach der Schnittfihrung durch das LMD dar. Die jeweils zuvor eingezeichneten Bereiche
(rote Linien) wurden exakt ausgeschnitten. Um ausreichend Gewebematerial fiir die PCR-Analyse zu
sammeln, werden entsprechend Uber das oben beschriebene Vorgehen, mehrere der in (A) und (B)
dargestellten Tumorbereiche aus 6 verschiedenen Gewebeschnitten entsprechend Abb. 10 A
gesammelt. Der Grolenmalistab der einzelnen Bilder entspricht 400 pym.

ARG & & q - e 3
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Vergleichende Ergebnisse zwischen Routinediagnostik und LMD-PCR-

Pyrosequenzierung sind in Tabelle 33 zusammengefasst.

Tabelle 33: Tabellarische Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und NRAS
durch Pyrosequenzierung des Falls 3: 6978; Probe 113. Untersucht wurden die Gewebeproben auf
Mutationen von KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (grun
unterlegt). Routine: Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Pyrosequenzierung, die durch
das Routineverfahren gewonnen wurden (Kapitel 3.1.3.). LMD: Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der
Pyrosequenzierung, die mittels LMD-Verfahren generiert wurden. Es wurden zwei verschiedene
Bereiche innerhalb des Gewebeschnitt 6978 I13 untersucht. BRAF 600 der Probe 6978 113 Areal 2
wurde mittels Doppelbestimmung analysiert. Dargestellt sind getestete High-level-Mutationen (HLM,
rote Schrift), potenzielle Low-level-Mutationen (PLLM, grine Schrift) und Wildtyp-Sequenzen (WHt,
schwarze Schrift).

Probe KRAS BRAF NRAS
12/13 [ 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 12/13 | 61 | 59 | 117 | 146
Q
£ 15,5
5| 697813 O ofwe [ we | owt | owe | owe | owe | owe [ wie | owe | owie | owe
3 G12A
(14
6978 113 70,7
Areall Gioa | WE[WE| WE | WE [ Wt | NA| Wt | Wt | Wt | we | we
a PLLM
= 48
6978 113 71,2 V600D
Areal? Gioa | WE[WE| WE | WE [ We | WE | W | W | Wi | wi
5,0
V600D

In der Routinediagnostik der Probe 6978 113 zeigte sich mit einer Mutationsfrequenz
von 15,5 % eine Punktmutation im KRAS-Gen des Codons 12/13, bei der es zu einem
Aminosaureaustausch von Glycin zu Alanin kam. In den beiden separat untersuchten
Arealen konnte entsprechend der Routinediagnostik eine Mutation im KRAS Codon
12/13 festgestellt werden. In beiden analysierten Fallen handelte es sich um dieselbe
Punktmutation, die zu einem Austausch von Glycin zu Alanin fuhrt. Jedoch zeigten
die Ergebnisse der LMD-PCR-Pyro fir die gefundene KRAS Mutation eine hdhere
Mutationsfrequenz. Im untersuchten Areal 1 konnte eine Frequenz von 70,7 % und
im Areal 2 eine Frequenz von 71,2 % festgestellt werden. Im Gegensatz zu den
gefundenen HLM in KRAS 12/13 wurde im Areal 2 neben der KRAS- auch eine
BRAF-Mutation detektiert. Diese BRAF-Mutation hatte einen Aminosaureaustausch
von Valin zu Asparaginsaure zur Folge. Mit einer Detektionsfrequenz von 4,8 %
handelte es sich bei der gefundenen Mutation um eine PLLM im BRAF-Genabschnitt.
Eine zweite unabhangige Untersuchung des BRAF Codons 600 mit LMD-PCR-Pyro
bestatigte die Mutation fir V600D mit einer Mutationsfrequenz von 5,0 % (Tab.33:
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LMD 113 Areal 2). Fur alle anderen untersuchten RAS- und BRAF-Codons konnte

entsprechend der Routinediagnostik jeweils eine Wildtypsequenz detektiert werden.

3.3.3.2 6978 11 5

Die Aufarbeitung des Patientenfalls 6978 115 entsprach jener fir den Patientenfall
6978 II3. Durch das Wasserrutschenmikrotom wurden 8 pum dicke Schnitte
angefertigt und mittels Hamalaun-Eosin Handfarbung eingefarbt. In der
mikroskopischen Betrachtung der gefertigten Ubersichtsaufnahmen (Abb. 19 A)
zeigte sich ein annahernd rechteckig geformtes Gewebepraparat eines
Lungenoberlappenteilresektats mit metastatischen Absiedelungen. Relativ prominent
lagen im unteren Bereich des Gewebeschnittes gro3flachig nekrotische Anteile eines
zerfallenen Karzinoms (Abb. 19 A, nekrotische Areale mit einem Stern markiert).
Oberhalb der nekrotischen Anteile zeigten sich drei raumlich voneinander getrennte
Tumorbereiche unterschiedlicher Grole und Ausdehnung mit glandularem
Tumorwachstum. Die Unterteilung der drei einzelnen Bereiche erfolgte entsprechend
der dargestellten Ubersichtsaufnahme (Abb. 19 A). Dabei stellte sich Areal 1 als ein
grolRes Areal (Abb. 12 A: rot gestrichelte Umrandung), das Areal 2 als vitaler
Randsaum an einen nekrotischen Bereich angrenzend (Abb. 19 A: griin gestrichelte
Umrandung) und Areal 3 als ein Gewebebereich in der oberen Schnittflache (Abb. 19
A: gelb gestrichelte Umrandung) dar. Bereiche mit Lungenparenchym waren sparlich
im Randbereich des Schnittpraparats zu erahnen (Abb. 19 A: schwarz gestrichelte

Umrandung).
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6978115
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Abbildung 19: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-Schnitte zum Fall 3: 6978; Probe
115.

(A) entspricht einer Ubersichtsdarstellung des 8 um dicken HE-Schnitts zu 6978 115, welcher drei
unterschiedliche Areale eines Adenokarzinoms enthalt. Die verschiedenfarbigen Umrandungen in Bild
A markieren jeweils verschiedene Bereiche mit glanduldrem Tumorwachstum, die sich in verschiedene
Zonen innerhalb des Gewebeschnittes aufteilen. Areal 1 entspricht der roten Linie, Areal 2 griin
umrandet und Areal 3 gelb umrandet. Zwei kleine Areale mit Lungenparenchym sind schwarz
umrandet. GroRRe Areale mit nekrotisch zerfallenem Adenokarzinom sind beispielhaft mit einem (%)
markiert.

(B), (C) und (D) zeigen beispielhaft vergrofRerte Darstellungen, aus den markierten Bereichen in Bild
A. Die Ubersichtsaufnahmen enthalten keinen GréRenmafRstab. (B) entspricht Areal 1 und befindet
sich im linken Bereich des Gewebeschnitts und stellt den gréten tumords durchsetzen Anteil dar. (C)
entspricht Areal 2 und befindet sich an der Grenze zum nekrotisch zerfallenen Gewebe. (D) entspricht
Areal 3 und befindet sich an der oberen Schnittkante des Gewebeschnitts. Die Ubersichtsaufnahmen
enthalten keinen GrolRenmalistab.

Die drei Areale des vitalen Adenokarzinoms wurden unter mikroskopischer Auswahl
der Bereiche und Kontrolle mittels LMD geschnitten (siehe Abb. 20 A-A", B-B" und
C-C") und getrennt voneinander hinsichtlich ihrer Mutationsmuster (Tab. 41)
untersucht. Die Auswahl und die Durchfihrung des Schneidevorgangs entsprach
dem Prozedere aus Versuch 6978 113 (Kap. 3.3.1.1). Es wurde darauf geachtet
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madglichst viel tumoréses Drisengewebe und wenig umliegendes Stromagewebe zu
schneiden. Die Abb. 20 A', B' und C' zeigen beispielhaft die gewahlten Bereiche fur
die Analyse. Alle Bereiche wurden handisch eingezeichnet. Alle sichtbaren
Drusenformationen innerhalb der Areale wurden ausgeschnitten (Abb. 20 A", B" und
C"). Der oben beschriebene Vorgang wurde fir Areal 1 viermal, Areal 2 viermal und
Areal 3 bei elf aufeinanderfolgenden Schnittfolgen wiederholt um fur die Analyse

ausreichend Material zu gewinnen.

Bereich 3: aus Areal 3

nativ

eingezeichnet

|

ausgeschnitten
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Abbildung 20: Selektion verschiedener Tumorbereiche zur Mutationsanalyse von KRAS, BRAF
und NRAS durch das LMD-Mikroskop im Fall 3: 6978; Probe II5. In (A), (B) und (C) sind
beispielhafte Darstellungen von nativen, noch nicht geschnittenen Bereichen abgebildet. Der Bereich
1 (A) entspricht dem definierten Areal 1 aus Abb. 12B, Bereich 2 dem Areal 2 aus Abb. 12C und (C)
des Areals 3 aus Abb. 12D des Fall 3: 6978; Probe I15. Zur Gewebegenerierung fur die PCR und
Sequenzierung werden aus 8 um dicken HE-Gewebeschnitten einzelne Bereiche (A'), (B') und (C")
aus den jeweiligen Arealen 1 bis 3 eingezeichnet (rote Linien) und Uber das LMD-Mikroskop
geschnitten. (A" - C") stellen die Aufnahmen nach der Schnittfiihrung durch das LMD dar. Die jeweils
zuvor eingezeichneten Bereiche (rote Linien) wurden exakt ausgeschnitten. Um ausreichend
Gewebematerial fur die PCR-Analyse zu sammeln, werden entsprechend tiber das oben beschriebene
Vorgehen, mehrere der in (A), (B) und (C) dargestellten Tumorbereiche aus 3-6 verschiedenen
Gewebeschnitten gesammelt. Der GréRenmalstab der einzelnen Bilder entspricht 400 um.

Eine Ubersicht der Ergebnisse von Routinediagnostik und LMD-PCR-
Pyrosequenzierung ist in Tab. 34 dargestellt. Die Routinediagnostik der Probe 6978
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[I15 zeigte eine Punktmutation im KRAS-Gen des Codon 12/13 mit einer
Mutationsfrequenz von 18,5 %. Die detektierte Mutation flhrte zu einem
Aminosaureaustausch von Glycin zu Alanin (G12A). Die separat untersuchten
Arealen 2 und 3 zeigten ebenfalls eine Mutation im KRAS Codon 12/13 (G12A). In
beiden analysierten Fallen handelte es sich um dieselbe Punktmutation, bei der es
zum Austausch von Glycin zu Alanin kam. Entsprechend der Ergebnisse des LMD-
Ansatzes in Kap. 3.3.1.1 zeigte die gefundene KRAS Mutation im LMD-PCR-
Pyrosequenzierungsansatz eine hohere Mutationsfrequenz verglichen mit der
Routinediagnostik (Tab. 34). Im untersuchten Areal 2 konnte eine Frequenz von 56,1
% und im Areal 3 eine Frequenz von 100,0 % festgestellt werden. Sowohl im Areal 2
als auch Areal 3 waren keine weiteren Mutationen in RAS- und BRAF-Genen zu
detektieren. Im untersuchten Areal 1 konnte keine Mutation festgestellt werden. Alle
untersuchten DNA-Abschnitte des Tumors in Areal 1 zeigten Wildtyp-Sequenz.

Tabelle 34: Tabellarische Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und NRAS
durch Pyrosequenzierung des Falls 3: 6978; Probe I15. Getestet wurden die Gewebeproben gegen
KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (griin unterlegt).
Routine: Die Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Pyrosequenzierung die durch
Routineverfahren (Kapitel 3.1.3.) gewonnen wurden. LMD: Die Tabelle listet die Ergebnisse der
Pyrosequenzierung auf, die mittels LMD generiert wurden. Es wurden drei verschiedene Bereiche
innerhalb des Gewebeschnitts 6978 115 untersucht. Dargestellt sind getestete High-level-Mutationen
in roter Schrift und Wildtypsequenz in schwarzer Schrift.

Prob KRAS BRAF NRAS
OP€ I™42/13 [ 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 12/13 | 61 | 59 | 117 | 146
()
£ 18,5
£ | 6978115 Solwe [ we | owe | owe [ owe |owe | owt [ we | owe | owe | owne
3 G12A
14
6378 05 1 vy [ wve | we | wie | owe | owe | na | owe | we | owe | owe | owe
Areal 1
S | 697815 | 56,1
= | vealz | oron | W[ W we | owe | owe | owe [owe | we | owe | owe [
6978 115 | 100
Areal3 | Gioa | WElWE| we | we | we | owe | owe [ we| owe [ owe [ owe
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3.3.3.3 6978 11 8

Die Aufarbeitung des Patientenfall 6978 118 entsprach der Aufarbeitung des
Patientenfalls 6978 113 (Kap. 3.3.1.1.) und 115 (Kap. 3.3.1.2.).

Areal 1

6978118 B

Abbildung 21: Mikroskopische Ubersichtsdarstellung der LMD-Schnitte zum Fall 3: 6978; Probe
118.

(A) entspricht einer Ubersichtsdarstellung des 8 uym dicken HE-Schnitt zu 6978 118, welche zwei
verschiedene und raumlich getrennte Areale an den unteren Eckpunkten des Gewebeschnittes
beinhaltet. Die roten (Areal 1) und griinen Linien (Areal 2) markieren die verschiedenen Areale, in
denen sich Bereiche mit glanduldarem Tumorwachstum befinden. Zwei kleine Areale mit bellftetem
Lungenparenchym ist mit einem (4) markiert. Nekrotische Areale sind mit einem (*) markiert.

(B) und (C) sind beispielhaft vergroRerte Darstellungen aus (A). Die Ubersichtsaufnahmen enthalten
keinen Grolkenmalistab.

Die mikroskopische Betrachtung der gefertigten Ubersichtsaufnahmen (Abb. 21 A)
zeigte ein dreieckig geformtes Gewebepraparat eines Lungenteilresektats mit
Metastasen eines vorbekannten Kolonkarzinoms. In den beiden unteren Eckpunkten
des Gewebeschnittes waren zwei Bereiche mit raumlich getrennten Tumorbereichen
eines glandularen Adenokarzinoms unterschiedlicher Groflie dargestellt. Das Areal 1
als groReres der beiden Areale (Abb. 21 A: rot gestrichelte Umrandung, Abb. 21 B:
mikroskopische VergroRerung) war in der Ubersichtsaufnahme im linken Eckpunkt
zu finden. Das Areal 2 bildete ein kleines Areal im rechten Eckpunkt (Abb. 21 A: grin
gestrichelte Umrandung, Abb. 21 C: mikroskopische VergréRerung). Der grofite Teil

des Gewebeschnitts bestand aus nekrotischen Anteilen des Karzinoms (Abb. 21,
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nekrotische Areale mit einem Stern markiert). Unterhalb beider glandularer
Tumorareale schloss sich ein Bereich mit Lungenparenchym an (Abb. 21 A: schwarze

gestrichelte Umrandung, Raute Markierung).
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Abbildung 22: Selektion verschiedener Tumorbereiche zur Mutationsanalyse von KRAS, BRAF
und NRAS durch das LMD-Mikroskop im Fall 3: 6978; Probe 118. In (A) und (B) sind beispielhafte
Darstellungen von nativen, noch nicht geschnittenen Bereichen. Der Bereich 1 (A) entspricht dem
definierten Areal 1 von Abb. 14 B und Bereich 2 von Abb. 14 C des Fall 3: 6978; Probe 118. Zur
Gewebegenerierung fir die PCR und Sequenzierung werden aus 8 um dicken HE-Gewebeschnitten
einzelne Bereiche (A') und (B') aus den jeweiligen Arealen 1 und 2 eingezeichnet (rote Linien) und
Uber das LMD-Mikroskop geschnitten. (A*) und (B") stellen die Aufnahmen nach der Schnittfiihrung
durch das LMD dar. Die jeweils zuvor eingezeichneten Bereiche (rote Linien) wurden exakt
ausgeschnitten. Um ausreichend Gewebematerial fir die PCR-Analyse zu sammeln, werden
entsprechend Uber das oben beschriebene Vorgehen, mehrere der in (A) und (B) dargestellten
Tumorbereiche aus 6 aufeinanderfolgenden Gewebeschnitten (Abb. 22 A) gesammelt. Der
Groflenmalistab der einzelnen Bilder entspricht 400 um.
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Abb. 22 A (Areal 1) und B (Areal 2) stellen die nativen Gewebeschnitte dar, bevor die

Areale am LMD eingezeichnet wurden. Die Abbildungen zeigen ein glandulares

Wuchsmuster des CRC. Unter mikroskopischer Kontrolle im LMD erfolgte die
Auswahl der Bereiche (Abb. 22 A' und B') fur die Areale 1 und 2. Die Auswahl und
die Durchfuhrung des Schneidevorgangs entsprachen dem Prozedere aus den
vorherigen Versuchen (Kapitel 3.3.1.1 + 3.3.1.2). Alle sichtbaren Drusenformationen
innerhalb der Areale wurden ausgeschnitten (Abb. 22 A", B" und C"). Die
Mutationsmuster-Analyse erfolgte getrennt auf KRAS, NRAS und BRAF (Tab. 42).
Der oben beschriebene Vorgang wurde fir Areal 1 in 15 und Areal 2 in 6
aufeinanderfolgenden Gewebeschnitten wiederholt. Der Gewebeblock wurde am
Wasserrutschenmikrotom aufgeschnitten, bis keine vitalen Tumorformationen mehr
auffindbar waren. Alle verfugbaren Tumorareale sind in die Analyse eingegangen.

Ein Nachschneiden von weiteren Gewebeproben war nicht mehr maglich.

Eine vergleichende Darstellung von Routinediagnostik und LMD-PCR-
Pyrosequenzierung ist in Tab. 35 dargestellt. Die Routinediagnostik der Probe 6978
[18 zeigte eine Punktmutation im KRAS Codon 12/13 mit einer Mutationsfrequenz von
20,1 %. Bei der detektierten Mutation kam es zu einem Aminosaureaustausch von
Glycin zu Alanin (G12A). Das untersuchte Areal 1 zeigte entsprechend der
Ergebnisse aus den Vorversuchen eine Mutation im KRAS Codon 12/13 (G12A). In
beiden Fallen handelte es sich um dieselbe Punktmutation. Im LMD-Ansatz zeigte
die gefundene KRAS-Mutation mit einer Frequenz von 99,6 % eine hohere
Mutationsfrequenz verglichen mit der Routinediagnostik (Tab. 35). Im untersuchten
Areal 2 konnten fur BRAF Codon 464 und 600, sowie NRAS Codon 117 wildtypische
DNA-Abschnitte festgestellt werden. Die Pyrosequenzierung lieferte fur das Areal 2
in allen anderen Codons fir KRAS und NRAS-Mutationen keine Ergebnisse. Die flr
die Analyse geschnittenen Gewebeanteile enthielten flr eine vollstandige
Untersuchung von allen RAS- und BRAF-Kits zu wenig DNA. Ein Nachschneiden von
Areal 2 fur einen erneuten Ansatz war aufgrund von fehlendem Gewebe nicht mehr

maoglich.
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Tabelle 35: Tabellarische Darstellung der LMD-Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und NRAS
durch Pyrosequenzierung des Falls 3: 6978; Probe 118. Getestet wurden die Gewebeproben gegen
KRAS (blau unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosaureaustausch (grin unterlegt).
Routine: Die Tabelle zeigt zum Vergleich die Ergebnisse der Pyrosequenzierung die durch
Routineverfahren (Kapitel 3.1.3.) gewonnen wurden. LMD: Die Tabelle listet die Ergebnisse der
Pyrosequenzierung auf, die mittels LMD-PCR-Pyrosequenzierung generiert wurden. Insgesamt sind
zwei verschiedene Tumorbereiche innerhalb des Gewebeschnitt 6978 118 untersucht worden (Areal 1
und 2). Dargestellt sind getestete High-level-Mutationen in roter Schrift und Wildtypsequenzen in
schwarzer Schrift. Im Areal 2 sind Analysen, die kein Ergebnis erbrachten, mit N/R (no result)
gekennzeichnet.

orobe KRAS BRAF NRAS
12113 | 61 | 59 | 117 | 146 | 600 | 464 | 1213 | 61 | 59 | 117 ] 146
Q
£ 20,1
£ | 6978118 Tl we | owe [owe [ owe | owe | owe | owe | owe |owe | owe | owe
3 G12A
(14
6978118 | 99.6
_ TS IS L o w [ we [ we | we | we | we | owe | owe [ owe | we | owe
3
‘f;il"g NR INRINRINRINR| Wt | wt | NR [NR|NR| Wt | NR

3.3.4 Patientenfall 3: Vergleichende Ubersichtsdarstellung

Ein Vergleich von Routineanalysen und LMD-Analysen zum Patientenfall 6878 mit
den Gewebeblocken 113, 115 und 118 (Tab. 36) zeigte eine HLM von KRAS 12/13 in
allen analysierten Gewebeblocken inklusive aller Bereiche, mit Ausnahme von 6978
[I5 Bereich 1. Dabei handelte es sich um eine KRAS-Mutation im Codon 12/13 mit
einer Punktmutation, bei der es zu einem Aminosaureaustausch von Glycin zu Alanin
(G12A) kommt. Einige Besonderheiten der getesteten Analysen sind

zusammenfassend in Tabelle 36 und Abbildung 23 hervorgehoben.
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Tabelle 36: Gesamtdarstellung der Ergebnisse von Routineanalyse und LMD-PCR-
Pyrosequenzierung zum Fall 3: 6978. Getestet wurden die Gewebeproben gegen KRAS (blau
unterlegt), BRAF (rot unterlegt) und NRAS-Aminosdureaustausch (grin unterlegt). Dargestellt sind
getestete High-level-Mutationen in roter Schrift, potenzielle Low-level-Mutationen in griiner Schrift und
Wildtypsequenzen in schwarzer Schrift). Proben, mit denen keine Analyse durchgefiihrt wurden, sind
mit N/A (not available) markiert. Proben der Fallnummer 6978 118, die in der Pyrosequenzierung kein
Ergebnis hervorbrachten, sind mit einem N/R (no result) gekennzeichnet. A1-3 (Areal 1-3) entspricht
den einzelnen untersuchten Arealen.

KRAS BRAF NRAS
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5.5
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6978 48
I3 702 V600D
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3 Az | D02 fwe | we | we | owe [ we | owe | owe | we | owe | we
o 5,0
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In allen vergleichenden Proben der Routine und LMD-PCR-Pyro zeigten die
Analysen, die durch LMD angefertigt und ausgewertet wurden, eine hohere
Mutationsfrequenz fur die G12A-Punktmutation als in der Routine (Tab. 36: Spalte
KRAS 12/13). Teilweise konnte eine bis zu 5-fach hohere Mutationsfrequenz
festgestellt werden (Tab 36: vgl. 6978 115 A3 und 118 A1). Im Bereich des
Gewebeblocks 6978 118 Areal B1 ergab sich eine Differenz der Mutationsfrequenz
von 79,5 Prozentpunkten. Bei der Analyse des Gewebeblocks 6978 115 B3 zeigte sich
eine Differenz von 81,5 Prozentpunkten. Das benachbarte Areal 2 in 6978 115 zeigte
eine Steigerung von 37,6 Prozentpunkten und lag somit bei einer 3-fachen Erh6hung
der Analysewerte durch das LMD-Verfahren. Die analysierten Areale des
Gewebeblocks 113 lagen bei LMD-Methode mit einer Frequenz von 70,7 % (Abb. 23:
113 A1) und 70,2 % (Abb. 23: 113 A2) in einem annahernd gleichen Frequenzmuster.
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In beiden Bereichen des Gewebeblocks 113 A1 und A2 konnte jeweils eine annahernd
4-fache Steigerung erzielt werden. Es konnte eine Steigerung von 55,2
Prozentpunkten fur A1 und 54,7 Prozentpunkte fur A2 gegenuber der Routineanalyse
errechnet werden.

Im Areal 1 des Gewebeschnitts 115 konnte als einziger Bereich keine Mutation im
KRAS-Codon 12/13 festgestellt werden und zeigte wildtypische Sequenzen (Wt) fur
RAS-/ RAF. Fir Proben des Gewebeblocks 6978 118 A2 konnten ausschliel3lich fur
BRAF 600, BRAF 464 und NRAS 117 Analyseergebnisse generiert werden (Tab. 36
und Abb. 23: LMD-PCR-Pyro 6978 118 A2). Fur die restlichen RAS-/RAF-Codons
wurden die erforderlichen DNA-Konzentrationen unterschritten.

Die Probe 6978 113 A2 zeigte in der LMD-Methode, zusatzlich zur bekannten G12A-
Mutation, eine zusatzliche PLLM V600D mit einer Mutationsfrequenz von 4,8 % im
Codon BRAF 600. Zur Klarung der Echtheit dieser Mutation wurde eine von der
vorherigen Analyse unabhangige Wiederholung Uber das LMD-PCR-Pyro-Verfahren
durchgefuhrt. Die Wiederholungsanalyse bestatigte eine PLLM des BRAF Codons
V600D mit einer Mutationsfrequenz von 5,0 %. Diese PLLM konnte weder in der
Routineanalyse des gleichen Gewebeblocks (Tab. 36: Routineergebnisse, Abb. 23:
LMD-PCR-Pyrosequenzierung 6978 113 B2) noch in angrenzenden Gewebeblécken
mittels LMD-PCR-Pyrosequenzierung detektiert werden.
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Patientenfall 3: 6978
Routine LMD-PCR-Pyrosequenzierung

Bereich 1__Bereich 2
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Abbildung 23: Ubersichtsdarstellung der vergleichenden Analysen von Routineanalyse und
LMD-PCR-Pyrosequenzierung des Patientenfalls 6978. Abgebildet ist die metastatischen
Absiedelung im linken Lungenoberlappen (6978: 113-118) eines neoadjuvant therapierten
Kolonkarzinom. In der linken Bildhalfte sind die Ergebnisse der Routineanalysen dargestellt. Die
verschiedenfarbigen Zellen (blau, braun) stellen verschiedene Tumorzellen unterschiedlicher Entitat
an differenten Stellen der Metastase dar. Die RAS-Mutation KRAS 12/13 ist in blau und Zellen mit
wildtypischer Sequenz (Wf) ohne nachweisbare RAS-/RAF-Mutation in braun dargestellt.
Mutationsfrequenzen in Prozent [%] dar, die fur die KRAS 12/13 Mutation (blaue Zelle) durch
Pyrosequenzierung gemessen wurde (Gewebeblock 113 15,5 %, 115 18,5 % und 118 20,1 %). Die rechte
Bildhalfte stellt die Ergebnisse der LMD-Analysen dar. Die Tumormasse wurde in verschiedene
topografische Bereiche (B1-3) unterteilt. Die verschiedenfarbigen Zellen (blau, rot, braun und grau)
stellen verschiedene Tumorzellen unterschiedlicher Entitat an differenten Stellen der Lunge dar. Die
KRAS 12/13-Mutation ist mit blauen, die BRAF 600-Mutation mit roten und die wildtypischen
Sequenzen (W) mit braunen Zellen dargestellt. Bereich 2 aus dem Gewebebloch I8 liefert keine
Ergebnisse fiir KRAS 12/13 und BRAF 600 (Zellen in grau) und ist mit N.R. (no result) gekennzeichnet.
Die dargestellten Zahlen unterhalb der Tumorabbildungen stellen die Mutationsfrequenzen in Prozent
[%] dar, die fiir die KRAS 12/13 Mutation (113: B1 70,7% und B2 70,2 %; 115: B2 56,1 % und B3 100 %;
118: B1 99,6 %) durch Pyrosequenzierung gemessen wurden (Gewebeblock 113 15,5%, 115 18,5% und
118 18,3%) und BRAF 600 Mutation (I3 B2: Doppelbestimmung 4,8% und 5,0%). Created with
BioRender.com.
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4 Diskussion

Die S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom (2020) (Kapitel 9.2.: Initiale
molekularbiologische  Diagnostik  vor  Therapieeinleitung) fordert eine
molekularpathologische Charakterisierung des Mutationszustands von RAS-Genen
(KRAS und NRAS), sowie des BRAF-Gens, moglichst vor Einleitung einer
Erstlinientherapie zur prognostischen Einschatzung und Erhebung pradiktiver
Informationen Uber den Tumor. Die Identifizierung des Mutationsstatus im CRC wird
als notwendige Voraussetzung fir eine optimale Therapie angesehen. In
verschiedenen Studiendesigns, u.a. PRIME und OPUS, konnte retrospektiv
herausgefunden werden, dass Mutationen in KRAS- oder auch NRAS-Codons bei
Verwendung eines anti-EGFR Antikoérpers als Add-on-Therapie zur FOLFOX
Chemotherapie, zu einem signifikant schlechteren progressionsfreien Uberleben
und der Gesamtluberlebensrate fuhren (Douillard et al. 2013; Bokemeyer et al.
2015). Nach Feststellung, dass RAS-Mutationen zu einem fehlenden
Therapiebenefit und folgend zu einem schlechteren Outcome fihren (Liévre et al.
2006; Amado et al. 2008), wurden verschiedene Analyseverfahren fur die Detektion
von Mutationen etabliert. Diese gliederten sich zum einen in verschiedene
gradientenbasierte Elektrophoreseverfahren (Kressner et al. 1998; Hayes et al.
2000; Zhao et al. 2004) und zum anderen in selektive Polymerase-Kettenreaktions-
Verfahren (PCR) (Poehlmann et al. 2007). (Matsunaga et al. 2016) verglichen vier
verschiedene PCR-basierte Analysemethoden miteinander (direkte
Sequenzierungsmethode (Jonker et al. 2007), Luminex xMAP (Khan et al. 2009),
Scorpion-ARMS (Kimura et al. 2006) und Pyrosequenzierung (Ahle et al. 2005)). Es
zeigte sich, dass die Pyrosequenzierung allen Methoden der DNA-
Mutationsanalyse ebenburtig war. Der Vorteil im Einsatz der PCR-
Pyrosequenzierungsmethode liegt in einem kosten- und zeiteffizienten, hoch
sensitiven, hoch spezifischen und reproduzierbaren System mit gutem
Detektionserfolg (Matsunaga et al. 2016). Im Bundeswehrkrankenhaus Ulm werden
zum aktuellen Zeitpunkt alle zu untersuchenden Proben eines CRC mittels PCR und
anschliellender Pyrosequenzierung untersucht. Einer der ersten Schritte in dieser
Arbeit war die Validitdt der Ergebnisse der Routinediagnostik zu untersuchen

(Kapitel 3.1ff.). Zusatzlich konnten die neu erhobenen Mutationsfrequenzen mit den
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bereits bestehenden Frequenzen vergleichen werden und durch weitere
Gewebeblocke des Tumors oder ihrer metastatischen Absiedelungen erganzt
werden. Dies ermdglichte eine erweiterte Kartierung der Mutationsmuster der
analysierten Patientenfalle und diente einer besseren Beurteilung der raumlichen
Verteilung von Mutationen. Eine weitere Methode der Untersuchung hinsichtlich von
Mutationsmustern im CRC stellt das in dieser Arbeit etablierte LMD-PCR-
Pyrosequenzierungsverfahren da. Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein
Mikroskopie-basiertes Verfahren, bei dem einzelne distinkte Tumorbereiche fur die
Analyse separiert und anschlie®end Uber das etablierte Verfahren der PCR und
Sequenzierung von Proto-Onkogenen analysiert werden kdnnen. Einerseits bietet
dieses Verfahrens den Vorteil einer morphologisch stratifizierten Analyse von
Tumorgewebe hinsichtlich verschiedener Tumormorphologien. Andererseits bietet
sich die Chance, die raumliche Verteilung einzelner molekularer Subpopulationen
in einem Tumor zu kartieren und dadurch das Vorliegen maglicher
Tumorheterogenitat zu Uberprufen. Im gegenwartigen Routineverfahren wurden
lediglich makrodissezierte Tumorareale untersucht, bei denen hauptsachlich
Mutationen mit hohen RAS/RAF-Mutationsfrequenzen (HLM) abgebildet wurden.
Ein mdglicher Grund hierfur war, dass Mutationen mit niedrigen Frequenzmustern
(PLLM) aufgrund von zu niedrigen LOD in der extrahierten DNA von grolen
Mutationsfrequenzen der Major-Mutationen Uberschattet und dadurch womadglich

nicht identifiziert werden konnten.

4.1 Etablierung des Lasermikrodissektions-Mikroskops fur
Routineanalysen beim kolorektalen Karzinom

Die Lasermikrodissektionsmikroskopie (LMD) ist eine Methode zur Analyse von
Mutationen bei bestehender Gewebeheterogenitat (Jensen 2013). Dabei wird
Gewebe auf spezielle Objekttrager aufgebracht, die aus einer Polymermembran
bestehen. Im Anschluss werden die Gewebeschnitte mit herkdmmlichen
Farbemethoden histologisch gefarbt und unter mikroskopischer Kontrolle eines
Lichtmikroskops durch einen integrierten UV-Laser geschnitten (Jensen 2013). Dies
ermdglicht die lichtmikroskopische Identifizierung kleiner Gewebeareale mit
spezifischen Zellpopulationen, die selektiv geschnitten und analysiert werden

konnen. Der in das Mikroskop integrierte UV-Laser schmilzt die Polymermembran,
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sodass die auf die Membran aufgebrachten Zellverbande in ein darunter
befindliches Auffangbehaltnis fallen (Jensen 2013). Alle nachfolgenden
Analyseschritte wie DNA-Extraktion, DNA-Amplifikation durch PCR und die
letztendliche Analyse Uber Pyrosequenzierung sind entsprechend verschiedener
etablierter Standardverfahren moglich (Cortes et al. 2015; Poehlmann et al. 2007;
Dufort et al. 2009; Jensen 2013; Maitra et al. 1999). Ein Hauptziel dieser Arbeit war
die Methode der LMD-PCR-Pyrosequenzierung zu etablieren, um die
Routineanalysen mit dem LMD-Verfahren zu vergleichen. Der erste Schritt in der
Etablierung war es herauszufinden, mit welcher Gewebedicke gearbeitet werden
kann. Einerseits sollten die Gewebeschnitte mdglichst dick geschnitten werden, um
die Anzahl der enthaltenen Zellen im Praparat zu erhdhen. Die in den Zellen
enthalte DNA wurde im nachfolgenden Schritt durch DNA-Extraktion aus den Zellen
freigesetzt. Die DNA-Konzentration in den Proben war ein entscheidender Faktor
fur alle nachfolgenden Schritte wie PCR und Pyrosequenzierung, da ohne eine
ausreichende DNA-Menge die nachfolgenden Arbeitsschritte nicht moglich waren.
Verschiedene Arbeitsgruppen postulierten die Verwendung von mehreren
hunderten bis tausenden von Zellen als ausreichend (Bohm et al. 1997; Specht et
al. 2001). Dicke Gewebepraparate verschlechtern die optische Auflésung von
Schnitten in der Mikroskopie, da die histologische Darstellung von Gewebegrenzen
verstreicht und dies zu einer detailarmeren Darstellung fuhrt. Dunne
Gewebepraparate garantieren eine detailreiche Auflosung in der Mikroskopie,
generieren jedoch auch geringere DNA-Mengen fir die nachfolgenden
Analyseverfahren (Coope et al. 2021). Die Austrocknung der Gewebeschnitte auf
den LMD-Objekttragern, da kein Eindeckmedium und Deckglaser verwendet
werden, fuhrt im Allgemeinen zu einer schlechteren optischen Auflosung der
einzelnen Gewebeschnitte (Fend et al. 2000; Jensen 2013; Curran et al. 2000). So
musste im ersten Etablierungsprozess ein Kompromiss zwischen der Generierung
von ausreichenden DNA-Konzentrationen der Proben fir nachfolgende
Analyseprozesse und einer guten optischen Auflosung von Gewebeschnitten
gefunden werden. Die Ergebnisse (Kap. 3.2.1.1.) zur Gewebedicke der Praparate
konnten in Bezug auf eine gute optische Auflésung zeigen, dass Gewebeschnitte
mit einer Gewebedicke zwischen 4 und 8 pm eine gute detailreiche Darstellung der
Strukturen ermdglichten. Schnitte, die mehr als 8 pym Schnittdicke aufwiesen,

zeigten eine schlechte Qualitat bei der histologischen Betrachtung unter dem

109



Diskussion

Mikroskop. Vergleichend zu unseren Erkenntnissen empfehlen Curran et al. (2000)
die Verwendung von 7 uym dicken Gewebeschnitten. Das nachfolgende Ziel der
Etablierung war die Erfassung der Anzahl der bendtigten Areale fur eine erfolgreiche
PCR-Analyse und insbesondere die bendtigte Konzentration fiir eine erfolgreiche
PCR Durchfihrung. Nach der DNA-Extraktion wurde ein Farbstoff verwendet,
welcher an die DNA bindet und dabei Fluoreszenz emittiert. Diese Emission wurde
gemessen und anhand der Menge an emittierten Photonen in eine Konzentration
umgerechnet. Das Verfahren ermdglichte es Konzentrationen im Bereich von 0,2—
100 ng zu messen. Bei allen durchgefihrten LMD-Versuchen konnten, aufgrund der
niedrigen DNA-Konzentrationen, keine Konzentrationen ermittelt werden. Wahrend
in den Routineanalysen die Schnitte eine Dicke von 10 um aufwiesen, waren die
beim LMD verwendeten Schnitte deutlich dinner und lagen optimal im Bereich von
4 bis 8 uym, um eine gute mikroskopische Auflosung der Gewebeproben zu
gewahrleisten. Ein weiterer Grund fur die zu niedrige DNA-Konzentration im LMD-
Ansatz kdnnte darin begriindet sein, dass bei den Routineanalysen die gesamten
Tumorareale auf dem Objekttrager von insgesamt 3-7 aufeinanderfolgenden
Gewebeschnitten verwendet wurden. Eine Abgrenzung verschiedener Tumorzonen
oder histologischer Tumorentitaten, wie bspw. muzindse gegen glandulare
Tumorareale, kam innerhalb des Standardverfahrens nicht zum Tragen. Somit liel3
sich Uber die Schnittdicke und uUber die verwendete Menge an Gewebe erklaren,
warum es bei Routineanalysen zu detektierbaren DNA-Konzentrationen kam,
wahrend eine Bestimmung in den LMD-Analysen fehlschlug. Eine Lésung ware die
Verwendung eines hochsensitiven DNA-Detektionskits, das bereits deutlich
niedrigere DNA-Konzentrationen zu erfassen vermag. Hiermit kdnnte direkt im
Anschluss an das LMD-Verfahren die Menge der gewonnenen DNA bestimmt
werden. Die nicht-detektierbaren DNA-Konzentrationen im Ansatz des LMD-
Versuchsaufbaus verdeutlichten die technische Limitierung dieses neuen
Analysesystems. Verschiedene Autoren empfehlen den Einsatz von 10-100 ng
genomischer DNA als DNA-Template (Poehlmann et al. 2007; Dufort et al. 2009;
Cortes et al. 2015). Cummings et al. (2013) empfehlen die Verwendung von 10-20
ng genomischer DNA bei Durchflihrung einer PyroMark PCR. Der Einsatz von DNA-
Konzentrationen unter 10 ng wirde zu suboptimalen Bedingungen fuhren und die
Storanfalligkeit von Versuchsansatzen fordern. Der Einsatz von zu wenig DNA fuhrt

dazu, dass verschiedene Primer moglicherweise nicht die komplementaren DNA-
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Bindestellen erkennen (Kreutz et al. 2013). Somit kann es zu falschen
Negativergebnissen kommen, da potenziell vorhandene Mutationen nicht in
ausreichender Menge fur eine Sequenzierung amplifiziert werden. Eine spezifische
PCR-Amplifikation stellt die Grundlage einer erfolgreichen Pyrosequenzierung dar
(Kreutz et al. 2013). Da die Konzentration der DNA vor einer PCR nicht bestimmt
werden konnte, wurden blind-PCR-Analysen durchgefihrt. Die verwendete
Konzentration konnte nur grob anhand der zugeschnittenen Gewebemenge
abgeschatzt werden. Aber auch bei der Verwendung von Formalin innerhalb eines
Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Gewebes (FFPE) kann zu einer
Brickenbildung innerhalb der DNA-Basen kommen, die eine PCR-Amplifikation der
DNA behindert und so zu einer geringeren Amplifikatmenge fuhrt (Marchetti et al.
2006; Bellevicine et al. 2017). Bei groRen DNA-Mengen kommt dieses Phanomen
nicht zu tragen, da ausreichend DNA fur eine erfolgreiche Sequenzierung
vorhanden ist. Bei zu geringer DNA-Menge kommt es zu unzureichenden
Ergebnissen in der Mutationsanalyse, da eventuell Sequenzen mit vorhandenen
Mutationen nicht ausreichend amplifiziert werden, sollte die Bruckenbindung im
Bereich der Mutation liegen. Die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.1.2 zeigen einen
Zusammenhang zwischen eingebrachter DNA-Menge (Arealgrole und
Gewebedicke) und dem Erhalt einer erfolgreichen Sequenzierung (Abb. 8). Je mehr
Gewebe in die Analyse eingebracht wurde, desto hoher war die Wahrscheinlichkeit
ein positives Sequenzierungsergebnis zu erhalten. Gemaly Herstellerprotokoll wird
die Verwendung von Gewebeschnitten mit mindestens 20 % Tumorgehalt des
analysierten Gewebes und die Verwendung von einer Schnittflache von 4mm?
Gewebe empfohlen. Ab einer Arealgréf3e von 350 x 350 ym und der Verwendung
von 11 Schablonen konnte ein positives Sequenzierungsergebnis erhalten werden
(Abb. 9). Dies ergab eine Gesamtschnittflache von 1,3475 mm?2. Kleinere
SchablonengrofRen und geringere Mengen der verwendeten Schablonen fihrten zu
einem inkonsistenten Sequenzierungsergebnis. Gleichermallen verhielt es sich in
Bezug auf die angefertigten Schnittdicken. Bei einem Gewebeareal von 350 x 350
gm und aufsteigender Anzahl an verwendeten Schablonen konnten bei
Schnittdicken von 8 um gute Ergebnisse in der Pyrosequenzierung erzielt werden.
Auch bei der Verwendung von 10 um dicken Schnitten konnten erfolgreiche
Sequenzierungen durchgefluhrt werden, die jedoch in der Lichtmikroskopie der

verwendeten Gewebeproben zu einer schlechten optischen Auflosung geflhrt
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haben und daher nicht verwendet wurden (Abb. 6). Daher wurden alle Analysen
unter Verwendung von 8 um Schnitten und unter Einsatz von moglichst viel Gewebe
durchgefuhrt. In einer vergleichenden Studie konnten aus 10um dicken FFPE-
Gewebeschnitten 4-12 ng/mm? DNA gewonnen werden. FUr eine erfolgreiche NGS-
Analyse mussten entsprechend 15-50mm? Gewebe durch ein LMD-Verfahren
aufgearbeitet werden (Coope et al. 2021). Dies konnte in unseren Analysen nicht
erreicht werden. Die Limitierung des Einsatzes an verwendetem Gewebe fur
Mutationsanalysen, war in dieser Arbeit das Tumorareal selbst. Mit fortschreitender
Aufstufung des Tumorgewebeblocks fir die o.g. Analysen kam es entweder zu
massiven Veranderungen des Tumorgewebes, dass die flr die Untersuchung
vordefinierten Areale nicht mehr vorhanden waren, oder das Tumorareal wurde so
weit aufgestuft, bis kein Tumor mehr auf den Gewebeblocken enthalten war. Die
Ertrage an DNA aus FFPE-Gewebeschnitten variieren je nach verwendetem
Gewebe stark (Coope et al. 2021; Haile et al. 2019).

Eine weitere Moglichkeit, die DNA-Konzentration zu erhéhen, war es dem
Sequenzierungsansatz mehr DNA zuzufuhren. Dies konnte in Anbetracht dessen,
dass die DNA-Konzentration nicht messbar war, nur dadurch erreicht werden, dass
man grollere Mengen des PCR-Amplifikats der Sequenzierung zufuhrte. Im
Routine-Protokoll wurden 10 ul des PCR-Amplifikats fir die Sequenzierung
verwendet. Die Ergebnisse (Kapitel 3.2.2) der Untersuchung ergaben, dass eine
hohere Anzahl an erfolgreichen Sequenzierungsanalysen moglich war, wenn 15 pl
Amplifikat in die Sequenzierung eingebracht wurde. Durch die Kenntnis, dass DNA
Uber statische Wechselwirkungen an die Wande von Reaktionsgefalien binden
kann (Douillard et al. 2013), wurden sog. DNA-low-binding-Tubes verwendet. Diese
sollen eine DNA-Bindung an die Gefallwande verhindern und den Verlust von DNA
in den Reaktionsansatzen minimieren.

Insgesamt zeigte das Setup unter Verwendung von low-binding-Tubes, 8 um dicken
Gewebeschnitten und einer Verwendung von maximal groRen Gewebeschnitten mit
einer Veranschlagung von ungefahr 4 mm? Tumorflache je Analyse, einen
funktionalen Ansatz zur Bearbeitung der Fragestellung. Insgesamt konnten in 6 von
6 analysierten LMD-Gewebeproben des Patientenfalls 1: 6880 (Kap. 3.3.1.ff.) und
in 6 von 7 analysierten Gewebeproben des Patientenfalls 3: 6978 (siehe Kap.
3.3.3.ff.) erfolgreiche Mutationsanalysen durchgefuhrt werden. Im Patientenfall
6978 118 Areal 2 konnten in der Sequenzierung fur KRAS und NRAS, exklusive
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NRAS 117, keine Ergebnisse gewonnen werden. Die flr die Analyse geschnittenen
Gewebeanteile enthielten fur eine vollstandige Untersuchung von allen extendierten
RAS- und BRAF-Kits zu wenig DNA. Insbesondere das Areal 2 zeigte in der
Schnittfihrung der Gewebeschnitte mit fortschreitender Aufstufung eine Nekrose
des Tumorareals, sowie eine Reduktion der im Paraffinblock vorhandenen
Gewebeflache bis zum vollstandigen Verlust der Tumormasse. Ein Nachschneiden
von Areal 2 fUr einen erneuten Ansatz war aufgrund der vollstandigen Aufarbeitung

des Tumorgewebes flur erneute Analysen nicht mehr moglich.

4.2 Routineergebnisse

4.2.1 Die Routinemethode bildet alle hochfrequenten Hauptmutationen ab

In den Patientenfallen 1-6 konnten, entsprechend den Routineuntersuchungen der
Molekularpathologie am BwKrhs Ulm, alle Hauptmutationen erneut detektiert
werden (Tab. 28). Diese Ergebnisse verdeutlichten eine Reliabilitdt des PCR-
Pyrosequenzierungsverfahrens fur die Analyse von Tumorgeweben bei Patienten
mit CRC. Das Verfahren der Pyrosequenzierung zeichnet sich als ein hoch
spezifisches und sensitives, sowie reproduzierbares und untersucherunabhangiges
System zur Analyse von RAS-Mutationen aus (Matsunaga et al. 2016). Die
Patientenfalle 3-6 zeigten hohe Ubereinstimmungen der Mutationsfrequenzen. Alle
Analysen besalien mit einer Abweichung von maximal 6,4 %-Einheiten identische
Mutationsfrequenzen zu den Routineergebnissen (siehe Mutationsfrequenzen der
einzelnen Falle 3-6 in Tab. 28). In den Patientenfallen 3 und 6 zeigten die neu
detektierten Mutationsfrequenzen mit < 1 %-Einheiten identische Ergebnisse zu den
bestehenden Analysen (Tab. 24 und 28: Fall 3 KRAS12/13: neue Analyse 18,5 %
zu Routine 18,3 % und Tab. 27 und 28: Fall 6 BRAF 600: neue Analyse 29,8 % zu
Routine 28,9 %). In Fall 1 und Fall 2 wurden keine vergleichenden
Doppelbestimmungen durchgefihrt. In Fall 2 (Tab. 23: KRAS 146 im Bereich 73,7
% bis 69,6 %) und Fall 3 (Tab. 24: KRAS 12/13 im Bereich 15,5 % bis 20,1 %)
zeigten alle untersuchten Gewebeblocke geringe Differenzen hinsichtlich der
Mutationsfrequenzen. Dies deutete darauf hin, dass die Mutationsfrequenzen dieser
Patientenfalle keinen raumlichen Unterschieden unterlagen und in allen Bereichen
ahnlich stark ausgepragt waren. Gegenteiliges liel3 sich fur Patientenfall 6 (Tab. 27

und 28) beobachten. In den aufeinanderfolgenden Schnitten 8119 [lI8, 11126 und
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[1141 zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme der Mutationsfrequenzen im BRAF-
Gen. Wahrend im Gewebeblock 118 die héchste Frequenz mit 29,8 % festgestellt
werden konnte, zeigt sich im letzten Block 11141 lediglich eine Mutation von 6,7 %.
Identisches liel3 sich im Patientenfall 1 feststellen. Im Fall 1 (vgl. Tab. 22 und 28)
zeigten sich fur KRAS 12/13 Mutationsfrequenzen von 8,9 % (Block 6880 15), 40,5
% (6880 16) und 46,5 % (6880 17). Diese Ergebnisse zeigten eine Zunahme der
Mutationsfrequenzen mit aufsteigenden Gewebeblocknummerierung. Dies ist
vermutlich durch mehr Tumorgewebe auf den nachfolgenden Gewebeschnitten zu
erklaren. Mit einer Veranderung des FFPE-Gewebes kommt es auch zu einer
Veranderung der DNA Menge im Tumorgewebe (Coope et al. 2021; Haile et al.
2019). Eine Ausnahme dieser ansteigenden Mutation bildete Gewebeblock 6880 18.
In diesem Gewebeblock war keine Mutation fur KRAS 12/13 detektierbar (vgl. Tab.
22 und 28). Die Ergebnisse zeigten die molekulare Heterogenitat des CRC. KRAS-
Mutationen stellen, je nach Autor, mit ca. 30 - 50% die haufigsten RAS/RAF-
Mutationen des CRC dar (Poehimann et al. 2007; Sahin et al. 2013; Guo et al.
2018). Davon stellen ca. 90% KRAS 12/13 Mutationen dar (Breivik et al. 1994;
Poehlmann et al. 2007). Kosmidou et al. (2014) konnten nachweisen, dass
innerhalb eines Tumorzentrums KRAS-Mutationen neben Arealen mit WT-
Sequenzen existieren. Die Studie konnte auch zeigen, dass in 44% aller
untersuchten CRC-Proben eine intratumorale Heterogenitat von KRAS existiert.
Nicht nur im Gewebeblock 6880 18, sondern auch in Gewebeblocken der anderen
Tumorausdehnungen (6407: Leber und 6487: Rektum) liel3 sich die KRAS-Mutation
nicht nachweisen. In diesen Fallen ist es ndtig mehrere Schnitte bezuglich ihrer
Mutationsmuster zu analysieren, da Mutationen innerhalb des Tumors sehr
inhomogen auftreten (Kosmidou et al. 2014). Da eine einzelne Analyse diese
Variabilitat nicht aufzuzeigen vermag, ist es empfehlenswert in einem
Analyseverfahren mehrere Gewebebldcke, aber auch weitere Tumorlokalisationen
inkl. der Metastasen zu analysieren. Zusammenfassend lasst sich aber festhalten,
dass alle zu erwartenden Hauptmutationen aus den Routineanalysen konkordant in
der Doppelbestimmung mit dem Verfahren der Pyrosequenzierung detektiert

werden konnten.
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4.2.2 Die Routinemethode bildet mogliche niedrigfrequente Minor-
Mutationen ab

Die Patientenfalle 1, 4 und 5 zeigten Differenzen zu den bestehenden Ergebnissen.
Im Fall 5 (6515, Tab. 26 und 28) zeigte sich eine Differenz der Ergebnisse zwischen
den Analysen des Routineverfahrens und dieser Arbeit. Wahrend bei der
Routineanalyse im NRAS 146 eine Wt-Sequenz detektiert wurde, zeigte sich in der
Analyse dieser Arbeit eine A746T Mutation mit einer Mutationsfrequenz von 8,8 %.
Dieses Ergebnis lasst drei mdgliche Schlussfolgerungen zu. Méglicherweise
handelt es sich um einen Messfehler. Die Methode der Pyrosequenzierung ist von
verschiedenen Faktoren abhangig, wodurch sie anfallig fur Fehler wird (vgl. Kapitel
4.1). Um ein Ergebnis zu erhalten, bendtigt man eine ausreichende DNA-
Konzentration, da zu geringe Mengen ein unspezifisches PCR-Produkt fordern. Die
DNA-Konzentration wird Uberprift, indem man aus den Lyse-Extraktionen der
jeweiligen Proben die Konzentration bestimmt, bevor man eine PCR durchfihrt. Im
Analyseansatz Fall 5 zeigte sich nach DNA-Extraktion eine DNA-Konzentration von
11,8 ng/pl und diese war ausreichend fur den nachfolgenden Analyseschritt. Die
PCR wurde, wie alle anderen Analysen des Routineverfahrens mit 10 ng in 5 ul
Ansatz beladen. Somit kann eine zu niedrige Konzentration im Versuchsansatz
ausgeschlossen werden. Die zweite Mdoglichkeit liegt in der Verfalschung des
Ergebnisses durch verschiedene Arbeitsschritte, bei denen es zu einer
Kontaminierung des Ansatzes kommen kann. Daher wurde mit der gleichen DNA-
Extraktionslésung eine Wiederholung der PCR-Pyrosequenzierung durchgefihrt.
Es ergaben sich im ersten Versuchslauf eine potenzielle Mutation mit einer
Mutationsfrequenz von 4,8 % und in einer Wiederholung eine hochpotente Mutation
von 8,8 %. In dieser Arbeit wurden fragliche Mutationen dann als reale Mutationen
gewertet, wenn sie in zwei aufeinanderfolgenden und in voneinander unabhangigen
Wiederholungsanalysen erneut gefunden wurden. Ein dritter Erklarungsansatz fir
eine Differenz zwischen Routine und dieser Arbeit kdnnte mdoglicherweise eine
Tumorheterogenitdat im Gewebe selbst bzw. innerhalb verschiedener
Gewebeabschnitte sein. Flr eine erneute Analyse der Gewebeproben Uber die
Verwendung der LMD-Methodik wurden aus dem bereits angeschnittenen
Gewebeblock erneut Schnitte angefertigt. Wie bereits in Kapitel 4.2.1. diskutiert,
zeigten manche Patientenfalle raumliche Variabilitat, die neben einer

unterschiedlichen Verteilung innerhalb eines einzelnen Gewebeschnittes auch
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durch ein fortschreitendes Aufstufen von Gewebeblocken zu erklaren ware,
wodurch  zusatzliches Tumorgewebe zur Analyse kommt oder auf
vorangegangenen Schnitten enthaltene Tumorklone schwacher oder nicht mehr
vertreten sind. So kénnte neben der BRAF 600 Hauptmutation in Fall 5 die Existenz
einer Nebenmutation zu erklaren sein, die in einem vorherigen Routineansatz noch
nicht zu identifizieren war. Im Fall 1 Probe 6880 und Fall 4 Probe 6703 1 zeigten
sich ahnliche Phanomene, bei denen neben der konstant detektierten
Hauptmutation (Tab 22 und 28: Fall 1: KRAS 12/13, Tab. 25 und 28: Fall 4 BRAF
600;) weitere Mutationen gefunden wurden. Im Fall 4 Probe 6703 1 konnte im
Codon 61 des KRAS-Gens eine PLLM mit einer Frequenz von 6,1 % identifiziert
werden, die auch in einer Versuchswiederholung mit einer Frequenz von 5,1 %
erneut zu identifizieren war. In Fall 1 zeigte sich eine zusatzliche NRAS 146
Mutation. In zwei voneinander unabhangigen Analysen konnte die A146T Mutation
mit 8,6 % und 10,9 % detektiert werden. Auch hier kdnnte es sich moglicherweise
um Tumorheterogenitat handeln. Bei Mutationen mit niedrigen Frequenzen scheint
die PCR-Pyrosequenzierung fehleranfallg zu sein und bendtigt ggdf.
Doppelbestimmungen, um Mutationen zu bestatigen. Dies bedeutet, dass ein
sicherer Ausschluss von falsch identifizierten Ergebnissen entweder nur Uber
Doppelbestimmungen oder Uber ein anderes sensibleres Verfahren wie Next-
Generation-Sequencing (NGS) gepruft werden kann. Ob es sich tatsachlich um
Heterogenitat innerhalb  unterschiedlicher ~ Tumorareale handelt, kann
moglicherweise Uber die Verwendung der LMD-Methode besser geklart werden.

Hierauf wird im Folgenden eingegangen.

4.3. LMD-PCR-Pyrosequenzierung

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit den Versuchen und deren Ergebnisse, die Uber
das Verfahren der LMD-PCR-Pyrosequenzierung angefertigt und analysiert
wurden. Die Auswahl von zwei geeigneten Patientenfallen fur die LMD-Analysen
wurde anhand der Routineergebnisse (s. Kapitel 3.1.6: Abb. 28) vorgenommen.
Eine Entscheidung fur den Patientenfall 1 (6880 15, 16 und 18) und den Patientenfall
3 (6978 113, 115 und 1I8) erfolgte aufgrund entgegengesetzter Analyseergebnisse in
der Routinediagnostik. In allen analysierten Gewebebldocken des Patientenfalls 3

zeigte sich eine homogene high-level-Mutation des KRAS-Genabschnitts im Codon
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12/13 mit Mutationsfrequenzen zwischen 15,5 % und 20,1 %. PLLM konnten nicht
detektiert werden. Hingegen zeigten die Analysen aus den Gewebebldcken 6880 15
- |17 des Patientenfalls 1 eine HLM im KRAS-Gen Codon 12/13 mit
Aminosaureaustausch Glycin zu Arginin (G12R). Zusatzlich zu der detektierten
KRAS-Mutation in der Probe 6880 16 konnte eine NRAS 146 high-level-Mutation mit
Aminosaureaustausch Alanin zu Threonin (A146T) detektiert werden. Der
Gewebeblock 6880 18, sowie die Metastasen im Rektum und der Leber zeigten Wit-
Sequenz. Somit handelt es sich mdoglicherweise beim Patientenfall 1 um ein

heterogenes kolonrektales Karzinom.

4.3.1 LMD-Analysen fiihren zur Potenzierung von Mutationsfrequenzen

Der Patientenfall 3 zeigte in der Routineanalyse eine Uber alle analysierten Schnitte
hinweg durchgangig detektierbare Hauptmutation im KRAS 12/13 Genabschnitt, mit
annahernd homogen verteilten Mutationsfrequenzen zwischen 15,5 % und 20,1 %
(vgl. Tab. 24 + 28 und Abb. 5). Nebenmutationen konnten in allen analysierten
Gewebeproben von Patientenfall 3 nicht detektiert werden. Im nachfolgenden
Versuchsaufbau sollte geklart werden, ob durch die Verwendung eines LMD-
Verfahrens eine Potenzierung der Mutationsfrequenzen maoglich ist, da lediglich
Tumorgewebe und kein umliegendes Stroma in die Analyse eingeht. Zusatzlich
sollte untersucht werden, ob niedrigfrequente Nebenmutationen, sofern diese
vorhanden waren, identifizierbar waren und sich in einem raumlichen Kontext
zeigten. Hierzu wurden im Patientenfall 3 verschiedene Gewebeareale der
einzelnen Gewebeblocke einzeln analysiert (LMD-Ergebnisse Patientenfall 3: Kap.
3.3.3; zusammenfassend Tab. 36). Die Gewebeschnitte wurden unter
mikroskopischer Kontrolle in distinkte Bereiche glandularen Tumorwachstums
eingeteilt. Es wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Bereiche keinen
raumlichen Zusammenhang zueinander aufwiesen. Die einzelnen Bereiche mit
glandularem Tumor wurden mittels Laser ausgeschnitten und getrennt voneinander
gesammelt. Die Analyse mittels PCR und Pyrosequenzierung erfolgte flr
verschiedene Proto-Onkogene (Tab. 36: KRAS, BRAF und NRAS). Ein direkter
Vergleich der Routineergebnisse des Patientenfalls 3 mit den Ergebnissen der
LMD-Analyse zeigte eine starke Kongruenz zwischen beiden Analysen hinsichtlich
der gefundenen KRAS G12A-Mutation in den analysierten Schnitten (Abb. 23). In
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allen untersuchten Gewebebldocken (6978 113, 115 und 118) konnte die KRAS G12A-
Mutation erneut identifiziert werden und zeigte im Vergleich zu den Routineanalysen
eine deutliche Potenzierung um das Funffache der urspringlich detektierten
Mutationsfrequenz der Routine (Tab. 36, vgl. Mutationsfrequenz Routine mit LMD).
In allen analysierten Bereichen der einzelnen Proben, insbesondere aber in den
Proben 6978 115 Bereich 3 (G12A: 100%) und 118 Bereich 1 (G12A: 99,6 %) konnte
eine deutliche Steigerung der Mutationsfrequenz identifiziert werden (Abb. 23:
vergleichende Darstellung Routine vs. LMD). Dies verdeutlicht das Potential der
LMD-PCR-Pyrosequenzierungsmethode fur Analysen von Gewebeproben,
insbesondere solcher mit niedrigen Mutationsfrequenzen. Diese Potenzierung lasst
sich dadurch erklaren, dass beim LMD-Ansatz ausschliellich Areale von tumords
durchsetztem Gewebe selektiv gewahlt und ausgeschnitten werden (Maag et al.
2022). In der Mehrheit aller Patientenproben setzten sich Gewebeproben aus
verschiedenen histologischen Strukturen zusammen. Oftmals enthalten diese
intakte, nicht-tumordse Gewebestrukturen des urspringlichen Gewebes wie
Stromagewebe, Fettgewebe oder Drisengewebe. All diese Strukturen enthalten
keine Mutationen. Teilweise eingestreut liegen Gewebeformationen, die keine oder
nur noch sehr geringe Mutationsfrequenzen enthalten, wie z.B. Areale mit
fortschreitender Tumornekrose. Werden diese nicht-mutationstragenden Areale mit
in eine Analyse einbezogen, sinkt die Rate der Mutationsfrequenzen durch die
enthaltene Wt-DNA. Hinzu kommt die Tatsache der raumlichen Veranderung von
Tumorgewebe bei fortschreitender Aufstufung des Gewebeblocks. Mit
fortschreitender Aufarbeitung der Gewebeblocke verandert sich
Zusammensetzungen der Gewebeareale und der Mutationsfrequenzen (Coope et
al. 2021; Haile et al. 2019). In den Routineanalysen wurden die bendtigten Areale
unter mikroskopischer Kontrolle in einem HE-Praparat eingezeichnet. Diese
eingezeichneten Areale wurden als Schablone verwendet, um die aus dem
Gewebeblock weiter aufgeschnittenen und auf Objekttrager Ubertragenen Areale
abzukratzen. Eine Veranderung der Zusammensetzung des Gewebes durch das
fortschreitende Aufschneiden des Gewebeblocks wird hierbei nicht Uberprift. Somit
kann nicht genau festgestellt werden in welchen Mengen zusatzlich zum
Tumorgewebe auch tumorfreie Gewebestrukturen enthalten sind. Das LMD bietet
den groRen Vorteil, dass innerhalb jedes Gewebeschnittes die Tumorzellen

lichtmikroskopisch identifiziert (Espina et al. 2006) und durch Schneiden Uber den
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UV-Laser nur histomorphologisch auserwahlte Areale in den Analyseansatz
zugefuhrt werden (Curran u. Murray 2005). Die strukturelle Veranderung, die sich
durch ein fortschreitendes Aufschneiden des Gewebeblockes ergaben, konnten
erfasst und entsprechend bericksichtigt werden. Dies garantierte, dass
ausschlieBlich vitales und die definierte Zellpopulation analysiert wurden (Jensen
2013).

In der Probe 6978 115 des glandularen Areals 1 wurde Wt-Sequenz festgestellt. Dies
stellt vergleichend zu den anderen Bereichen der Probe 6978 115 eine Besonderheit
dar. Die benachbarten glandularen Bereiche A2 und A3 zeigten die in der Routine
gefundene KRAS G12A Mutationen (Tab. 36). Bei histologischer Begutachtung des
Wt-Tumorbereichs A1 von 6978 II5 zeigte sich ein glandular wachsender Tumor,
der von einer Vielzahl von immuninflammatorischen Zellen umgeben war. Im
Verlauf zeigte sich beim Aufschneiden des Gewebeblocks 115 ein kontinuierlich
voranschreitender Wandel von Tumorgewebe hin zu einem nekrotischen Areal.
Dies kdnnte dadurch bedingt sein, dass der Patient bei einem Primarius im Colon
mit unbekannter Mutation mit einer neoadjuvanten Chemotherapie antherapiert
wurde.

Zusatzlich zeigte sich im Areal 2 des Tumorblocks 6978 I3 eine potenzielle
geringgradige Mutation (PLLM) einer BRAF-Mutation V600D, mit einer
Mutationsfrequenz von 5,0 % (Tab. 36). Eine unabhangige Wiederholung der
Analyse des Areal 2 zeigte erneut eine PLLM mit einer Mutationsfrequenz von 4,8
%. Daher kénnte es sich moglicherweise um einen kleinen heterogenen BRAF-
Subklon in einem Tumorabschnitt mit einer G12A-Hauptmutation im KRAS-Gen
handeln. Madoglicherweise konnte dieser BRAF-Subklon als non-dominante-
Nebenmutation neben der KRAS-Hauptmutation aufgrund von Adaption und
Selektion bedingt durch die Chemotherapie als Bottleneck-Kondition
hervorgegangen sein (McGranahan u. Swanton 2017).

In der LMD-Probenanalyse der Probe 6978 118 Areal 2 ergab sich ein inhomogenes
Detektionsmuster der RAS-Analysen (siehe Tab. 36, N/R: no result). Die Mehrheit
der analysierten Proto-Onkogene brachte keine detektierbaren Ergebnisse hervor.
Dies ist mit der Menge der eingesetzten DNA im Verhaltnis zur geschnittenen
Gewebeprobe zu erklaren. Wie die Vorversuche bereits zeigten (vgl. Kapitel 3.2.1ff.)
handelte es sich bei der LMD-PCR-Pyrosequenzierungsmethode um eine Methode,

die hinsichtlich ihres Analyseerfolgs in starker Korrelation zur eingesetzten
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Gewebemenge stand (Cummings et al. 2013). Durch die Verwendung des
herkdmmlichen DNA-Extraktionskits und DNA-Detektionskits konnte die DNA-
Konzentration nicht gemessen werden. Bei dem Areal 2 (A2) der Probe 6978 118
handelte es sich um einen sehr kleinen Tumorbereich, mit Lokalisation im
Randbereich des Gewebepraparats (Abb. 21 A + C). Das Areal 2 des
Gewebeblocks 6978 118 wurde Uber den LMD-Laser so lange ausgeschnitten, bis
kein Tumorgewebe mehr auf den Gewebeslides vorhanden war. Die geschnittene
DNA-Menge war nicht ausreichend, um alle KRAS-, BRAF- und NRAS-

Mutationssequenzen zu untersuchen.

4.4 Heterogenitat im kolorektalen Karzinom

4.4.1 Existenz von intra- und intertumoraler Heterogenitat im kolorektalen
Karzinom

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowohl in den Routine- (Kap. 3.1.ff) als auch in den
LMD-Versuchen (Kap. 3.3.ff) gaben Hinweise auf die Existenz von sowohl intra- als
auch intertumoraler Heterogenitat. In den Routineuntersuchungen zeigten sich
Hinweise in Patientenfall 5 auf intratumorale Heterogenitat, in Fall 4 auf
intertumorale Heterogenitat und in Fall 1 auf sowohl intra- als auch intertumorale
Heterogenitat. Insgesamt zeigten 3 Falle (Fall 2, 3 und 6) keine Hinweise auf
Tumorheterogenitat. Jeantet et al. (2016) postulierten, dass die
Detektionswahrscheinlichkeit von intra- und intertumoraler Heterogenitat von der
Sensitivitat der Untersuchungsmethode abhangt. Je sensitiver eine Methode, desto
hoéher die Wahrscheinlichkeit Heterogenitaten im Tumorgewebe zu entdecken. Die
intratumorale Heterogenitat wird definiert als das Vorhandensein von mindestens
zwei  verschiedenen  genetischen  Subklonen  bei  unterschiedlichen
Tumormanifestation innerhalb eines Patienten, wahrend die intertumorale
Heterogenitat durch verschiedene genetisch differente Subklone definiert ist
(Jeantet et al. 2016). In dieser Arbeit wurden insgesamt drei verschiedene
Subklonverteilungsmuster beobachtet. Sind gleichartige Subklone sowohl im
Primarius als auch in allen metastatischen Absiedlungen existent, entspricht dies
einem identischen genetischen Mutationsprofil in allen intra- und intertumoralen

Abschnitten. Treten keine weiteren Subklone auf, spricht man von einem
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homogenen Mutationsprofi. Homogene Mutationsprofile konnten in den
Routineanalysen von Fall 2 (KRAS 146), Fall 3 (KRAS 12/13) und Fall 6 (BRAF 600)
festgestellt werden (Tab. 28: Fallubergreifende Darstellung der Routineergebnisse).
Sie stellen das Gegenteil von Tumorheterogenitat dar, da sich die Mutationen Uber
alle analysierten Gewebeproben hinweg identisch darstellten. Kommen jedoch zu
den homogen verteilten  Subklonen  weitere  genetisch  differente
Subklonpopulationen hinzu, spricht man von Tumorheterogenitat. Diese
zusatzlichen genetischen Subklonpopulationen enthalten entweder zusatzliche
Mutationstypen oder zeigen keinen Hinweis mehr auf die urspriingliche Mutation
(Wt-Genniveau). Kim et al. (2015) und Jeantet et al. (2016) beschreiben in ihren
Arbeiten zwei verschiedene Muster, das ,primary-clonal“-Muster und das ,primary-
private“-Muster. Bei den ,primary-clonal“-Mutationen enthalt jeder einzelne Subklon
identische Mutationen. Die ,primary-private“-Mutationen enthalten zusatzlich zur
~primary-clonal“-Mutation weitere zusatzliche Mutationen oder Wt-Genabschnitte
innerhalb der untersuchten Bereiche des Primarius, wahrend alle anderen Subklone
identisch sind.

Patientenfall 1 (6880 16) zeigte ein typisches Verteilungsmuster einer intratumoralen
Verteilung mit ,primary-clonal® und ,primary-private®. Die primary-clonale Population
stellte die Hauptmutation der KRAS Exon 2 (Codon 12/13) Mutation dar. Sie war in
den makrodissezierten Bereichen 6880 15-17 vorhanden. In 6880 16 konnte eine zur
Hauptmutation differente Nukleotidsubstitution in NRAS Exon 4; c.436G>A
identifiziert werden. Zum anderen konnte man im Tumorbereich 6880 18 ein weiteres
~primary-private“-Muster entdecken. Hier war die ,primary-clonal“-Mutation nicht
mehr zu identifizieren. Beide zuvor beschriebenen Falle entsprachen einer
intratumoralen Heterogenitat. Betrachtet man nun die Metastasen (Probe 6407:
Lebermetastrase; Probe 6487: PE-Rectum) zeigten sich hier ebenfalls Wt-
Sequenzen, die different zur im Primarius gefundenen KRAS 12/13 Hauptmutation
waren.

Patientenfall 5 (6515) stellte einen ,primary-private“-Fall dar. Uber das Verfahren
der Makrodissektion konnte zusatzlich zur BRAF 600 Hauptmutation eine NRAS
146 Subklon identifiziert werden. Seit einigen Jahren weily man um eine Vielzahl
verschiedener Heterogenitaten im kolorektalen Karzinom, von denen man
ursprunglich ausgegangen ist, diese seien jeweils fur KRAS, NRAS und BRAF

exklusiv und konnten nicht nebeneinander entstehen (Rajagopalan et al. 2002).
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Sahin et al. (2013) zeigten erstmals KRAS- und BRAF-Komutationen mit einer
Wahrscheinlichkeit von 0,001 %, wahrend Deshwar et al. (2018) 5 Jahre spéater in
einem retrospektiven Studiendesign mit 820 CRC-Patienten bereits eine Inzidenz
von 0,5 % fur eine KRAS/BRAF Doppelmutation postulierten. Dies untermauert die
Aussagen der Arbeitsgruppe um Jeantet et. al. 2016, dass die
Detektionswahrscheinlichkeit von Tumorheterogenitat in Korrelation zur Sensitivitat
der Methoden steht. Es existieren jedoch neben Studien zu BRAF/KRAS-
Doppelmutationen (Sahin et al. 2013; Guo et al. 2018; Midthun et al. 2019; Poulsen
et al. 2021) weitere Studien, die eine Koexistenz von anderen Doppelmutationen
der RAS- und RAF-Genfamilie zeigen, wie BRAF und NRAS (Guo et al. 2018;
Poulsen et al. 2021) und KRAS mit NRAS (Vagaja et al. 2015; Jeantet et al. 2016;
Poulsen et al. 2021). Jeantet et al. (2016) konnten zeigen, dass in 33 % aller mittels
Pyrosequenzierung  analysierten = makrodissezierten = CRC-Proben  eine
intratumorale Heterogenitat mit einer Koexistenz von KRAS/NRAS-Mutationen zu
finden ist. Auch die Routineergebnisse des Patientenfalls 1 (Probe: 6880 16) zeigten
eine Doppelmutation mit KRAS 12/13 und NRAS 146 innerhalb eines
makrodissezierten Tumorgewebebereichs. Der NRAS-Subklon konnte dabei
lediglich in einem der drei makrodissezierten Gewebeareale des Primarius
festgestellt werden. Dieser NRAS Exon 4 Subklon stellt im Patientenfall 1 eine
intratumorale Heterogenitat dar.

Zwar scheint die Existenz solcher Doppelmutationen bei den meisten
Studienergebnissen noch immer selten zu sein, jedoch steigen die berichteten
Inzidenzen fur Doppelmutationen. Auch die Anzahl an publizierten Komutationen in
den Case Reports nimmt zu (Sahin et al. 2013; Deshwar et al. 2018; Midthun et al.
2019; Cafiero et al. 2020; Poulsen et al. 2021; Maag et al. 2022). Bei den meisten
publizierten  Routineuntersuchungen, bei denen die = Gewebebereiche
makrodisseziert wurden, zeigten sich die Doppelmutationen ubiquitar verteilt, d.h.
sowohl im Primartumor als auch in den Fern- und Lymphknotenmetastasen. Jedoch
existieren auch Falle, in denen Doppelmutationen als Subklone in nur einem
einzelnen Bereich detektierbar waren (Jeantet et al. 2016). Untersuchungen zur
Verteilung von Tumorheterogenitat sollten zum besseren Verstandnis durch ein
vollumfangliches Screening des Tumorgewebes auf alle Mutationstypen (Extended
RAS und RAF) durchgefuhrt werden (Richman et al. 2011). Ebenso wichtig

erscheint die Analyse von verschiedenen Bereichen eines Primartumors und seiner
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Metastasen, um ein besseres Verstandnis Uber die raumliche Verteilung

verschiedener Tumorsubklone zu erhalten.

4.4.2 Raumliche Verteilung von Heterogenitat mit morphologischer
Clusterung im kolorektalen Karzinom

Jahrelang war es umstritten, ob morphologische und molekularbiologische
Korrelationen der verschiedenen kolorektalen Karzinomtypen existieren. Zeitweise
ist man davon ausgegangen, dass morphologisch differente Karzinomtypen zu
differenten Genotypen fuhren. Es konnte durch verschiedene Autoren gezeigt
werden, dass morphologische Unterschiede der einzelnen Tumortypen nicht
zwangsweise zu genetischer Variabilitat und vice versa spezifische Genmutationen
nicht zu identischen Tumormorphologien fihren missen (Navin et al. 2010; Blank
et al. 2018). Allerdings gibt es einige Hinweise, dass der Genotyp durchaus Einfluss
auf den Phanotyp ausuben kann. Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) kann zu
differentiellen Wachstumsmustern fihren indem es die Mikroumgebung des Tumors
beeinflussen kann (Greenson et al. 2003; Smedt et al. 2015). So sind muzinése
Adenokarzinome haufig mit MSI assoziiert (Green et al. 1993) und zeigen in 65 %
der Falle eine gehaufte Inzidenz von KRAS-Mutationen, jedoch auch BRAF-
Mutationen (Remo et al. 2019). KRAS Codon 12 Mutationen zeigen eine signifikante
Assoziation zu kolorektalen Tumoren, dem klassischen Adenokarzinom, gut bis
maRig differenzierten Tumoren und Mikrosatellitenstabilitat (MSS) (Rimbert et al.
2018). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass NRAS-Mutationen keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich einer pathologischen Verteilung aufzeigen.
Insgesamt zeigte die Studie unterschiedliche pathologische und genetische
Disparitaten bei verschiedenen RAS- und BRAF-Mutationen, wobei zu erwahnen
ist, dass Tumore mit RAS- und BRAF-Doppelmutationen oder Tumore mit zwei
verschiedene RAS-Doppelmutationen aus der Studie ausgeschlossen wurden
(Rimbert et al. 2018). Diese Arbeit untersucht mit dem Patientenfall 6880,
gegensatzlich zur Studie von Rimbert et al. 2018, Proben die bereits in der
makrodissezierten Routineanalyse Hinweise auf eine KRAS/NRAS Doppelmutation
zeigten und phanotypisch durch ein oberflachlich imponierendes glandulares und
ein in der tiefe dominierendes muzindéses Tumorwuchsmuster dominiert waren. Die

in dieser Arbeit verwendete LMD-PCR-Pyrosequenzierungsmethode bot die
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Maoglichkeit einzelne Bereiche der beiden morphologisch ungleichen Phanotypen
hinsichtlich ihres genetischen Profils zu analysieren und ein besseres Verstandnis
von Phano-vs.-Genotyp herzustellen. Die Ergebnisse der Kapitel 3.3.3.ff. zeigten,
dass ausschlief3lich in den glandularen Arealen der Gewebeproben 6880 15, 16 und
I8 Subklone mit NRAS Codon 146-Mutationen zu detektieren waren (Abb. 16). In
den analysierten muzindsen Arealen der Proben 6880 15 und 16 waren keine NRAS-
Mutationen zu detektieren. Die muzindsen Areale in der Probe 6880 16 zeigten,
verglichen mit den glandularen Arealen, eine hohere Mutationsfrequenz fur die
KRAS G12R-Mutation. Somit lasst sich zusammenfassend festhalten, dass die
LMD-Methode eine Maglichkeit erdffnet potenzielle Mutationen in verschiedenen
histologischen Tumortypen zu analysieren, um ein besseres Verstandnis zur
Diversitat von morphologischen Verteilungsmustern zu erlangen und diese geno-
und phanotypischen Erkenntnisse fur eine therapeutische patientenzentrierte

Behandlung zu nutzen.

4.4.3 Heterogene Subklone mit potenziellen niedrigfrequenten Mutationen
im kolorektalen Karzinom

Ein Verstandnis Uber die Komplexitat der Tumorheterogenitat des kolorektalen
Karzinoms Uber intra- und intertumorale Verteilungen von hochfrequenten
Mutationen im Gewebe sind flr die klinische Forschung, insbesondere fir die
therapeutischen Optionen eines Patienten und letztendlich der
GesamtlUberlebensrate von enormer Wichtigkeit. Sowohl hochfrequente KRAS- als
auch NRAS-Mutationen sind mit einer negativen Uberlebensrate und einem
schlechten Ansprechen auf eine Anti-EGFR-Therapie assoziiert (Roock et al. 2010;
Douillard et al. 2013; Yoon et al. 2014). Bei den Analysen von Tumorarealen kann
man oftmals neben hochfrequenten Mutationen auch potenzielle niedrigfrequente
Mutationen entdecken. So liel3en sich im Patientenfall 1 (s. Tab. 32: LMD-Probe
6880) neben den hochfrequenten NRAS-Mutationen in den angrenzenden
Schnitten auch niedrigfrequente Mutationen der identischen Entitat detektieren.
Aber auch im Patientenfall 3 (s. Tab. 36: LMD-Probe 6978) konnte man neben den
detektierten Hauptmutationen eine PLLM fur BRAF V600D identifizieren. Diese
steigenden Detektionsraten konnten unter anderem im Zusammenhang mit der

Entwicklung von immer sensitiveren Untersuchungsmethoden zur Identifizierung

124



Diskussion

von Mutationen liegen. Das LMD-PCR-Pyrosequenzierungsverfahren ist eine
geeignete Methode, um die spezifische Verteilungsmuster von Mutationen
innerhalb eines Tumors und seiner Absiedelungen zu untersuchen (Maag et al.
2022). Sie bietet zusatzlich den Vorteil der Aufkonzentrierung von vorhandenen
Mutationsfrequenzen im untersuchten Tumorgewebe (Kap. 4.3.1). Folglich dient
das LMD-Verfahren als Methode zur Demaskierung einzelner Bereiche in denen
unter den HLM einzelne PLLM verdeckt liegen. Zu den Effekten der PLLM existieren
bis heute nur wenige Daten. Uber die klinische Relevanz einzelner PLLM kénnen
keine bis wenige Aussagen getroffen werden (Tougeron et al. 2013). Die
Arbeitsgruppe vom Laurent-Puig et al. (2015) konnte zeigen, dass PLLM vom
KRAS-Mutationstyp mit einer therapeutischen Resistenz von anti-EGFR-AK
assoziiert sind. Somit lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass nicht nur
das Vorhandensein von hochfrequenten Hauptmutationen, sondern auch sondern
auch Mutationsfrequenzen unabhangig ihrer Frequenzhdéhe einen Einfluss auf die
Wirksamkeit von antikorperspezifischen Therapieverfahren nehmen kénnen. Eine
vollumfangliche Analyse von Mutationen des extendierten RAS- und BRAF-Typs
durch hochselektive Mutationsdetektionsmethoden, wie dem LMD-PCR-
Pyrosequenzierungsverfahren, ist zur Heterogenitatsanalyse des CRC bei neu
diagnostizierten Tumoren zur Abwagung eines optimalen Therapieregimes

unabdingbar.
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5 Zusammenfassung

Die Bedeutung des kolorektalen Karzinoms (CRC) als dritthaufigste Todesursache
aller Krebserkrankungen verdeutlicht die Notwendigkeit intensiver Forschung. So
vielseitig wie die Pathologie des CRC ist auch die Findung einer optimalen
Therapiestrategie. Endoskopische Verfahren und die radikal chirurgische
Intervention stellen einen bedeutenden Bestandteil des heutigen Therapiesettings
dar. Der Einsatz einzelner Chemotherapeutika sowie molekular zielgerichteter
Therapien hat gezeigt, dass CRC unterschiedliche Sensitivitat aufweisen. Das
Wissen, dass einzelne RAS- (rat sarcoma) und RAF- (rapidly accelerated
fibrosarcoma) Mutationen im CRC zu einem negativen therapeutischen Outcome
fUhren, insbesondere in Bezug auf die Therapie mit Anti-EGFR- (epidermal growth
factor receptor) Antikérpern, macht eine eingehende molekularbiologische
Typisierung der CRCs notwendig. Tumorheterogenitat, das gleichzeitige
Vorhandensein von heterogenen Subklonen innerhalb eines Tumors, dient als
Erklarungsansatz fur das Therapieversagen bei einzelnen Patientengruppen. Die
Identifizierung von unterschiedlichen Mutationsprofilen innerhalb eines Tumors und
seiner Metastasen sowie die Untersuchung der raumlichen Verteilung spielen
sowohl fur das Verstandnis der Tumorbiologie als auch die Therapie eine grolde
Rolle. Die Identifizierung von unterschiedlichen Mutationssubklonen in einzelnen
Tumorarealen gestaltet sich mit herkdmmlichen Routineverfahren, wie der
Polymerase-Kettenreaktion-Pyrosequenzierung (PCR-Pyro), als schwierig. Bei der
PCR-Pyro wird fur die Analysen Tumorgewebe in toto und morphologisch
unselektiert der Analyse zugefuhrt. Zielsetzung dieser Arbeit war es, ein Verfahren
zur Analyse der Heterogenitat des CRC zu etablieren, mit dem es maoglich ist,
morphologisch selektierte Mikroareale innerhalb eines Tumors gezielt zu
analysieren. Mit dem Lasermikrodissektions (LMD)-Verfahren kdnnen mehrere
kleine Bereiche Uber repetitive Schnittfolgen hinweg unter mikroskopischer
Kontrolle ausgewahlt, mittels Laser ausgeschnitten und vergleichend analysiert
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Routineverfahren (Sequenzierung
von moglichst reinem Tumorgewebe ohne raumliche Selektion) eine Zuordnung von

moglichen mehreren Mutationen innerhalb eines Tumors zu einzelnen Arealen nicht
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gewahrleisten kann. In einzelnen Fallen konnten vorhandene niedrigfrequente
Nebenmutationen (PLLM) zusatzlich zu den hochfrequenten Hauptmutationen
(HLM) nicht detektiert werden, da diese unter den HLM maskiert wurden. In der hier
vorliegenden vergleichenden Studie mittels LMD konnten in identischen
Patientenproben entsprechende PLLM von NRAS- und BRAF-Mutationen
identifiziert werden. Das LMD war somit imstande, die technischen Limitierungen
des Routineverfahrens zu umgehen. So konnen mikroskopisch kleinere Bereiche
unterschiedlicher Tumormorphologie gewahlt und selektiv Uber mehrere
Tumorschnittabfolgen kollektiviert werden. Hierdurch kommt es zum einen zu einer
hochselektiven Auswahl einzelner Bereiche aus gro3en Tumormassen und als
Nebeneffekt zu einer Aufkonzentrierung von PLLM, da potenziell Uberlagernde
Mutationen nicht mitanalysiert werden. In einer Analyse zeigte sich ein Bereich mit
wildtypischer Sequenz in direkter Nachbarschaft zur KRAS-HLM. In derselben
Patientenprobe zeigte sich bei Untersuchung des Metastasengewebes
Wildtypsequenz. Trotz der Moglichkeit hinsichtlich einer raumlichen Zuordnung flr
Mutationssubtypen im Gewebe des CRC, hat das LMD gegenuber dem
Routineverfahren jedoch den Nachteil, dass viele kleine Tumorgewebsareale via
Laser geschnitten werden mussen. Da die verwendeten Areale deutlich kleiner sind,
birgt dieses Vorgehen das Risiko, nicht gentigend DNA fir eine anschliellende
Pyrosequenzierung zu gewinnen. Daher konnten in einzelnen Fallen, bei denen die
vorhandenen Tumorzellzahl zu gering war, keine Ergebnisse generiert werden. Das
LMD-Verfahren konnte jedoch potenziell, insbesondere in Kombination mit
hochsensitiven Verfahren wie dem Next-Generation-Sequencing (NGS), einen
bedeutenden Beitrag zur Identifizierung von PLLM in groRen Tumorarealen leisten.
AbschlieRend kann die Verwendung der LMD fur das Verstandnis der
Tumorheterogenitat im CRC einen grollen Beitrag leisten, insbesondere
dahingehend, dass initial niedrigfrequente RAS/RAF-Mutationen im Therapieverlauf
biologisch selektioniert und damit einen entscheidenden Einfluss auf den

langfristigen Therapieverlauf nehmen konnten.
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Anhang

7 Anhang
7.1 Aminosauresequenz des BRAF
10 20 30 40
MAALSGGGGG GAEPGQALFN GDMEPEAGAG AGAAASSAAD
60 70 80 90
KOMIKLTQEH IEALLDKFGG EHNPPSIYLE AYEEYTSKLD
110 120 130 140
ESLGNGTDFS VSSSASMDTV TSSSSSSLSV LPSSLSVFQN
160 170 180 190
SPOQKPIVRVF LPNKQRTVVP ARCGVTVRDS LKKALMMRGL
210 220 230 240
QODGEKKPIGW DTDISWLTGE ELHVEVLENV PLTTHNFVRK
260 270 280 290
CRKLLFQGFR CQTCGYKFHQ RCSTEVPLMC VNYDQLDLLF
310 320 330 340
POEEASLAET ALTSGSSPSA PASDSIGPQI LTSPSPSKSI
360 370 380 390
EDHRNQFGQR DRSSSAPNVH INTIEPVNID DLIRDQGFRG
410 420 430 440
TPPASLPGSL TNVKALQKSP GPQRERKSSS SSEDRNRMKT
460 470 480 490
EIPDGQITVG QRIGSGSFGT VYKGKWHGDV AVKMLNVTAP
510 520 530 540
EVGVLRKTRH VNILLFMGYS TKPQLAIVTQ WCEGSSLYHH
560 570 580 590
IKLIDIARQT AQGMDYLHAK SIIHRDLKSN NIFLHEDLTV
610 620 630 640
KSRWSGSHQF EQLSGSILWM APEVIRMQDK NPYSFQSDVY
660 670 680 690
TGQLPYSNIN NRDQIIFMVG RGYLSPDLSK VRSNCPKAMK
710 720 730 740
RDERPLFEFPQI LASIELLARS LPKIHRSASE PSLNRAGFEFQT
760 766
PKTPIQAGGY GAFPVH
Mutationsstellen BRAF
Codon 464 600
AS-Sequenz Glycin Valin
Triplet-code GGU GUU
GGC GuUC
GGA GUA
GGG GUG
7.2 Aminosauresequenz des KRAS
Isoform 2A
10 20 30 40
MTEYKLVVVG AGGVGKSALT IQLIQNHEVD EYDPTIEDSY
60 70 80 90
CLLDILDTAG OEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC VFAINNTKSF
110 120 130 140
KRVKDSEDVP MVLVGNICDL PSRTVDTKQA QODLARSYGIP
160 170 180 189
RVEDAFYTLV REIRQYRLKK ISKEEKTPGC YKIKKCIIM

145

50
PAIPEEVWNI
100
ALQOQOREQOQOLL
150
PTDVARSNPK
200
IPECCAVYRI
250
TFFTLAFCDF
300
VSKFFEHHPI
350
PIPQPFRPAD
400
DGGSTTGLSA
450
LGRRDSSDDW
500
TPQOLQAFKN
550
LHIIETKFEM
600
KIGDFGLATV
650
AFGIVLYELM
700
RLMAECLKKK
750
EDFSLYACAS

50
RKQVVIDGET

100
EDIHHYREQI

150
FIETSEKTRO

766AS
Chr 7 (7q34)

189 AS
Chr 12 (12p12.1)



Anhang

Isoform 2B
10
MTEYKLVVVG
60
CLLDILDTAG
110
KRVKDSEDVP
160
GVDDAFYTLV

20
AGGVGKSALT
70
@EEYSAMRDO
120
MVLVGNECDL
170
REIRKHKEKM

30
IQLIQNHEVD
80
YMRTGEGFLC
130
PSRTVDTKQA
180
SKDGKKKKKK

40 50
EYDPTIEDSY RKQVVIDGET

90 100
VEAINNTKSFE EDIHHYREQT

140 150
ODLARSYGIP FIETSIKTRQ
SKTKCVIM

Unterschiede zwischen den Isoformen sind unterstrichen dargestellt.

Mutationsstellen KRAS
Codon 12/13 59 61
AS-Sequenz Glycin-Glycin Alanin Glutamin Lysin Alanin
Triplet-code GGT-GGC GCU GAA AAA GCU
GCC GAG AAG GCC
GCA GCA
GCG GCG
7.3 Aminosauresequenz des NRAS 189 AS
Chr 1 (1p13.2)
10 20 30 40 50
MTEYKLVVVG AGGVGKSALT IQLIQNHFEVD EYDPTIEDSY RKQVVIDGET
60 70 80 90 100
CLLDILDTAG OEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC VFAINNSKSF ADINLYREQ
110 120 130 140 150
KRVKDSDDVP MVLVGNICDL PTRTVDTKQA HELAKSYGIP FIETSIKTRQ
160 170 180 189
GVEDAFYTLV REIRQYRLKK LNSSDDGTQG CMGSPCVLM
Mutationsstellen NRAS
Codon 12/13 59 61
AS-Sequenz Glycin-Glycin Alanin Glutamin Lysin Alanin
Triplet-code GGT-GGC GCU GAA AAA GCU
GCC GAG AAG GCC
GCA GCA
GCG GCG
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