Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Klinik und Poliklinik fir Allgemein-, Viszeral-, und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf
Direktor: Prof. h.c. Dr. h.c. Jakob R. Izbicki, FACS, FRCS Ed. Hon.

Detektion von KRAS-Gen-Mutationen beim

Bronchialkarzinom

Dissertation
zur Erlangung des Grades einer Doktorin der Zahnmedizin

im Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg
vorgelegt von
Bettina Nicola Maria Ostermayer, geb. Loos

aus Frankfurt am Main

Hamburg 2015



Angenommen von der

Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg am: 08.07.2015

Veréffentlicht mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. J. Izbicki

Prifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. K. Kutsche



Seite 3



Inhaltsverzeichnis

I.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7

3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18

Einleitung

Epidemiologie der Bronchialkarzinoms
Histologie und Pathogenese
Diagnostik

Genetische Verdnderungen

Das KRAS-Gen

Therapieverfahren

Prognose

Arbeitshypothese und Fragestellung

Material und Methode

Material

Tumormaterial

Anfertigung von Kryogewebeschnitten
Héamatoxylin-Eosin-Féarbung der Kryogewebeschnitte
Histologische Untersuchung

Mikrodissektion der Gewebeschnitte

Isolierung der Tumor-DNA
Konzentrationsbestimmung der DNA (Verfahren I)
Isolierung der Referenz-DNA auf EDTA-Blut
Mikrosatellitenanalyse

Loss of Heterozygosity

Amplifikation der Tumor-DNA
Agarose-Gelelektrophorese

Aufreinigung der amplifizierten DNA
Konzentrationsbestimmung der DNA (Verfahren II)
Cycle Sequencing Reaction

Aufreinigung der DNA mittels DyeEx Spin Kit

Auftrennung & Analyse der bei der Didesoxymethode...

Seite 4

11
15
16
19
22

24

25
27
27
28
28
29
29
30
30
30
33
35
36
36
37
38
39
39



3.19
3.20

4.

4.1
4.2
43
4.4
4.5

7.1

7.2.

10.
I1.

Klinische Daten

Statistische Auswertung

Ergebnisse

Patientencharakteristika
Mikrosatellitenanalyse
KRAS-Gen-Sequenzierung
Therapieverlauf

Uberlebensanalyse

Diskussion
Zusammenfassung

Abkiirzungsverzeichnis und Schreibweise

Abkiirzungsverzeichnis

Schreibweise

Literaturverzeichnis
Danksagung
Curriculum Vitae

Eidesstattliche Versicherung

Seite 5

41
41

42
44
48
51
53

56

61

62
63

64

77

78

79



1.  Einleitung

1.1 Epidemiologie des Bronchialkarzinoms

Innerhalb Deutschlands zahlt das Bronchialkarzinom sowohl bei Mannern als auch bei
Frauen zu der dritthaufigsten Krebserkrankung. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fir beide
Geschlechter bei etwa 68 Jahren und entspricht damit dem Erkrankungsalter fur Krebs im
Allgemeinen [1].

In Deutschland liegt der Anteil der durch Krebs verursachten Todesfalle nach Angaben des
Robert-Koch-Instituts beim mannlichen Geschlecht fur Lungenkrebs mit etwa 26 % auf Rang
1. Bei Frauen liegt der Anteil mit etwa 11,6 % auf Rang 3. In westlichen Landern zahlt das
Bronchialkarzinom nach wie vor zu den haufigsten krebsassoziierten Todesursachen [1-2].
Trotz der Fortschritte in der Diagnostik und Therapie liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
der Patienten mit Lungenkarzinom in europaischen und nordamerikanischen Landern nur in
einem Bereich von 5,5 - 15,7 % [ 3-4 ].

Nach Angaben des Statistischen Bundesamts verstarben im Jahr 2005 42.217 Personen
(30.347 Manner und 11.870 Frauen) an Erkrankungen, die in Zusammenhang mit dem
Konsum von Tabakprodukten gebracht werden kénnen [5].

Die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung von Lungenkrebs (90 %) sind die im Tabakrauch
enthaltenen Kanzerogene, dazu zahlen u. a. Benzpyren, Nitrosamin, 3-Naphthalin, Hydrazin,
Polonium und Kadmium. Daneben sind Asbest, ionisierende Strahlung, Radon, Quarzstaube
und die durch sie hervorgerufene Silikose als Verursacher von Lungenkrebs bekannt [1, 6-
17].

Luftverunreinigung andere Faktoren

Passivrauch

Radon in Wohnungen

Beruf

Tabakrauch

Abbildung 1.1

Bedeutung einzelner Risikofaktoren im Hinblick auf das Lungenkrebsrisiko [6]
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Bei Mannern kann das Bronchialkarzinom in 90 %, bei Frauen in 75 % der Falle auf das
Rauchen zurlckgeflhrt werden. Die Dauer und Intensitat, mit welcher die Inhaltsstoffe
konsumiert werden, sind hierbei ausschlaggebend [8]. Auch lasst das Passivrauchen das
Risiko einer Erkrankung um das Zweifache ansteigen. Ebenso erhohen spezifische
genetische Faktoren und familiare Pradispositionen das Risiko, an einem Bronchialkarzinom
zu erkranken [9-17].

Weiter wirkt sich der sozioGkonomische Status auf die Erkrankungshaufigkeit aus; so ftritt
Lungenkrebs in der Bevdlkerungsgruppe mit niedrigem Einkommen und schlechter
Ausbildung haufiger auf als in der Gruppe mit hohem soziodkonomischen Status [7].

Seit 1990 ist bei Mannern eine Tendenz des Rickgangs von Inzidenz und Mortalitat zu
beobachten, der auf die steigende Nichtraucheranzahl zuriickgefuhrt wird; laut CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) nahm die Anzahl von Neuerkrankungen in den Jahren
von 2005 bis 2009 bei Mannern um 2,6 % ab [18], bei Frauen zeichnet sich eine eher
gegenlaufige Tendenz ab. Dieser Trend wird dem gesteigerten Zigarettenkonsum von Frauen

zugeschrieben [1].

= Erkrankungsrate Minrer - Erkrankungsrate Fraven

terberate Manmer Sterberate Fraver

Abbildung 1.2
Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterbedaten in Deutschland 1980-2006 [1]
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Nach aktuellen Umfragen rauchen in Deutschland derzeit 37 % der erwachsenen Manner
und 28% der erwachsenen Frauen (= 18 Jahre) [1].
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schéatzt, dass bis zum Jahr 2025 weltweit jahrlich

zehn Millionen Menschen an den Folgen des Tabakkonsums sterben werden [19].

1.2 Histologie und Pathogenese

Unter einem Bronchialkarzinom versteht man eine maligne Neoplasie, die von den Zellen der
unteren Atemwege ausgeht. Topografisch am haufigsten betroffen ist der Oberlappen der
rechten Lunge, der aufgrund des groReren Ventilationsvolumens eine ausgedehntere
Kontaktflache hat.

Pathohistologisch werden zwei Hauptgruppen der Bronchialkarzinome unterschieden: das
grol3zellige Bronchialkarzinom (NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer) mit einem Anteil von
75-80% und das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC, Small Cell Lung Cancer) mit einem
Anteil von etwa 20 %. Weiterhin werden die NSCLC in Plattenepithelkarzinome,
Adenokarzinome und grof3zellige Karzinome unterteilt [20].

Das Plattenepithel- und das Adenokarzinom kommen am haufigsten vor, wobei ihre Inzidenz
geografischen Schwankungen unterliegt. So ist das Plattenepithelkarzinom am weitesten in
den westlichen Industriestaaten verbreitet und mit dem Rauchen assoziiert, wahrend das
Adenokarzinom vor allem in asiatischen Landern und bei Nichtrauchern und Frauen auftritt
[12-13].

Das Plattenepithelkarzinom (SCC, Squamous Cell Carcinoma) macht mit etwa 40% den
grofliten Teil der NSCLC aus und zeigt eine starke Korrelation mit dem Tabakrauchen [15].
Durch den chronischen Reiz des Rauchs auf das die Bronchien auskleidende respiratorische
Epithel kommt es zu einer Entzindung und zur Plattenepithelmetaplasie, in deren Folge es
zur Dysplasie kommen kann. Charakteristisch sind das langsame Wachstum und die friihe
Metastasierung in die regionalen Lymphknoten. Regressive Veranderungen wie Nekrosen,
Blutungen und Zysten koénnen auftreten. Es wird ein verhornender von einem
nichtverhornenden Typ unterschieden, letzterer geht aufgrund der gréReren Entartung mit
einer schlechteren Prognose einher [20].

Das Adenokarzinom (AC) wird in drei Gruppen unterteilt: in prainvasive/nichtinvasive,
minimalinvasive und invasive Lasionen. Als prainvasive Lasionen des Adenokarzinoms
werden die atypische adenomatése Hyperplasie (AAH) und das Adenocarcinoma in situ
(AIS) bezeichnet. Das AAH und das AIS gehoéren zu den lepidischen (lat. reinen) Lasionen,
die sich durch ein nichtinvasives Wachstum auszeichnen. Dagegen werden alle anderen

Adenokarzinome als invasiv bezeichnet, da sie die Fahigkeit der Gewebsinvasion, der
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lymphogenen, hamatogenen oder aerogenen Metastasierung haben. Die histologischen
Subtypen werden auch als invasiv bezeichnet, wenn sie nicht invasiv gewachsen sind. Die
neue Einteilung ersetzt alte Bezeichnungen; so ist das Adenocarcinoma in situ < 3 cm das
frihere bronchioalveolare Karzinom, das lepidisch pradominante Adenokarzinom ersetzt das
frGhere nicht muziése bronchioalveolare Karzinom, das heutige invasiv muzidse
Adenokarzinom steht fir das friihere muzidése bronchioalveolare Karzinom [21-22].

Die Bronchialkarzinomeinteilung nach der WHO/IARC sowie die Einteilung der
Adenokarzinome nach ASLC/ATS/ERS sind in Tabelle 1.1 dargestellt.

Tabelle 1.1

Einteilung der Bronchialkarzinome nach WHO 1999/ IARC 2004 und ASLC/ATS/ERS-Klassifikation
des Adenokarzinoms 2011 [20-21]

Plattenepithelkarzinom Adenokarzinom
Varianten Prainvasive Lasionen
- papillar - atypische adenomatdse Hyperplasie
- klarzellig - Adenocarcinoma in situ (< 3 cm)
- kleinzellig - nicht muzios
- basaloid - muziés

- gemischt muzids/ nicht muziés

GroB3zelliges Bronchialkarzinom Minimalinvasives Adenokarzinom

- groRzelliges neuroendokrines Karzinom - (= 3 cm lepidisch pradominantes ADC)

- klarzelliges Karzinom - nicht muzioés

- basaloides Karzinom - muziés

- lymphoepitheliales Karzinom - gemischt muziés / nicht muziés
Kleinzelliges Bronchialkarzinom Invasives Adenokarzinom

- adenosquamoses Karzinom - lepidisch pradominant (ehem. BAC)

- sarkomatoides Karzinom - azinar pradominant

- Karzinoidtumor - papillar pradominant

- Speicheldriisentumore - mikropapillar pradominant

- solid pradominant
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Varianten Varianten invasiver Adenokarzinome

- mukoepideroid - invasiv muzitéses ADC

- adenoidzystische - kolloidal

- epithelial-myoepithelial - fetal (niedrig und hoch maligne)
- enterisch

Das groRzellige Karzinom (LCLC, Large Cell Lung Cancer) wird nach der WHO-
Klassifikation in eine eigene Subgruppe unterteilt, gehort aber immunhistochemisch zu den
entdifferenzierten Plattenepithel- oder Adenokarzinomen. Wegen ihrer Grofle und den
hellzelligen Arealen kann man sie lichtmikroskopisch jedoch nicht mehr als solche erkennen.
Sie machen ca. 15 % der NSCLC aus [20].

Das kleinzellige Karzinom (SCLC) gehort als eigene Gruppe zu den Karzinoiden. Als
Karzinoide werden Tumorformen bezeichnet, die vom neuroendokrinen System ausgehen.
Es werden die typischen von den atypischen Karzinoiden unterschieden. Die typischen
Karzinoide liegen meist zentral und wachsen langsam Uber einen langeren Zeitraum lokal
begrenzt. Sie zeigen eine bessere Prognose als die hoch malignen atypischen Karzinoide.
Sie weisen eine vermehrte Zell- und Kernpolymorphie auf, meist sind sie peripher gelegen.
Das kleinzellige Bronchialkarzinom geht aus den neuroendokrinen APUD-Zellen hervor und
zeichnet sich durch seine kleinen, runden, im lockeren Zellverband liegenden Zellen aus.
SCLC bilden sich bevorzugt in den zentralen Bronchien. Sie kénnen ektope Hormone bilden
und so zu Paraneoplasien fluhren (z. B. Cushing-Syndrom). Charakteristisch fur das
kleinzellige Karzinom sind das rasche Wachstum und die sehr frUhe Metastasierung in die
umliegenden Lymph- und Blutbahnen. Klinisch zeigen sie hierdurch eine schlechtere
Prognose. Siebzig Prozent der kleinzelligen Karzinome sind inoperabel und kénnen nach
Diagnosestellung meist nur palliativ behandelt werden [20].

Neben dem Primartumor bestimmt die lymphogene und hamatogene Metastasierung den
Krankheitsverlauf und die Sterblichkeit wesentlich. Beim Bronchialkarzinom zeigt sich haufig
ein sehr frlher mediastinaler Lymphknotenbefall. Zeitlich schlie®t sich der Befall der
interpulmonalen Lymphknoten an, gefolgt von der Metastasierung in die parabronchialen und
hildren Lymphknoten [23]. Lebermetastasen zahlen mit 35-40% zu den haufigsten
Fernmetastasen beim Bronchialkarzinom, gefolgt von Metastasen des Skelettsystems (30%)
der Nebennieren (22-34%) und des Gehirns (14-19%.) Nicht selten werden

Bronchialkarzinome primar durch das Finden von Fernmetastasen diagnostiziert [24].
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Einzelne Tumorzellen oder kleine Tumoraggregate, sogenannte disseminierte Tumorzellen
(DTZ), die einen Durchschnitt von 0,2 mm nicht Uberschreiten durfen (UICC, Union
Internationale Contre le Cancer), kénnen bereits zum Zeitpunkt der Diagnose in
mesenchymales Gewebe (Knochenmark, Lymphknoten) eingewandert sein. In diesem Fall

spricht man von einer minimal residualen Krebserkrankung (MRD) [25-26].

1.3 Diagnostik

Die pathologische Beurteilung erfolgt nach dem Tumor-Staging tber die TNM-Klassifikation,
bei welcher das Bronchialkarzinom nhand seiner Ausbreitung und Differenzierung in Stadien
eingeteilt wird [27-28]. Neben der klinischen Anamnese und kdrperlichen Untersuchung
werden bildgebende Verfahren, wie die Rontgenaufnahme des Thorax (p. a. und seitlich), die
Spiral-Computertomographie oder die Thoraxsonographie, zur Beurteilung herangezogen.
Des Weiteren koénnen verschiedene Tumormarker im Serum nachgewiesen werden.
Immunzytochemische und molekularbiologische Verfahren stehen zur Detektion von
einzelnen disseminierten Tumorzellen (DTZ) im Blut, in den Lymphknoten oder im
Knochenmark zur Verfigung. Diese Tumormarker, neuronenspezifische Enolase (NSE), das
Pro Gastrin Releasing Peptide (ProGRP), Cytokeratin 19 Fragmente (CYFRA 21-1) und das
karzinoembryonale Antigen (CEA), haben sich fur das Bronchialkarzinom als relevante
Tumormarker mit einer hohen diagnostischen Aussagekraft herauskristallisiert. Trotz der
Korrelation zwischen Tumorgréfe und praoperativem Tumormarkerwert ist kein generelles
Staging mittels der tumorassoziierten Antigene beim Bronchialkarzinom moglich. Die
Tumormarker kénnen aber flr die genauere Einteilung des histologischen Subtyps, eine
Einschatzung des Ausmales der Erkrankung und eine erste Aussage uber die Prognose
hilfreich sein [29-31]. Die Tumormarker sind weiterhin flr die Verlaufskontrolle nach
Resektion des Primartumors und flr das Erstellen des Therapieplans wichtig. Der
postoperative Markerabfall lasst auf die vollstandige Entfernung des Tumors bzw. das
Ansprechen auf die Chemotherapie schlieRen. Im umgekehrten Fall kann das Ausbleiben
dieses Abfalls ein Hinweis auf Metastasierung, einen Residualtumor oder Therapieversagen
sein. Der vorzeitige Wiederanstieg nach kurativer Resektion spricht i. d. R. fur ein
Tumorrezidiv [32].

Weitere haufig eingesetzte Untersuchungsmethoden sind die Sputumzytologie und die
Bronchoskopie. Basislaboruntersuchungen liefern zudem wichtige Informationen Uber
Blutbild, Leber- und Nierenwerte und Gerinnung. Zusatzlich werden Spezialuntersuchungen
wie die Szintigraphie und die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) angewandt [23].

Nach der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) beschreibt die TNM-Klassifikation
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den Grad der Ausbreitung des primaren Tumors (T), den Befall der regionalen Lymphknoten

(N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
[27, 33-35]. In Tabelle 1.2 ist der Vergleich der bis 2009 geltenden 5. und 6. Auflage der
UICC-TNM-Klassifikation mit der ab 2010 geltenden 7. Auflage dargestellt [7, 33-35].

Tabelle 1.2
UICC-TNM-Klassifikation [7, 33-35]

UICC TNM 5. und 6. Auflage

T1

T2

T3

Tumor bis 3 cm, umgeben von T1
Lungengewebe oder viszeraler
Pleura, Hauptbronchus

bronchoskopisch frei

T1a
T1b

Tumor > 3 cm oder Befall von T2
- Hauptbronchus = 2 cm entfernt
von Carina oder
- viszerale Pleura infiltriert oder
- Atelektase oder obstruktive
Entziindung bis zum
Hilus, aber nicht der ganzen

Lunge

Tumor jeder GrofRe mit Infiltration von T3
- Brustwand oder

- Zwerchfell oder

- mediastinaler Pleura oder

- parietalem Perikard

Hauptbronchus < 2 cm entfernt von

Seite 12

IASLC, UICC TNM 7. Auflage

Tumor bis 3 cm, umgeben von
Lungengewebe oder viszeraler
Pleura, Hauptbronchus
bronchoskopisch frei

Lasion bis 2 cm

Lasion grofRer 2 cm bis 3 cm

Tumor > 3 cm < 7 cm mit Befall

von:

- Hauptbronchus = 2 cm entfernt
von Carina oder

- viszerale Pleura infiltriert oder

- Atelektase oder obstruktive

Entziindung bis zum Hilus,

aber nicht der ganzen Lunge

T2a  Lasion bis 5 cm

T2b  Lasion bis 7 cm

T2-Tumor gréfer als 7 cm
Tumor jeder GréRe mit
Infiltration von

- Brustwand oder

- Zwerchfell oder

- mediastinaler Pleura oder



T4

M1

Carina, Carina selbst frei
Atelektase oder obstruktive Entziindung

der ganzen Lunge

Tumor jeder GréRe mit Infiltration von
- Mediastinum oder

- Herz oder

- groRen Gefallen

- Trachea oder

- Osophagus oder

- Wirbelkorper oder

- Carina

getrennte Herde im selben
Lungenlappen (neu — T3)

Tumor mit malignem Pleuraerguss

(neu — M1a)

Tumorherde in einem anderen
Lungenlappen ipsilateral (neu — T4)
Tumorherde in einem anderen
Lungenlappen kontralateral

Fernmetastasen

T4

M1a

M1b

- parietalem Perikard
Hauptbronchus < 2 cm entfernt
von Carina, Carina selbst frei

Atelektase oder obstruktive
Entzindung der ganzen Lunge
getrennte Herde im selben

Lungenlappen (ehem. T4)

Tumor jeder GréRe mit
Infiltration von

- Mediastinum oder

- Herz oder

- groRen Gefalken

- Trachea oder

- Osophagus oder

- Wirbelkérper oder

- Carina

Tumorherde in anderen
Lungenlappen ipsilateral
(ehem. M1)

Tumor mit malignem Pleura oder
Perikarderguss Tumorherde in der
kontralateralen Lunge

Fernmetastasen

Unterteilt wird in die Stadien I-IV, welche den spateren Therapieplan und die Prognose

bestimmen.
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Tabelle 1.3
Stadieneinteilung der UICC-TNM-Klassifikation 7. Auflage [36]

Okkultes Karzinom  Tx NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1A T1a NO MO
T1b NO MO
Stadium 1B T2a NO MO
Stadium I1A T1a N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
T3 selber Lappen* NO MO
Stadium IlIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T3 selber Lappen* N1 MO
T3 selber Lappen* N2 MO
T4 Ausdehnung NO MO
T4 Ausdehnung N1 MO
T4 Herd ipsilateral# NO MO
T4 Herd ipsilateral# N1 MO
Stadium 11IB T4 Ausdehnung N2 MO
T4 Herd ipsilateral# N2 MO
jedes T N3 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1a (Maligner
Pleura- oder
Perikarderguss

oder kontralaterale
Metastase)

jedes T jedes N M1b (Fernmetastase)

*Herd/e im selben Lappen; # Tumorherd/e im anderen Lungenlappen ipsilateral
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1.4  Genetische Verdnderungen

Die Tumorentstehung ist ein multifaktorielles Versagen mehrerer Mechanismen innerhalb
einer Zelle. Die von einer Mutation betroffene Zelle kloniert sich und gibt die Fehlinformation
des Tumorphanotyps an ihre Tochterzellen weiter. Bereits in praneoplastischen
Veranderungen wie einer Hyperplasie, Dysplasie oder einem Carcinoma in situ sind
genetische Veranderungen histologisch nachweisbar [7, 37].

Unter einer Mutation versteht man eine spontane oder induzierte Anderung des Erbgutes,
die auf drei verschiedenen Ebenen ablaufen kann. Es werden die Genom-, Chromosomen-
und die Genmutation unterschieden.

Eine Genommutation ist eine numerische Veranderung des Chromosomensatzes (Karyotyp).
Betroffen sind hierbei entweder vollstindige Chromosomensatze oder einzelne
Chromosomen, die vervielfacht oder vermindert vorliegen.

Als Chromosomenmutationen werden strukturelle Veranderungen an einzelnen Chromo-
somen zusammengefasst. Mutationen im Bereich des p-Arms von Chromosom 3 sind mit

90 % in SCLC und > 80 % in NSCLC die mit am haufigsten auftretenden genetischen
Veranderungen in Bronchialkarzinomen [38-40].

Bei Genmutationen kommt es durch Austausch, Verlust oder Einfiugen von Basen zur DNA-
Veranderung (Translokation, Transversion, Punktmutation). Es kann damit eine
Veranderungen auf proteinebene Einhergehen. Durch die Aktivierung oder Deaktivierung von
entscheidenden Kontrollgenen, wie z. B. Protoonkogenen, Tumorsuppressorgenen (TSG)
und DNA-Reparaturgenen, kommt es im weiteren Verlauf innerhalb der Zelle zu
Veranderungen. Es wird zwischen stillen-, missense- und nonsense-Mutationen
unterschieden. Eine stille-Mutation, die zu keinem Austausch einer Aminosaure fihrt, bleibt
in der Regel ohne weitere Konsequenz. Bei einer missense-Mutation (sinnverandernden) tritt
eine Veranderung der Aminosauresequenz des Proteins auf. Durch das Einfigen eines
Stopcodons kommt es bei der nonsense-Mutation (unsinn) zu einem verfrihten Abbruch der
Translation, das Protein wird also nicht fertiggestellt [41-42].

Nach dem Two-Hit-Model von Knudson missen sich Mutationen auf beiden Allelen eines
Tumorsuppressorgenens ereignen, damit die Zelle in Richtung Tumorentstehung geht. Es
kommt dadurch zur Geninaktivierung und haufig zu einer verminderten Genexpression (loss
of function) [43-44].

Das Tumorsuppressorgen P53 ist ein Regulationsmolekil des Zellzyklus und als
Transkriptionsfaktor fiur die Expression von Genen und die induzierte Apoptose
verantwortlich. Durch Mutationen im Bereich von 17p13 wird das Gen inaktiviert. Haufig
handelt es sich um G-T-Transversionen, die u. a. durch Kanzerogene im Zigarettenrauch

hervorgerufen werden kénnen. Zudem konnte eine verschlechterte Prognose beim Auftreten
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von P53-Mutationen innerhalb von NSCLC nachgewiesen werden [45-47].

Veranderungen des Chromosomenabschnitts auf dem sich das Tumorsuppressorgen
Retinoblastom (RB in 13q14) befindet, konnten sowohl in NSCLC als auch in SCLC
nachgewiesen werden [48-49].

Damit ein Protoonkogen zu einem Onkogen wird, genugt ein dominantes Mutationsereignis,
bei welchem ein defektes Allel zur Tumorentstehung flhrt. Das mutierte Allel ist dominant
Uber das Wildtyp-Allel und geht mit einem Funktionsgewinn des exprimierten Proteins einher
(gain of function) [43, 50].

Zu den Protoonkogenen, die an der Entstehung von Bronchialkarzinomen mitbeteiligt sind,
zahlen u. a. die RAS-Onkogene, speziell das KRAS-Gen und die Gene der ERBB-Familie.
Zu dieser Familie gehort auch der Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR. Bei 60 % der
Plattenepithel- und Adenokarzinome wurde eine gesteigerte EGFR-Expression beobachtet
[51-55].

Eine Methode, um den Verlust eines Allels feststellen zu konnen, ist die
Mikrosatellitenanalyse. Mikrosatelliten Short Tandem Repeats (STR) sind kleine, meist nur
zwei bis vier Basenpaare umfassende, im Genom verstreut liegende repetitive DNA-
Sequenzen. Mikrosatelliten werden haufig als DNA-Marker in der Genetik verwendet, da sie
polymorph sind, d. h. es gibt in der Bevélkerung viele verschiedene Allele und viele Personen
sind heterozygot. Eine Heterozygotie liegt also vor, wenn mutterliches und véaterliches Allel
eine unterschiedliche Anzahl an repetitiven Sequenzen aufweisen. Ist die Anzahl der
Repeats auf beiden Allelen gleich, so besteht eine Homozygotie. Liegt in einem Tumor auf
einem Chromosom eine grolke Deletion vor, die z. B. mehrere Gene (u. a.
Tumorsuppressorgene) umfasst, so kann dieser Allelverlust durch eine Mikrosatelliten-
analyse aufgedeckt werden, vorausgesetzt, es liegt eine Heterozygotie fir die analysierten
DNA-Marker vor. Bei der Mikrosatellitenanalyse wird die DNA der Tumorprobe mit der DNA
einer Blutprobe desselben Patienten verglichen. Durch den Vergleich der analysierten
Mikrosatellitenallele im Tumor mit denen im gesunden Vergleichsgewebe kann ein Loss of

Heterozygosity (LOH) festgestellt werden [56-58].

1.5 Das KRAS-Gen

Bereits 1981 wurden die virale Harvey- und Kirsten-RAS-Sequenz in Ratten entdeckt und
deren Verhalten, sich von normalen Zellen in aktivierte Onkogene zu verwandeln,
beschrieben [60]. Man nahm an, dass sich die Veranderung der RAS-Gene ahnlich wie die
der SRC-Onkogene, hervorgerufen durch die ROUS Sarcoma-Viren (RSV), verhalten
wilrden [61]. Das Kirsten Sarcoma Virus Associated Oncogene wurde KRAS (KI-RAS)
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genannt, das Harvey Sarcoma Virus Associated Oncogene HRAS. Kurz darauf wurde auch
das dritte Mitglied der RAS-Familie, NRAS, nachgewiesen [62-63]. Mutierte Gene der RAS-
Familie wurden zunehmend in menschlichen Geweben wie der Blase, dem Kolon und der
Lunge gefunden [64]. Detaillierte Untersuchungen =zeigten, dass es sich hierbei um
Punktmutationen der Codons 12, 13 und 61 handelte [41-53]. Weitere Bedeutung kam der
Feststellung zu, dass RAS-Mutationen nicht bei primaren Zellen gefunden werden konnten
und die Tumorentstehung ein mehrstufiger Mechanismus ist, der nur bei Zellen mit
Pradisposition erfolgen kann [65-66].

Die RAS-Onkogene gehoéren zu den Guanosintriphosphat-bindenden Proteinen (G-Proteine)
und wurden erstmals 1980 vom Edward-Scolnick-Institut beschrieben [42, 67]. NRAS und
HRAS besitzen vier Exons, KRAS weist zwei alternative vierte Exons auf (IVa, 1Vb), sodass
zwei verschiedene Genprodukte gebildet werden. Beide entsprechen einer relativen
Molmasse von jeweils 21 kDa. Das KRAS-Gen befindet sich auf dem kurzen (p) Arm von
Chromosom 12 in der Bande p12.1 [67].

~ Active Ras

Abbildung 1.3
Strukturmodell des GTP-gebundnen KRAS-Proteins [66]

RAS-Proteine werden in der Regel durch Ligandenbindung an Rezeptor-Tyrosinkinasen
aktiviert, die Aktivierung ist aber auch ohne Rezeptor-Tyrosinkinasen madglich. Entscheidend
bei der Aktivierung von RAS ist das Adapterprotein GFRB2 (Growth Factor Receptor-Bound
Protein 2), welches das erhaltene Wachstumssignal (z. B. EGF) auf das
Guaninnukleotidaustauschmoleklil SOS (Son of Sevenless) Ubertragt. RAS wird so durch
den Austausch von Guanindiphosphat (GDP) zu Guanintriphosphat (GTP) in einen aktiven

Zustand Uberfuhrt. Das Wachstumssignal erzeugt Uber die MAP- (Microtubule Associated
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Protein Kinase) und ERK 1/2-Kinasen (Extracellular signal-Regulated Kinases) eine
Aktivierungskaskade. Das aktivierte ERK transloziert in den Zellkern und aktiviert dort
Transkriptionsfaktoren, welche an spezifische DNA response elements binden und dadurch
die Expression bestimmter Gene regulieren [58-59].

Durch Hydrolyse wird RAS inaktiviert. Hierbei wird durch die intrinsische GTPase-Aktivitat
der GDP-gebundene Ruhezustand erreicht; dieser Prozess kann durch GTPase aktivierende
Proteine (GAP) beschleunigt werden. Eine Punktmutation kann die GTPase-Aktivitat
blockieren. So bildet sich eine intrinsische Resistenz, GTP kann nicht mehr zu GDP
hydrolysiert werden, und das Protein verbleibt in seinem aktiven Zustand. Ein standiges
Wachstumssignal, das unabhangig vom EGF-Rezeptor ist, sorgt flr ein unkontrolliertes
Wachstum der Zelle [67-68].

RAS-Mutationen kommen in menschlichen Tumoren mit am haufigsten vor und betreffen
sowohl solide Tumore (epithelialen oder mesenchymalen Ursprungs) als auch
hamatopoetische Tumore (Leukdmien). Sechzig Prozent der Pankreastumore haben eine
KRAS-Mutation, bei 25 % des Diinndarmkrebses liegt eine NRAS-Mutation vor und bei 16 %
der Speicheldrisentumore eine HRAS-Mutation [67].

Die haufigsten RAS-Mutationen sind Punktmutationen im KRAS-Gen, das sich auf dem
kurzen Arm von Chromosom 12 (12p) befindet. Die Punktmutationen betreffen bevorzugt die
Codons 12, 13 oder 61; es handelt sich meist um eine G-T- (73 %), seltener um eine G-C-
Transversion. Codon 12 (GGT), welches die Aminosaure Glycin codiert, wird zu TGT = Lysin
oder GTT = Valin, bei G-C-Transversionen wird nach Alanin ausgetauscht.

Neunzig Prozent der im Bronchialkarzinom auftretenden Mutationen befinden sich in Codon
12 und 13 [67-69]. Von den RAS-Onkogenen hat das KRAS-Gen die hdchste
Mutationsfrequenz im Bronchialkarzinom mit einem Anteil von etwa 15-20 % [70]. HRAS und
NRAS zeigen beide nur zu etwa 1 % Mutationen, die ein Bronchialkarzinom hervorrufen
kénnen. KRAS-Gen-Mutationen kommen haufiger bei mannlichen Rauchern und in
Adenokarzinomen vor, hier vor allem in muziésen Adenokarzinomen. Etwa 20-30% der
Adenokarzinome haben eine KRAS-Gen-Mutation. Mutationen im SCLC sind dagegen selten
[67-79].

Ein Zusammenhang zwischen LOH und Lungenkrebs wurde in mehreren Studien an
humanem Gewebe und in experimentellen Tierversuchen untersucht, ebenso wie die Frage
nach der Tumorsuppressorfunktion des KRAS-Gens [77-85]. Bei heterozygoten Mausen mit
einem Allelverlust im Bereich des Kras-Gens kamen spontan und chemisch induzierte
Tumore signifikant haufiger vor als bei zwei intakten Kras-Allelen. Dabei konnte eine hohe
Frequenz von LOHSs, auf Chromosom 6, der Region des Kras-Gens, gezeigt werden [77]. In
einer Studie mit B6¢c3f1-Mausen untersuchte man die Aktivierung der Map-Kinase und fand

einen Zusammenhang zwischen Kras und LOH des Wildtyp-Allels [80]. Nachfolgende
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Studien an humanem Gewebe versuchten einen ahnlichen Zusammenhang herzustellen.
Man ging davon aus, dass die dominante Wirkung des mutierten RAS-Allels entweder durch
eine Uberexpression des mutierten Gens oder durch den Verlust des Wildtyp-Allels
hervorgerufen wird. Bei einer Untersuchung von Li et al. [79] an humanen Zellkulturen wurde
bei etwa 50% der untersuchten Adenokarzinome und LCLC ein LOH auf Chromosom 12p
beschrieben, und etwa 40% der Adenokarzinome und LCLC zeigten eine Mutation im KRAS-
Gen. Alle Adenokarzinome und LCLC mit einer KRAS-Mutation hatten einen LOH im Bereich
von KRAS. Der prozentuale Anteil von Tumoren mit LOH in der Region 12p12-13 war
genauso hoch wie der Anteil von Tumoren mit einer KRAS-Mutation. An transgenen Ratten,
die eine Uberexpression des Wildtyp-Kras-Gens aufwiesen, konnten MINU-induzierte
Mamma-Karzinome signifikant haufiger reduziert werden als bei ihren nicht transgenen
Wurfgeschwistern [84]. Auch an Thymusgewebe von M&usen fiihrte die Uberexpression von
Wildtyp-Nras zum Schutz vor einem Thymuskarzinom [85]. Damit kann Wildtyp-KRAS das
onkologische Potenzial des mutierten KRAS-Gens hemmen. Bei der onkologischen
Aktivierung des KRAS-Gens kommt es jedoch haufiger zur Uberexpression mutierter Allele
als zum Verlust des Wildtyp-Allel, gain of fuction Uberwiegt also gegeniiber loss of function
[81].

1.6 Therapieverfahren

Das Tumor-Staging bestimmt das therapeutische Vorgehen und beeinflusst signifikant die
spatere Prognose.

Beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom im Stadium I/ll sind die Lappenresektion und die
systemische Lymphknotendissektion indiziert. Primares Therapieziel ist die radikale
Resektion mit einem freien Resektionsrand (RO).

Eine neoadjuvante Chemotherapie bringt keine Verlangerung der rezidivfreien noch der
Gesamtuberlebenszeit und wird daher nicht empfohlen. Ebenso erreicht man mit einer
adjuvanten Chemo- und/oder Radiotherapie keine Verbesserung der Uberlebenszeit [86].
Eine definitive Radiotherapie sollte zu diesem Zeitpunkt nur bei inoperablen Patienten
erfolgen oder bei R1-resizierten Patienten, die nicht nachresiziert werden kénnen. Die
angewandte Dosis sollte hierbei 60 Gray (Gy) betragen [7].

Patienten im fortgeschrittenen Stadium HIA/IIIB wird nach kompletter Resektion und
systemischer Lymphknotendissektion eine anschlieRende sequenzielle adjuvante Chemo-
und Radiotherapie empfohlen. Die adjuvante Chemotherapie, welche mit cisplatinhaltigen
Kombinationen erfolgen sollte, zeigt einen signifikanten Anstieg der Funf-Jahres-

Uberlebensrate [87]. Gangige Zytostatika bei der Bronchialkarzinomtherapie sind neben
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Cisplatin Zytostatika der dritten Generation: Carboplatin, Docetaxel, Gemcitabin, Vinorelbin
und Paclitaxel [88-89]. Cisplatin und Carboplatin gehéren zu den Platinderivaten. Unter
Bildung eines Platin-Addukts gehen sie eine kovalente Bindung mit der DNA ein. Die DNA-
Reparaturenzyme werden gehemmt und die Apoptose induziert. Docetaxel, ein Taxol, fixiert
wahrend der Mitose den Spindelapparat und unterbindet die Zellteilung. Auch Paelitaxel hat
diesen Wirkungsmechanismus. Pyrimidinanaloga wie Gemcitabin und 5-Fluorouracil
unterbrechen als Antimetaboliten die DNA-Replikation [7].

Ist im Stadium IlIA/IIIB, bei ungunstiger Lage des Tumors, eine Operation nicht mdglich,
kann als alleinige Therapie auch eine definitive Radiotherapie mit 60-70 Gy erfolgen [7].

Im Stadium 1V liegt die mediane Uberlebenszeit zwischen acht und zwolf Monaten, dies ist
im Vergleich zu anderen metastasierten Tumoren ein relativ kurzes Zeitfenster. Durch das
fortgeschrittene Tumorstadium ist eine kurative Therapie nicht mehr moéglich. Von vornherein
sollte in dieser Situation ein stabiler und zuverlassiger Betreuungskontext hergestellt und
gepruft werden, ob eine Erkrankungsmanifestation einer zeitnahen Intervention bedarf. Ziele
der Palliativbehandlung sind: a) die Reduktion tumorbedingter Symptome durch eine
adaquate Schmerzbehandlung nach dem WHO-Stufenschema und b) die Verlangerung der
Uberlebenszeit [7].

Dabei sollte in der Erstlinientherapie eine cisplatinbasierte Kombinationschemotherapie
durchgefuhrt werden, alternativ kann eine carboplatin- oder platinfreie Kombinationstherapie
mit Drittgenerationszytostatika erfolgen. Patienten mit reduziertem Allgemeinzustand und
Kontraindikation zur Behandlung mit platinbasierten Chemotherapeutika kénnen eine

Monotherapie mit Drittgenerationszytostatika erhalten.

Neben der beschriebenen Standardtherapie kann im fortgeschrittenen und Endstadium
sowie bei Metastasen eine seit 2005 in Deutschland zugelassene personalisierte Therapie,
eine target therapy erfolgen. Diese setzt direkt auf molekularer Ebene einer Zielstruktur (z. B.
EGFR oder Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) an, wodurch eine kontrollierte
Inhibition des Tumorwachstums erreicht werden soll. Die zur Anwendung kommenden
Medikamente sind die EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren (EGFR-TKI) Erlotinib (Tarceva®),
Gefitinib (Iressa®) und die EGFR-Antikérper Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab
(Vectibix®) [90]. Erlotinib und Gefitinib hemmen die Phosphorylierung von ERBB1/HER1,
auch bekannt als EGFR. Im weiteren Verlauf kommt es hierdurch zur Wachstumshemmung
und zum Einleiten der Apoptose. Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) sind
IgG-spezifische Antikdrper gegen EGFR. Sie hemmen die Signalweiterleitung von EGFR und
induzieren die Apoptose [91-93]. Des Weiteren wird die Expression von Angiogenesefaktoren
und die Metastasierung durch Tumorzellen gehemmt [94].

Bei Patienten im Stadium llIB/IV fuhrt die Behandlung mit Cetuximab zusatzlich zur
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platinbasierten Kombinationschemotherapie zu einer statistisch signifikanten Verbesserung
der Remissionsrate und der medianen Uberlebenszeit. Bei Patienten im Stadium 111B/IV kann
Cetuximab in der Erstlinienbehandlung zusatzlich zur platinbasierten
Kombinationschemotherapie eingesetzt werden [7, 95].

In der IPASS-Studie (IRESSA Pan-Asia Study) [96] wurde bei 1.217 asiatischen Patienten
mit Adenokarzinom und keinem oder begrenztem Nikotinkonsum in der Primarbehandlung
der Stellenwert einer Therapie durch den EGF-Rezeptor Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib mit
einer Chemotherapie (Carboplatin/Taxol) verglichen. Die Patientengruppe mit Gefitinib zeigte
eine Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens. Bei nachgewiesener EGFR-Mutation
zeigte die Therapie mit Gefitinib im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie eine
signifikante Verbesserung der Remissionsrate wie auch des progressionsfreien Uberlebens.
Die Ergebnisse dieser Studie fiihrten dazu, dass Gefitinib bei Patienten mit Nachweis einer
EGFR-Mutation im Stadium 1lIB/IV des NSCLC in allen Therapielinien zugelassen wurde.
Das objektive Ansprechen gemal RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)
betragt bei Erlotinib (Tarceva®) fiir das Bronchialkarzinom 8,9 % [97].

Studien zufolge sprechen bei Adenokarzinomen mit EGFR-Mutation die Medikamente
Gefitinib oder Erlotinib an, jedoch gibt es bisher keine Erfolge von Gefitinib oder Erlotinib bei
Adenokarzinomen mit KRAS-Mutationen [92, 97-101].

Dem ERBB-Signalweg sind die GTPase-Proteine nachgeschaltet, was dem EGFR eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung der KRAS-Gene gibt. Trotzdem werden KRAS-Mutationen
nur selten zusammen mit EGFR- Mutationen in einem Tumor gefunden [92]. Die Behandlung
mit EGFR-TKI bei Patienten mit KRAS-Gen-Mutationen spricht, im Gegensatz zu Patienten
mit EGER-Mutationen, schlecht an und fihrt zum Therapieversagen [57], sodass KRAS-
Gen-Mutationen als Negativindikator bei der Therapie mit EGFR-TKI gelten [72, 92, 97-100].
Die Uberexpression von AREG und des Insulin-like growth factor-1 Receptors, die zu einer
Hemmung von BAX/KU70 und der Apoptose fuhrt, kann durch gezieltes Eingreifen mit
amphiregulin-directed small hairpin RNA in den PI3K/AKT-Signalweg wieder aufgehoben
werden, und die induzierte Apoptose durch Gefitinib kann stattfinden [7, 99]. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass die Unterdrickung der ERBB3-Rezeptor-Tyrosinkinase eine
Hemmung der MAP-Kinase (Mitogen-Activated Protein Kinase) zur Folge hat, was wiederum
zu einer Hochregulation von ErBB fiihrt und fir die intrinsische Medikamentenresistenz
verantwortlich ist. Mit einer Kombination aus EGFR und ERBB2 kann diese Inhibition
aufgehoben werden [100]. Weitere Therapieansatze sind verschiedene Biomarker wie cMET,
hepatocyte growth factor receptor, HGFR, (pY1003), die in in-vitro-Versuchen bei Pantinen
mit einer KRAS-Gen-Mutation ansprachen und als target-Therapie eingesetzt werden
konnten [100]. Generell zeigte sich, dass das Ansprechen von monoklonalen Antikérpern

beim Bronchialkarzinom weniger erfolgreich ist als der Einsatz von EGFR-TKI und daher in

Seite 21



Kombination mit Chemotherapeutika der dritten Generation gegeben wird [101-106]. Bei
Behandlungen mit Cetuximab und Panitumumab an Patienten mit kolorektalem Karzinom
und KRAS wurde ein ahnlich schlechtes Ansprechen der Behandlung mit monoklonalen

Antikérpern festgestellt [100].

1.7 Prognose

Mit einer besseren Prognose verbunden sind Tumore der Klassen I-1l und operable Tumore
der Klasse lll. Bei NSCLC-Patienten steht ein fortgeschrittenes Tumorstadium in direktem
Zusammenhang mit einem kirzeren Uberleben [23, 33, 104-105].

Tumore mit starker Entartung oder erhéhter Zell- und Kernpolymorphie neigen zu invasivem
Wachstum und friher Metastasenbildung. Mit zunehmender GefaRdichte im Tumor
verschlechtert sich die Prognose fir den weiteren Krankheitsverlauf und die
Uberlebensdauer. Ohne die Versorgung durch BlutgefaRe kann der Tumor jedoch eine
Grofde von 1 bis 2 mm? nicht Uberschreiten [106-108].

Neben dem Diagnosestadium haben der histologische Tumortyp und die Mutation einen
entschiedenen Einfluss auf die Prognose, die wiederum von Ethnie, Geschlecht und
exogenen Faktoren, wie Rauchen und Umweltfaktoren, beeinflusst wird [105-109].

In Tabelle 1.4-5 ist die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bezogen auf das Tumorstadium und den

histologischen Tumortyp dargestellt.

Tabelle 1.4
Einteilung der Tumorstadien nach UICC und der Fiinf-Jahres Uberlebensrate [104 - 106]

Stadium Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in %
1A 69-89

B 52-75

A 45-52

IIB 33

A 24-44
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Tabelle 1.5

Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bezogen auf die histologischen Lungentumore [108-109]

Tumortyp Frequenz Fiinf-Jahres-
in % Uberlebensrate in %
(alle Stadien)
Adenokarzinom 32 17
Plattenepithelkarzinom 29 15
Small Cell Lung Cancer 18 5
Large Cell Carcinoma 9 11

Ebenso zeigen die histologischen Subtypen einen prognostischen Einfluss: Lipide
Adenokarzinome, wie die nichtinvasive, atypische adenomatdse Hyperplasie und das
Adenocarcinoma in situ, haben ein 100-%iges Uberleben, ihnen wird keine Marginalitat
zugeordnet. Auch das invasiv-muzidse Adenokarzinom hat mit einem Finf-Jahres-Uberleben
von 88,5 % eine gute Prognose [1, 22].

Die am haufigsten vorkommenden somatischen Mutationen beim Lungenkrebs sind KRAS-
Gen- und EGFR-Mutationen. Beide Mutationsarten kommen Uberwiegend bei
Adenokarzinomen vor. KRAS-Gen-Mutationen finden sich haufiger bei mannlichen
Rauchern, EGFR-Mutationen dagegen haufiger bei Nichtrauchern, Frauen und Asiaten. Als
Ethnie haben die Asiaten ein héheres Vorkommen von Adenokarzinomen als die Menschen
in westlichen Industrielandern (Kaukasier) [12-13, 57, 75-76].

Die Prognose fir KRAS-Gen-Mutationen ist signifikant schlechter [51, 64, 71, 76]. Patienten
mit einer Mutation auf Codon 13 haben eine schlechtere Prognose als Patienten mit einer
Mutation auf Codon 12 [110].
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung

KRAS-Gen-Mutationen gehéren zu den haufigsten Mutationen, die in Tumoren gefunden
werden. Um eine individuelle Therapie zu ermdglichen, ist ihre Detektion wichtig [92, 99]. Bei
der Tumorentstehung, die aus dem RAS-Protoonkogen ein RAS-Onkogen entstehen lasst,
liegt eine gain of function Mutation vor und das mutierte Allel ist dominant gegenliber dem
Wildtyp-Allel. Es kommt zur Fehlregulation innerhalb der Zelle und zum Tumorwachstum. Ein
Verlust der Heterozygotie (Loss of Heterozygosity — LOH) ist haufig mit anderen
Onkogendefekten kombiniert, sodass dies auch fir die KRAS-Gen-Mutation zutreffen kann
[52, 77, 79]. In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst die Haufigkeit der KRAS-Gen-
Mutationen in den verschiedenen Lungenkarzinomen untersucht werden. Zusatzlich wurde

die Analyse von Mikrosatelliten fur eine LOH-Analyse herangezogen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Gerite

ABI Prism® 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, California, USA

BioDoc Analyze, Biometra GmbH, Gottingen, Germany

Bio Rad 3000xi Electrophoresis Power Supply, Lab Recyclers, Inc., Maryland, USA
NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop products, Wilmington, USA

Safe Imager™ 2.0 Blue-Light Transilluminator, Life Technologies, Darmstadt, Germany
Tissue-Tek® Cryo3® Microtome/Cryostat, Sakura Finetek, Staufen, Germany
Thermomixer Compact, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Thermocycler Personal, Biometra GmbH, Goéttingen, Germany

Zentrifuge 5415 D, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Reagenzien

Aceton Emplura, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
Bromphenolblau (BPB), Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
dNTP (2,5 mM dNTP Mix), Invitrogen, Darmstadt, Germany

Eosin B, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

80 % Ethanol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

96 % Ethanol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

98 % Ethanol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

100 % Ethanol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
Ethidiumbromid 1 % (10 mg/ml), Sigma-Aldrich, Miinchen, Germany
Eukitt®, Sigma-Aldrich, Miinchen, Germany

Forward- und Reverse Primer (5 pM/pul), Qiagen, Hilden, Germany
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot, Germany
GenScan Rox 500 Size Standard, Applied Biosystems, California, USA
Hi-Di-Formamid, Applied Biosystems, California, USA
Papanicolaous Losung p. a., Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
Proteinkinase K, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

Salzsdure (HCI), 1 mol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
SeaKem LE Agarose, Basel, Switzerland

Tissue-Tek® O.C.T™ Compound, Sakura Finetek, Staufen, Germany
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Water Molecular Biology Reagent, Sigma-Aldrich, Miinchen, Germany
Xylol, Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

Enzyme

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Applied Biosystems, California, USA

Kits
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, California, USA
QIAamp DNA Mini Kits, Qiagen, Hilden, Germany
QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Germany
QIAamp UltraSens Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany

Puffer
AL-Buffer, Qiagen, Hilden, Germany
ATL-Buffer, Qiagen, Hilden, Germany
AW1, Qiagen, Hilden, Germany
AW?2, Qiagen, Hilden, Germany
Buffer IV, BD Biosciences, Heidelberg, Germany
Buffer PBI, Qiagen, Hilden, Germany
Buffer PE, Qiagen, Hilden, Germany
Loading Dye Solution, Fermentas, St. Leon-Rot, Germany
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TEA-Puffer), Merck Chemicals, Darmstadt, Germany
Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE-Puffer), Merck Chemicals, Darmstadt, Germany

Verbrauchsmaterial

Sterile Einmalpinzetten, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Cutfix®-Skalpell, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany

Objekttrager Stirke ca. 1 mm, Lauda-Konigshofen, Germany

Deckgléser Stéirke No. 1, Lauda-Ko6nigshofen, Germany

Microplates 96, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf Safe-Lock Tube, Eppendorf AG, Hamburg, Germany
epT.L.P.S.® Pipettenspitzen, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

ep Dualfilter T.I.P.S.®, Eppendorf AG, Hamburg, Germany

epT.L.P.S. LoRetention, Eppendorf AG, Hamburg, Germany
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3.2 Tumormaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden Bronchialkarzinome auf Loss of Heterozygosity (LOH) und
Mutationen im KRAS-Gen untersucht. Die Gewebeproben aus der Tumorbank der Klinik fir
Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf,
aus den Jahren 1999 bis 2008, stammen aus einem Kollektiv von 300
Bronchialkarzinompatienten. Teile des intraoperativ entfernten Bronchialkarzinomgewebes
wurden, nach vorheriger Patienteneinwilligung fir Studienzwecke bei -80 °C tiefgekihlt und
gelagert. Das Patientenkollektiv bestand aus 300 Patienten, denen 420 Gewebeproben

operativ enthommen wurden.

3.3  Anfertigung von Kryogenschnitten

Um festzustellen, ob die Gewebeproben der Tumorbank Tumorzellen enthalten, also ,tumor
positiv“ sind und der Tumorgehalt ausreichend fir eine DNA-Isolierung ist, wurden zunachst

Kryogenschnitte angefertigt.

Durchfiihrung

Das bei -80 °C gelagerte Bronchialkarzinomgewebe wird mit sterilen Pinzetten in kleine
Plastikbehalter gegeben und mit Tissue-Tek eingebettet. Nach ausreichender Kiuhlung des
Tissue-Tek auf -20 °C wird das Tumorgewebe mithilfe des Kryotoms geschnitten. Pro
Gewebeprobe werden zwei Objekttrager mit einer Gewebeschnittgrofie von 6 um angefertigt,
beschriftet, bei -20 ° C tiefgeklhlt und gelagert.

3.4  Himatoxylin-Eosin-Farbung der

Kryogewebeschnitte

Durchfiihrung

Die gekuhlten Gewebeschnitte werden 30 min. an der Luft getrocknet. Zur Fixation werden
die Schnitte flr 2 min. in Aceton gestellt und anschlieRend kurz mit Aqua dest. gesplilt. Die
Zellkernfarbung erfolgt fur 5-10 sec. in Papanicolaous. Daraufhin wird fir 5-10 sec. mit

HCL gesplilt und die Schnitte unter flieRendem Wasser geblaut. Zur Neutralisation werden
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die Schnitte kurz in Aqua dest. getaucht. Die Gegenfarbung des Plasmas erfolgt fur 10 sec.

in Eosin. Es folgt eine aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydration.

Tabelle 3.1
Aufsteigende Alkoholreihe

1 sec. 80 % Ethanol
15-20 sec. 96 % Ethanol
15-20 sec. 98 % Ethanol
15-20 sec. 100 % Ethanol
15-20 sec. 100 % Ethanol

AnschlieBend werden die Schnitte zur Reinigung in Xylol gestellt, gesaubert und mit

Eindeckglasern und Eukitt fixiert.

3.5  Histologische Untersuchung

Die angefertigten Gewebeschnitte wurden zur Beurteilung in das Institut fir Pathologie am
UKE gegeben. Hier wurde das Gewebe auf groRere entartete Zellverbande, die sich zur
DNA-Isolierung eignen, untersucht und gekennzeichnet.

Von den 420 operativ entnommenen Gewebeproben der 300 Patienten zeigten 146 Proben
einen Tumornachweis. In 274 Proben konnte kein ausreichendes Tumormaterial
nachgewiesen werden. Ausreichend entartete Zellen, die sich zur DNA-Isolierung eignen,

wurden an 40 Gewebeschnitten diagnostiziert.

3.6 Mikrodissektion der Gewebeschnitte

Durchfiihrung
Zunachst werden Eppendorf-ReaktionsgefaRe mit 180 ml ATL-Puffer vorbereitet. Nach

Vergleich mit den tumormarkierten HE-gefarbten Schnitten werden mit dem Kryotom etwa
zehn Gewebeschnitte mit einer Grélke von 30-40 um angefertigt. Circa 25 mg des

tumortragenden Gewebes werden mithilfe eines sterilen Skalpells vom OT abgeldst und in

Seite 28



das bereitstehenden 2,0 ml-Microcentrifuge-Tubes mit ATL-Puffer Uberfuhrt. Durch die
Mikrodissektion wird gewahrleistet, dass die am Ende zu untersuchende Probe einen

Tumorgehalt von mindestens 80 % aufweist.

3.7  Isolierung der Tumor-DNA

Durchfiihrung

Der Thermomixer wird auf 56 °C Temperatur vorgeheizt. Zur Lyse der Gewebeschnitte
werden 20 ul Proteinase-K zu den Tumorschnitten im ATL-Puffer gegeben. Die Inkubation im
Thermomixer erfolgt so lange, bis sich das Gewebe gelést hat. Zur Effizienzsteigerung
werden die Proben in regelmaRigen Abstanden durchmischt. Nach vollstandiger Lyse werden
die Proben gevortext, um das entstandene Kondensat an den Randern und Verschlissen
der ERGs zu beseitigen. Im Anschluss werden 200 ml AL-Puffer dazugegeben, die Proben
werden durchgemischt und bei 70 °C im Thermomixer fur 10 min. inkubiert. Nach erneutem
Vortexen werden 200 ml Ethanol (100 %) hinzugefligt und zentrifugiert. Die Proben werden
auf Extraktionssaulen, QlAamp Spin Columns, Ubertragen, welche in 2ml-Auffang-ERGs
gestellt werden. Die Proben werden 1 min. bei 8000 rpm zentrifugiert, die entstandenen
Filtrate werden verworfen und die Sdulen in neue 2mI-ERGs gestellt. Die zu isolierende DNA
bleibt an der Silicagel-Membran der Spin Columns gebunden und wird in den folgenden zwei
Schritten mit je 500 yl AW1-Puffer und AW2-Puffer gewaschen. Nach jedem Waschschritt
wird zentrifugiert: 8000 rpm 1 min. (AW1-Puffer) bzw. 14000 rpm 3 min. (AW2-Puffer). Die
ERGs werden ausgetauscht und der Uberstand wird verworfen. Zuletzt werden die Spin
Columns ohne Zugabe von Flussigkeit bei 10000 rpm 1 min. zentrifugiert.

Die anschlieRende Elution erfolgt in zwei Schritten mit jeweils 50 ml H,O in 1,5-mI-ERGs.
Nach Auftragen des Wassers erfolgt eine funfmindtige Inkubation bei Raumtemperatur, um
ein Losen der DNA in den Saulen zu ermdglichen, bevor die Proben fir 1 min. bei 8000 rpm

zentrifugiert werden. Die isolierte DNA liegt nun in 100 ml H,O vor.

3.8  Konzentrationsbestimmung der DNA  (verfahren 1)

Durchfiihrung

Bei der photometrischen Bestimmung werden 1-2 ul der DNA-L6sung in das NanoDrop®-

Spektrophotometer gegeben. Zwischen unterem und oberem Saulenfull entsteht eine
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Flussigkeitssaule, durch welche ein Lichtstrahl mit einer Wellenlange von 260 nm geleitet
wird. Als Referenzwert dienen 1-2 ul reines H,O, mit welchem das Gerat vorher geeicht
worden ist. Die Reinheit der gemessenen DNA wird durch das Verhaltnis der Absorptionen
bei 260/280 nm definiert. Eine hohe Reinheit liegt bei einem Quotienten von (OD 2, /OD 2s0)
1,8-2,0 vor. Das Absorptionsmaximum fir Proteine liegt, bei 280 nm ( OD 25 ). OD 25 = 1
entspricht 50 ug/mL doppelstrangiger DNA. Das Verhaltnis der ODys zur OD,g zeigt an, wie
stark eine DNA-L&sung verunreinigt ist. Ein Verschleppen verschiedener organischer Stoffe,
wie Isolationspuffer oder Ethanol, wird durch ein Verhaltnis < 2 der Extinktionen bei 260/230

nm festgestellt.

3.9  Isolierung der Referenz-DNA aus EDTA-Blut

Durchfiihrung

Zur Isolierung der Referenz-DNA werden nach Angaben des Herstellers (QlAamp UltraSens
Kit) 200 ul EDTA-Blut mit Proteinase-K und dem Lysis Buffer AL vermischt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min. bei 56 °C im Thermomixer werden 200 ul Ethanol hinzugeflgt.
Durch anschlieRendes Zentrifugieren wird aus den lysierten Lymphozyten die in ihnen
befindliche DNA frei. Die DNA bindet an die Silicagel-Membran und wird in zwei weiteren
Waschschritten mit AW1 und AW2 von restlicher Kontamination befreit und schlieBlich nach

kurzer Inkubation mit 200 ul Aqua dest. in ein 1,5-ml-Eppendorf-Tube eluiert.

3.10 Mikrosatellitenanalyse

Durch den systematischen Vergleich von Tumorgewebe und Blut wird mit Hilfe von
Mikrosatellitenmarkern untersucht, ob ein Allelverlust im Tumor vorliegt. Um dies zu
beurteilen, muss fir den entsprechenden Mikrosatellitenmarker in DNA aus Leukozyten eine
Heterozygotie vorliegen. Liegt ein Allelverlust im Tumor vor, ist nur noch eins der beiden
Allele im Tumor nachweisbar bzw. kommt es zu einer deutlichen Verringerung der Intensitat
des entsprechenden PCR-Produktes, da im Tumorgewebe meist auch noch gesundes
Stomagewebe enthalten ist. Gemessen wird dies anhand eines LOH-Quotienten. Besteht
bereits eine Homozygotie flr den untersuchten Mikrosatellitenmarker in Blut-DNA, so ist
dieser Marker nicht informativ.

Die untersuchten Mikrosatelliten liegen Uber den kurzen Arm des Chromosoms 12 verteilt
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und umfassen das KRAS-Gen in Position 12p12.1. Sie wurden auf Grund der Publikation
von Li et al [79] ausgewahlt.

In Tabelle 3.2 sind die in der Tumoruntersuchung verwendeten Mikrosatellitenprimer
aufgelistet [79].

Tabelle 3.2

Verwendete Mikrosatellitenprimer in der Versuchsanordnung

Mikrosatelliten Primersequenz Lénge (bp)

D12589 D12S89-F:5 - ATTTGAGAGCAGCGTGTTTT -3 254-288
D12S89-R:5’ - CCATTATGGGGAGTAGGGGT -3’

D1258358 D12S358-F:5 - GCCTTTGGGAAACTTTGG -3’ 238-270
D12S358-R:5’ -TAAGCCCTTTTATTTTTCCTAAC-3’

D128310 D12S310-F:5’ - GAAAACTAATTGCCCCTTAC -3 243-253
D12S310-R:5’ - TTTAGATTCTCCAAATGCC -3’

D12S1606 D12S1606-F:5 - ATGAGAGGCCAAATTAAAG -3 271-279
D12S1606-R:5’ - CTACTGTTGTGTCAGGGTCA -3’

D12S1596 D12S1596-F:5 - TCATGTGGCTGGTAGAGAAG -3’ 271-279
D12S1596-R:5’ - CGTGAAGCAGATTTATCGTG -3

D12S1617 D12S1617-F:5 - AGCCTGAGGGGCCACAT -3 271-279
D12S1617-R:5 - TGGGCAACTTGGATAAGAAACA -3’

D12S1592 D12S1592-F:5 - GCTGAGTGTGGTGGCAC -3’ 238-280
D12S51592-R:5" - GAGACTATTCCAACAGTGTATTTTC -3’

G 60541 G60541-F:5" - CCACATCCTGTGTCTGGAATGTA-3’ 245-326

Abbildung 3.1 zeigt ein ldeogramm des Chromosoms 12 sowie die Lokalisation von KRAS

und den verwendeten Mikrosatelliten.
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Abbildung 3.1

Chromosom 12. Der Pfeil markiert den Bereich des KRAS-Gens. Vergrofert dargestellt ist der Bereich

um das KRAS-Gen mit der jeweiligen Lokalisation der Mikrosatellitenmarker [111]

Durchfiihrung

Amplifikation der Mikrosatelliten aus der Tumor-DNA mit Hilfe der Polymerase Chain
Reaction.

Fir jeden Mikrosatelliten wird in einem 2,0-ml-Eppendorf-Tube ein ,Mastermix® hergestellt,
der auf die Anzahl der Proben multipliziert wird.

Gemal} des Protokolls werden Aqua dest., Puffer, dNTPs, forward- und reverse-Primer
(5-pM/ul) und Taq Gold Polymerase zusammengegeben, so dass ein PCR-Ansatz fiir 8,0 ul
je Tube einer 96-Well-Platte vorhanden ist. Zu einer Halfte des Ansatzes kommen 2,0 ul
isolierte Tumor-DNA, zu der anderen Halfte des Ansatzes gesunde Referenz-DNA desselben
Patienten. Die Ansatze laufen Uber vierzig PCR-Zyklen im Thermocycler. Jeder Zyklus
besteht aus Denaturierung, Annealing und Extension.

Das Programm startet mit einer Erwarmungsphase auf 94 °C. Bei dieser Temperatur
denaturiert die doppelstrangige DNA in zwei Einzelstrange. Es folgt das Annealing
(Anlagerung) der Mikrosatellitenprimer, welches bei 55 °C fir die Marker D12S1596,
D12S1617, D1S1592, D12S358, D12S310, G60541 und bei 57 °C fur die Marker D12S1606,
D 12889 stattfindet. Die anschlieRende Anlagerung findet (iblicherweise zwischen 46 und

65 °C statt und ist abhangig von der Lange und der Basensequenz des Primers. Die
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Temperaturunterschiede machen so eine hochspezifische Anlagerung des Primers maoglich.
Jeder forward- und reverse-Primer bindet an seinen Komplementarstrang, wodurch die
genaue Anfangs- und Endsequenz festgelegt wird. Als letzten Schritt vervollstandigt die Taq
Polymerase bei 72 °C mit einer Minute Laufzeit die DNA-Strange, beginnend am 3’-Ende.
Dabei werden komplementare Nukleotide (dNTPs), die sich in der Ldsung befinden,
aneinandergeflgt, so dass ein Doppelstrang entsteht. Am 5’-Polynukleotid sind die Primer
mit Fluoreszenzfarbstoff markiert und enthalten: Fluoreszein/Carboxyfluoreszein,
Rhodamin/6-Carboxytetramethylrhodamin und HEX.

Die Konzentration der Amplifikate steigt exponentiell nach der Gleichung: (2n — 2n)*x: n
steht fur die Anzahl der Vermehrungszyklen, 2n fir Produkte des ersten und zweiten
Vermehrungszyklus, deren Lange nicht definiert ist, und x fir die Anzahl der urspriinglichen
DNA-Matrizen. Theoretisch lasst sich mit dieser Technik genetisches Material unendlich

amplifizieren, praktisch wird aber nie eine hundertprozentige Ausbeute erreicht [56].

3.11 Loss of Heterozygosity

In den menschlichen Zellen liegt ein diploider Chromosomensatz vor, mit je einer Kopie des
Genoms von Mutter und Vater. Daraus ergibt sich, dass fir die autosomalen Gene zwei
Allele vorliegen, ein mutterliches und ein vaterliches Allel, z. B. wie bei Mikrosatelliten
hinsichtlich ihrer Lange, so spricht man von Heterozygotie. Sind die beiden Allele gleich lang,
bezeichnet man sie als homozygot. Geht durch eine Mutation ein Allel verloren, spricht man

von einem Verlust der Heterozygotie (Loss of Heterozygosity = LOH).

Durchfiihrung

Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten und amplifizierten Mikrosatellitenbereiche werden
mittels Kapillarelektrophorese dargestellt.

Far die elektrophoretische Auftrennung muss die DNA als Einzelstrang vorliegen. Hierzu
werden 0,5 ul der amplifizierten DNA in einer 96-Well-Platte mit 40 ul HiDi Formamid und
0,2 ul Rox500-Langenstandard zusammengeflgt. Die Well-Platte kommt fir 10 min. in den
Thermocycler und wird auf 94 °C erhitzt. Das Formamid denaturiert die DNA, indem es
verhindert, dass sich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden DNA-Strangen
ausbilden, nachdem diese in zwei Einzelstrange zerfallen sind. Rox500-Standard ist ein
interner Langenstandard, der aus DNA-Fragmenten bekannter Grofe besteht und als
Referenz fur die Analyse am ABI Prism310c dient. Zur Analyse kommen die Proben in ein

96-,slot-Tray“ des ABI Prism310c-Gerates und werden gemal der 310 GeneScan Analysis
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Software analysiert [56].

Das ABI Prism310c beruht auf dem Funktionsprinzip der Gelelektrophorese, bei welcher
geladene Molekule unterschiedlicher Grof3e in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden.
Beim Anlegen einer Spannung wandert die durch ihre Phosphatreste negativ geladene DNA
in Richtung der positiv geladenen Anode. Die GrolRe der DNA-Fragmente wird im Vergleich
zu einem Marker bekannter Fragmentgrof3e festgestellit.

Das ABI Prism310c ist mit einem Computer verbunden, auf welchem die Steuerungs- und
Analysesoftware vorhanden ist. Uber den Computer lassen sich die fir die Analyse wichtigen
Parameter einstellen: Injektionszeit der Kapillare (3 sec.), Temperatur der Heizplatte (60°C),
Langenstandard (Rox500), Laufzeit eines Analysevorgangs (17 min.) und verwendetes
Gelpolymer (POP 4). Die Elektrode liefert die bendtigte Spannung (ca. 15 kV). Die Kapillare
steht wahrend des gesamten Vorgangs mit einem Ende im Elektrophoresepolymer, 4 %
Dimethylpolyacrylamid (POP 4). Das Probenmaterial wird zur Analyse Uber das andere Ende
der Kapillare aufgenommen. Der verwendete Puffer enthalt 100 mM Taps, 1 mM EDTA und
hat einen pH-Wert von 8.0. Die DNA-Fragmente werden elektrophoretisch nach ihrer Gré3e
aufgetrennt und passieren einen Laser, der Lichtwellen bestimmter Wellenlange (488 nm,
514 nm) emittiert. Treffen die Lichtwellen auf die in den DNA-Fragmenten eingebauten
Farbstoffe (Fluophore), werden diese zur Fluoreszenz angeregt und beginnen Licht anderer
Wellenlange zu emittieren. Eine CCD-Kamera erfasst die Wellenlangenveranderungen und
wandelt sie in ein elektronisches Signal um. Die Intensitdt des Signals wird in der
Ausschlagshdhe abgebildet. Mit der entsprechenden Computer-Software (GeneScan,
Applied Biosystems) kénnen die Signale grafisch dargestellt und ausgewertet werden.

Die erwartete Lange der Fragmente kann aus der UniSTS database des NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommen werden.

Jeder Peak reprasentiert ein Allel des analysierten Genortes. Homozygote Allele haben nur
einen Peak, heterozygote zwei. Die Hohe der Peaks wird beim Auftreten zweier Allele
unterschiedlicher Lange ins Verhaltnis gesetzt. Ein Allelverlust ist gegeben, wenn der LOH-
Quotient = 0.5 oder = 1.5 betragt. Liegt eine Homozygotie vor, kann keine Aussage Uber ein
LOH getroffen werden [56].

Abbildung 3.2 zeigt einen Loss of Heterozygosity fur den Mikrosatellitenmarker D712S89.
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Abbildung 3.2
Grafische Darstellung der kapillarelektrophoretischen Auftrennung des Markers D12589:

a. Die gesunde Vergleichsprobe (Blut) zeigt die zwei schwarzmarkierten Peaks als Ausdruck der
unterschiedlichen Allele, eine Heterozygotie liegt vor.

b. Die Tumorprobe zeigt im Vergleich zu der Blutprobe einen sehr kleinen Peak bei 240 bp, hier liegt
ein LOH vor.

3.12  Amplifikation der Tumor-DNA

Durchfiihrung

Der Mastermix wird mit der Anzahl der Proben flir die PCR multipliziert und angesetzt.

In ein 2,0 ml Eppendorf-Tube werden 10 pl Buffer IV, 8 ul dNTP's, je 2 ul forward und reverse
Primer, 0,5 yl Tag Polymerase und 2 ul der zu amplifizierenden Tumor-DNA
zusammengefligt. Der Mastermix wird mit 74,5 pl Aqua dest. aufgeflillt, so dass ein
Endvolumen von 100 ul besteht. Im Thermocycler lauft der Ansatz tber 55 PCR-Zyklen (s.
0.). Nach Beendigung der Zyklen werden im Thermocycler mit dem Programm Restriktase
die amplifizierten DNA-Fragmente im Bereich des KRAS-Gens geschnitten, um die sich

anschlieliende Sequenzierung zu gewahrleisten.
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3.13  Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese kann nach dem beschriebenen Prinzip ebenso in einem horizontalen
Agarosegel erfolgen. Dabei wirken die Poren des Gels, deren Grélke durch die
Agarosekonzentration bestimmt ist, wie ein Netz, durch das die Fragmente passieren
missen. Dabei gelangen kleinere Fragmente schneller als grofRe durch die Poren und legen
so pro Zeiteinheit eine grélere Strecke zurick. Sichtbar gemacht wird die DNA durch
Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-ethyl-5-phenylphenantridiumbromid). Ethidiumbromid ist eine
DNA-bindende Substanz, die zwischen die Basenpaare eines doppelstrdngigen DNA-

Molekiils interkaliert und unter UV-Bestrahlung fluoresziert.

Durchfiihrung

Zunachst wird der TAE-Elektrophoresepuffer hergestellt. Um ein zweiprozentiges Agarosegel
zu erhalten, werden 3 mg Agarose abgewogen und mit 150 ml 1x TAE-Puffer vermischt. Das
Ganze wird in der Mikrowelle kurz aufgekocht, bis sich die Agarose vollstandig geldst hat und
keine Schlieren sichtbar sind. Nach kurzem Abkiihlen werden 8 ml Ethidiumbromid (1 %, 10
mg/ml) in die flissige Agarose gegeben und in die Elektrophoresekammer mit eingesetztem
Kamm gegossen. Sobald das Agarosegel fest geworden ist, wird es vollstandig mit
Elektrophoresepuffer (100 ml 1x TAE-Puffer) Gbergossen. In die beiden dul3eren Geltaschen
werden je 8 ul der Kontroll-DNA K562 pipettiert, in die inneren Kammern je 8 pl des PCR-
Produktes. Die Kammer wird mit etwa 100 V in ein elektrisches Feld versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt so lange, bis sich der Farbmarker des Auftragpuffers
am Ende des Gels befindet. AbschlieRend werden die PCR-Produkte mit dem eingelagerten
Ethidiumbromid in einem Transilluminator unter UV-Bestrahlung (360 nm) sichtbar gemacht,

mit einer Kamera aufgenommen und ausgewertet.

3.14  Aufreinigung der amplifizierten DNA

Das PCR-Produkt wird mithilfe des QIAquick PCR Aufreinigungskits (Qiagen) gereinigt und
so von nicht verwendeten dNTPs, Primern, Enzymen und Salzen der PCR-Reaktion befreit.
Die Reinigung erfolgt aufgrund der selektiven Bindungseigenschaften einer
Siliziummembran, welche bei einem pH-Wert < 7,5 und hoher Salzkonzentration
Nukleinsduren reversibel bindet, wahrend andere Bestandteile die Membran passieren
kénnen. Verandern sich der pH-Wert (pH 7,0-8,5) und die Salzkonzentration, 16st sich die an
der Membran gebundene DNA [56].
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Durchfiihrung

Zu Beginn wird das PCR-Produkt mit dem flinffachen Volumen an PBI-Puffer versetzt und
gut durchmischt. Der PBI-Puffer enthalt die fir die Bindung notwendigen chaotropen Salze in
hoher Konzentration, einen pH-Wert von < 7,5 sowie einen pH-Indikator. Der pH-Wert liegt
im optimalen Bereich, wenn sich die Lésung gelb farbt. AnschlieRend wird die Lésung auf
eine Reinigungssaule in einem 2-ml-Auffanggefald tibertragen und fir 1 min. bei 13000 rpm
zentrifugiert, wobei die DNA an die Siliziummembran bindet. Der Durchfluss wird verworfen
und die Saule wieder auf dem Auffanggefal® platziert. Es folgt ein Waschschritt mit 750 ul
PE-Puffer, bei dem vor allem die Salze entfernt werden. Es wird erneut fir 1 min zentrifugiert,
der Durchfluss wieder verworfen und noch einmal fur 1 min. zentrifugiert, um sicherzugehen,
dass kein PE-Puffer in der Saule zuruckbleibt. Dann wird die Sdule in ein neues ERG gestellt
und 30 ul H,O auf die Mitte der Saule pipettiert. Es wird 5-10 min. bei RT inkubiert, um ein
Losen der DNA von der Membran zu ermoglichen. Zuletzt wird noch einmal fir 1 min.
zentrifugiert. Das PCR-Produkt liegt nun aufgereinigt in H,O vor und kann auf seine

Konzentration Uberpriift werden [56].

3.15 Konzentrationsbestimmung der DNA (verfahren 1)

Durchfiihrung
Auf das vorbereitete Agarosegel wird das PCR-Produkt und zur Kontrolle die Ladder-DNA

aufgetragen. Mit einem Transilluminator wird unter UV-Bestrahlung (360 nm) das
fluoreszierende Ethidiumbromid sichtbar gemacht und mit einer Kamera festgehalten. Die
Intensitat der Fluoreszenz gibt Aufschluss Uber die Menge der vorhandenen DNA (siehe
hierzu auch 3.13).
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Abbildung 3.3

Konzentrationsbestimmung der PCR-Produkte im Agarosegel, dargestellt mit den fluoreszierenden

DNA-Banden. Die seitlichen Banden zeigen die Ladder-DNA als Referenz.

3.16 Cycle Sequencing Reaction

Um eine Mutation im KRAS-Gen nachzuweisen, wird das PCR-Produkt nach dem Sanger-
Verfahren sequenziert (Sanger et al., 1977), welches auf der enzymatisch katalysierten
Synthese von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten beruht. Es wird mit einem Primer
gearbeitet, der nur einen DNA-Strang synthetisiert, daher ist die Ausbeute nicht exponentiell.
Nach dem Zufallsprinzip wird entweder ein Desoxynukleosidtriphosphat (dNTP) oder ein
fluoreszenzmarkiertes Didesoxynukleotidtriphosphat (ddNTP) von der DNA-Polymerase

eingebaut.

Tabelle 3.3

Verwendeter Primer [112]

Primer KRAS 1/4 FS:5' -TATCGGTCGTCGACTCAGAGTAGATTCG - 3'

Durchfiihrung
Die Cycle Sequencing Reaction (CSR) erfolgt nach dem BigDye®-Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kits-Protokoll. Zunachst wird unter standiger Kiihlung ein Mastermix pro Primer

hergestellt und in eine Well-Platte vorgelegt. Abhangig von der zuvor ermittelten DNA-
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Konzentration (siehe 3.13) wird, um ein definiertes Konzentrations- und Endvolumen zu
erhalten, entsprechend Aqua dest. und DNA zugegeben. Der Primer Kras 1/4 liegt vor den zu
sequenzierenden Codons 12 und 13 des KRAS-Gens. Das errechnete Volumen von PCR-
Produkt und Aqua dest. betragt 11,4 ul. Diesem werden 4 ul PBI Buffer, 4 ul Reaction Mix
(dNTP's + ddNTP's) und 0,6 ul des Primer KRAS 1/4 FS zugefigt, so dass ein Endvolumen
von 20 ul entsteht. Im Thermocycler wird dieser Ansatz mit dem Programm “Sequenzierung*
amplifiziert. Beginnend mit der Denaturierung bei 96°C fur 10 Sekunden, dem Annealing bei
50°C fur 5 Sekunden und der Elongation bei 60°C fur 4 Minuten, erfolgt dies in sechzig
Zyklen mit anschliellender Kuhlung auf 4 °C [113].

3.17 Aufreinigung der DNA mittels DyeEx Spin Kit

Nach der Cycle Sequencing Reaction werden die Proben mithilfe des Dye Ex 2.0 Spin Kit

gereinigt und von nicht verwendeten Nukleotiden befreit.

Durchfiihrung

Die DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange werden dazu auf das Gelharz der DyeEx Spin
Collums aufgegeben und flr 3 min. bei 2700 rpm zentrifugiert. Die Reinigung verlauft Gber
eine Chromatographiesaule, die grof’e Molekile (DNA) durchwandern koénnen, kleine
(Nukleotide) dagegen nicht. Die geldste DNA bleibt im Eluat, der Uberschissige BigDye-
Anteil in den Poren des Spin Columns zurlick. Die gereinigte DNA wird unter Lichtschutz an
der Luft getrocknet [113].

3.18 Auftrennung und Analyse der bei der

Didesoxymethode nach Sanger entstehenden DNA-

Fragmente

Die Sequenzierung ermdglicht es, eine genaue Basenabfolge zu bestimmen. Dabei werden
verschieden lange fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente der Grofie nach aufgetrennt. Die
DNA-Fragmente sind an ihrem 3’-Ende mit einem fluoreszenzfarbstoffmarkierten

Didesoxynukleotid terminiert. Die Sequenz wird durch die unterschiedlichen
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Fluoreszenzfarbstoffe der Basen rekonstruiert; je nach endstandigem Didesoxynukleotid
emittieren die Fragmente verschiedene Wellenlangen und kdnnen zugeordnet werden.
Mithilfe der Computersoftware BioEdit 7.0.5.3 werden die Daten grafisch dargestellt und
ausgewertet (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Abbildung 3.4 zeigt die Basenabfolge des KRAS-Gens. Abbildung 3.5 stellt die

Basensequenz der untersuchen DNA dar.

Durchfiihrung

Das CSR-Produkt wird nach einer zwei minutigen Denaturierung bei 95 °C in eine elektro-
kinetische Injektion versetzt. Dabei wird eine Kathode neben der sich im Probengefaf’
befindenden Kapillare platziert und fur 18 sec. unter Spannung gesetzt. In der Folge kommt
es zu einer erhdhten lonenkonzentration im Bereich der Kapillare (Anode). Durch den
Austausch des Probengefafles durch einen Eletkrophoresepuffer und erneuter
Spannungszugabe kommt es innerhalb der Kapillare zur elektrophoretischen Auftrennung
der DNA-Fragmente. Am Ende der Kapillare befindet sich ein Argon-lonen-Laser, der die
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente zur Emission anregt. Eine CCD-Kamera erfasst die
Signale [113].

.. gtact ggtggagtat ttgatagtgt attaacctta

tgtgtgacat gttctaatat agtcacattt tcattatttt tattataagg cctgctgaaa
o iy
ATE ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA GCT GGT GGC GTA GGC

AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG CTA ATT CAG AAT CAT TTT GTG GAC
GAA TAT GAT CCA ACA ATA GAG
gtaaatcttg ttttaatatg catattactg gtgcaggacc attctttgdt acagataaag

T
gtttctctga ccattttcat gagt...

= 7/1R

Abbildung 3.4

Ausschnitt einer Basenabfolge des sequnezierten KRAS-Gens, 289 bp. Markiert sind Codon
12 (GGT) und Codon 13 (GGC), 90 % der Mutationen treten in diesem Bereich auf.
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Codon 12 Codon 12

GCTGGTGGC GTAGGCAAGAGTGC GCTGC TGGC GTANGCAAG'ANTGC
70 80 100 110 120

GGT GCT
Glycin Alanin

Abbildung 3.5

Dargestellt ist ein sequenzierter und mit der Computersoftware BioEdit 7.0.5.3 ausgewerteter

Abschnitt des KRAS-Gens.

a) Sequenz des KRAS-Gens aus Blut-DNA. Der Pfeil markiert das Codon 12 mit der Basenabfolge
GGT, die fiir die Aminosédure Glycin codiert

b) Sequenz des KRAS-Gens aus Tumor-DNA. Der Pfeil markiert das Codon 12, in welchem eine

G-nach-C Transversion stattgefunden hat. Anstelle von Glycin wird die Aminoséure Alanin codiert.

3.19 Klinische Daten

Geschlecht, Alter, Operationsdatum und histopathologische Daten wurden aus den
Krankenakten der Patienten, von denen die Proben stammen, entnommen und mit den

Follow-up-Daten erganzt.

3.20 Statistische Analyse

Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation, Tumortyp und Staging, LOH-Vorkommen, KRAS- und
EGFR-Mutation sowie der Therapieverlauf wurden in Excel-Tabellen zusammengefasst und

durch deskriptive Statistik und Survivalanalyse mit Kaplan-Meier-Kurven ausgewertet.
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4.  Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika und klinische Daten

Von den insgesamt 300 chirurgisch resezierten Bronchialkarzinomen, die in diese Studie
eingeschlossen wurden, kamen nach Anfertigung von Kryogewebeschnitten 40
Tumorgewebeproben fir die weitere DNA-Isolierung in Betracht. Alle anderen Tumorproben
konnten wegen des zu geringen Tumor-DNA-Gehaltes nicht verwendet werden. Flnfzehn
Patienten aus dem Kollektiv hatten ein Plattenepithelkarzinom, 17 ein Adenokarzinom. Bei 5
Patienten wurde ein Large Cell Lung Cancer diagnostiziert, bei weiteren 3 Patienten ein
Small Cell Lung Cancer.

In Tabelle 4.1 sind die Patientencharakteristika sowie die klinischen Daten zum

Diagnosezeitpunkt dargestellt.

Tabelle 4.1

Patientencharakteristika und klinische Daten

Patientenzahl Median (Bereich)
(%)
Geschlecht
mannlich/weiblich 22/18 (55/45)
Alter (Jahre) 67 (70)
Tumorentitat
PEC 15 (37)
AC 17 (43)
LCLC 5(13)
SCLC 3(8)

smoker/non-smoker/u.k. 22/ 3/15 (55/8/37)

TumorgréfRe, Lymphknotenbefall, vorhandene Metastasen und Differenzierung der
unterschiedlichen Tumorentitdten zum Diagnosezeitpunkt sind in Tabelle 4.2 zusammen-
gefasst. Flinfzehn Prozent (6) der Patienten zeigen aulerdem weitere Tumore, die nicht als
Metastase des Bronchialkarzinoms identifiziert wurden, sondern unabhangig davon
entstanden waren. Bei zwei weiteren Patienten sind au3erdem Bronchialkarzinome in der

nachsten Verwandtschaft bekannt.
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Tabelle 4.2

Tumorcharakteristika
Tumorentitat
PEC AC LCLC SCLC
(%) (%) (%) (%)
TumorgroBe
T1 2 (13) 4 (24) 1 (20) -
T2 6 (40) 7 (40) 3 (60) 1(33)
T3 3 (20) 2(12) 1 (20) 2 (66)
T4 4 (27) 4 (24) - -
Lymphknotenbefall
NO 4 (27) 4 (24) 3 (60) 2 (66)
N1 5 (33) 3 (18) 1 (20) 1(33)
N2 6 (40) 10 (58) 1 (20) -
Metastasen
M1 10 10 5 -
Differenzierung

DI - - - 1 (33)
DIl 10 (66) 6 (36) 1 (20) 2 (66)
DIl 5 (33) 10 (58) 4 (80) -
DIV - 1(6) - -

Ein Rezidiv trat bei 35 % der Patienten auf. Dabei betrug die Zeit bis zum Rezidiv im Mittel
16,5 Monate (Median 11). Tabelle 4.3 zeigt das Auftreten eines Rezidivs bei den

verschiedenen Tumorentitaten.

Tabelle 4.3

Rezidivfrequenz und Mortalitét

Tumorentitat

PEC AC LCLC SCLC
Rezidiv 6 6 2 -
Monate zum Rezidiv 18,8 12,8 9,5 -
(Median) (15) (3) (9,5)
Mortalitat 12 9 5 0
Monate bis zum 28,8 16 21
Exitus (Median) (26,3) 4) (13,5)
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4.2  Mikrosatellitenanalyse

Die acht verwendeten Mikrosatellitenprimer liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 12
und umfassen das KRAS-Gen in 12p12.1. (Abbildung 3.1).

Die PCR-Produkte der untersuchten Mikrosatelliten wurden bei 40 Bronchialkarzinom-
patienten auf Loss of Heterozygosity (LOH) untersucht. Ein definierter LOH-Score wurde
durch die Addition aller registrierten LOH der acht Mikrosatellitenmarker berechnet.
Demnach wurde festgelegt, dass ein LOH als erwiesen gilt (positiver LOH-Score), wenn drei
oder mehr positive Ergebnisse verzeichnet wurden. Als negativer LOH-Score wurden
Ergebnisse gewertet, die nach mindestens zwei Untersuchungen kein LOH aufwiesen (3.11
Loss of Heterozygosity) [114].

Von den 40 Bronchialkarzinompatienten standen jeweils die gewonnene Tumor-DNA sowie
die gesunde Referenz-DNA zu Untersuchungszwecken zur Verfugung.

Insgesamt wies die Halfte der Patienten (50 %) Untersuchungsergebnisse mit mindestens
drei LOH auf und hatte demnach einen positiven LOH-Score. Die klinischen Daten sowie die

Patientencharakteristika sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Tabelle 4.4

Patientencharakteristika und klinische Daten

Patientenzahl Median (Bereich)
(%)
LOH 20 (50)
Geschlecht 14/6
mannlich/weiblich
Alter (Jahre) 64 (37-79)
Tumorentitat
PEC 6 (30)
AC 9 (45)
LCLC 3(15)
SCLC 2 (10)
smoker/non-smoker/u.k. 13 /1/6
(65/5/30)
KRAS-Gen-Mutation 8 (20)

Die pathohistologischen Befunde und das Tumor-Staging fir die LOH-Ergebnisse sind in

Tabelle 4.5 wiedergegeben.
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Tabelle 4.5

Pathohistologische Ergebnisse bei 20 LOH-positiv-Patienten

TumorgroBe

T1

T2

e

T4
Lymphknotenbefall

NO

N1

N2
Metastasen

M1
Differenzierung

DI

DIl

DIl

DIV
Rezidiv

Monate zum Rezidiv
(Median)
Mortalitat
Monate bis zum

Exitus
(Median)

Die TumorgréRRe lag fur T1 bei 20 %, T2, T3 bei 30 % und T4 bei 20 %. Keinen Befall der
Lymphknoten zeigten 30 % der Patienten, einen ipsilateralen Befall 50 %. Kontralateral
befallene Lymphknoten waren bei 20 % der Patienten nachweisbar. Siebzig Prozent hatten
eine Metastase. Der Uberwiegende Anteil wies ein Grading Il (50 %) oder Il (40 %) auf. Ein
Rezidiv trat bei 50 % der Patienten auf. Die Monate bis zum Rezidiv lagen im Mittel bei 14,6
(Median 11). Zwei Patienten hatten Tumore anderer Herkunft. Insgesamt rauchten sechs
Méanner (46 %) und funf Frauen (83 %). Die Ergebnisse der LOH-Analyse sind in Tabelle 4.6

aufgezeigt.

PEC
(%)

1(16)
2 (33)
2 (33)
1(16)

1(16)
2 (33)
3 (50)

5 (83)

Tumorentitat

AC
(%)

2 (22)
2 (22)
2 (22)
3 (33)
2 (22)

6 (66)
1(11)

7 (77)

3 (33)
5 (55)
1(11)
4 (44)
7,7 (2,5)

6 (66)

23
(9.2)
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LCLC
(%)

1(25)
1 (50)
1 (25)

2 (66)
1(33)

1(33)
1

(11)
3 (100)
23,0

(13,5)

SCLC
(%)

1 (50)
1 (50)

1 (50)

1 (50)

1 (50)
1 (50)



Tabelle 4.6

LOH-Frequenz auf Chromosom 12 beim Br-Ca, gezeigt an den verschiedenen Tumorentitéten

LOH LOH-
Primer Frequenz (%)
PEC AC LCLC SCLC
D12S89 1 2 1 -
D12S358 3 3 2 2
D12S310 - 3 1 1
D12S81606 2 2 - 1
D12S1596 1 3 3 -
D12S1617 8 4 2 -
D1281592 2 1 - -
G60541 2 5 1 -

Von den 15 Plattenepithelkarzinomen hatten 7 Patienten (40 %) ein LOH. Dabei traten unter
Verwendung acht verschiedener LOH-Primer 14 LOH auf. Die hdéchste Frequenz, drei
Patienten (20 %), hatten die Primer D12S1617 und D12S358. Je zwei LOH befanden sich in
den Primern D12815692, D1251606 und G60541. Der Primer D12S310 zeigte kein LOH.
Uber 50 % der Patienten, die ein Adenokarzinom hatten, zeigten bei der
Mikrosatellitenanalyse ein LOH. Insgesamt traten 23 LOH auf. Hier lag die hdchste Frequenz
mit fUnf Patienten bei dem Primer G60541, vier Patienten hatten ein LOH mit dem Primer
D12S1617. Der Large Cell Lung Cancer hatte bei drei der insgesamt funf betroffenen
Patienten (60 %) ein LOH. Dabei lag die LOH-Frequenz bei 10, verteilt auf 6 unterschiedliche
Primer. Die héchste Frequenz hatte mit 3 LOH der Primer D1251596, jeweils 2 LOH hatten
die Primer D12S358 und D12S1617. Zwei von drei Small-Cell-Lung-Cancer-Patienten (66 %)
hatten ein LOH. Die LOH-Frequenz lag bei vier. Dabei traten zwei LOH in dem Primer
D12S358 auf.

Der Primer D12S358 hatte die hochste LOH-Frequenz, 10 Patienten zeigten auf dieser
Sequenz ein LOH. Neun Patienten hatten ein LOH im Primer D12S1617.

In Tabelle 4.7 ist die Haufigkeit gezeigt, mit der ein LOH an den unterschiedlichen

Mikrosatellitenmarkern bei den Patienten auftritt.
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Tabelle 4.7

LOH-Frequenz auf Chromosom 12p beim Br-Ca mit acht verschiedenen Mikrosatellitenmakern,

gezeigt an den 40 Br-Ca Patient.

Patienten Mikrosatellitenprimer
D12S89 D12S358 D12S310 D12S1606 D12S1596 D12S1617 D12S1592 G60541

1 R R NI R Ni LOH NI R
2 R LOH NI NI R LOH R LOH
3 R R R R R R LOH R
4 LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH LOH
5 R LOH LOH NI NI NI NI NI
6 R R NI NI NI R R R
7 NI LOH NI NI LOH LOH NI LOH
8 LOH NI R NI NI LOH NI LOH
9 NI R NI NI NI NI NI NI
10 R R NI NI R NI NI NI
11 R R NI R NI NI R NI
12 R R NI NI R R NI R
13 NI LOH NI R LOH NI NI NI
14 R R NI R NI R NI R
15 R NI LOH R NI NI NI NI
16 NI R R R R R NI NI
17 R NI R R R R R R
18 R LOH NI R NI R R R
19 R LOH NI LOH NI R NI R
20 R R NI NI NI R NI R
21 NI R NI NI NI R NI R
22 NI NI NI NI R NI R NI
23 R NI NI R LOH LOH R LOH
24 R NI NI NI NI NI NI
25 NI LOH NI R R LOH NI LOH
26 LOH LOH NI LOH LOH NI NI NI
27 R R R LOH R R R R
28 NI LOH LOH LOH NI LOH LOH LOH
29 R NI NI LOH NI NI NI NI
30 R NI NI NI R R NI R
31 LOH LOH NI R R LOH NI LOH
32 R R LOH R NI NI NI NI
33 R R NI R NI R NI R
34 R R NI NI R NI NI NI
35 R R NI NI NI R NI R
36 R R NI R R R NI R
37 NI NI NI R R R R R
38 R R R NI LOH LOH NI LOH
39 LOH LOH NI R LOH LOH R LOH
40 NI NI NI NI R R NI R
5 12 5 6 7 1 3 10
13% 30% 13% 15% 18% 28% 8% 25%

Insgesamt gab es 59 positive LOH Ergebnisse bei 20 verschiedenen Patienten. Der
Mikrosatellit D712S358 hatte mit 12 LOH's die hdchste Frequenz (30%), gefolgt von den
Markern D12S1617 und G60541 mit 11 und 10 positiven LOH Ergebnissen. Funf Patienten

hatten nur ein einzelnes LOH.
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4.3  KRAS-Gen-Sequenzierung

Nach der Voruntersuchung auf chromosomale Imbalancen in Form eines Loss of
Heterozygosity (LOH) konnte bei 8 der 40 (20 %) untersuchten Bronchialkarzinom-Patienten
eine Mutation von KRAS Codons 12 festgestellt werden. Dabei handelte es sich um eine
GGT-GCT-Transversion (siehe 3.16). Diese Basenveranderung hat zur Folge, dass anstelle
von Glycin Alanin codiert wird.

Tabelle 4.8 zeigt die Patientencharakteristika und klinische Daten.

Tabelle 4.8

Patientencharakteristika und klinische Daten der KRAS-Gen-Sequenzierung

Patientenzahl Median (Bereich)

(%)
KRAS-Gen-Mutation 8 (20)
Geschlecht
mannlich/weiblich 4/4
Alter (Jahre) 67 (35-75)
Tumorentitat
PEC 2 (25)
AC 4 (50)
LCLC 2 (25)
SCLC -
smoker/non-smoker/u.k. 7/0/1 (87/ 0/13)
LOH 6 (75)
Geschlecht
mannlich/weiblich 2/4

Die Tumorgrofe lag fur T1 bei 13 %, fur T2 bei 38 %, fur T3 und T4 jeweils bei 25 %.

Alle Patienten hatten einen kontralateralen Lymphknotenbefall, 88 % hatten Metastasen.

Die Tumordifferenzierung lag Uberwiegend im Bereich von G lll, 75 %. Dreiundsechzig
Prozent der Patienten hatten ein Rezidiv. Der Zeitraum zum Rezidiv lag bei 5 Monaten
(Median 4). Es bestand eine Mittelwertabweichung von 3. Ein Patient hatte einen zweiten
Tumor anderer Herkunft, ein weiterer einen nahen Verwandten mit der Diagnose
Bronchialkarzinom. Insgesamt rauchten zwei Manner (50 %) und vier Frauen (100 %).

Die pathohistologischen Befunde sowie das Tumor-Staging fur die KRAS-Gen-Mutation sind
in Tabelle 4.9 wiedergegeben.
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Tabelle 4.9

Pathohistologische Ergebnisse: 8 Patienten mit KRAS-Gen-Mutation

TumorgroBe

T1

T2

T3

T4

Lymphknotenbefall

NO

N1

N2
Metastasen

M1
Differenzierung

DI
DIl
Dl
DIV
Rezidiv

Monate zum Rezidiv
(Median)
Mortalitat

Monate bis zum Exitus
(Median)

Flnfundsiebzig Prozent der Tumorproben mit KRAS-Gen-Mutation zeigten bei der zuvor
durchgefihrten LOH-Analyse ein LOH. Dabei hatten Tumore, die bei mehreren
verschiedenen Tumormarkern positive LOH-Ergebnisse verzeichneten, auch haufiger
Mutationen im KRAS-Gen. Sechzig Prozent der Tumore, die bei mindestens vier
unterschiedlichen Mikrosatellitenprimern ein LOH zeigten, wiesen eine Mutation im KRAS-
Gen auf. Bei drei verschiedenen Mikrosatellitenprimern lag die Bilanz der Tumore mit LOH
und Mutation bei 40 %, mit zwei nur noch bei 30 %. Die Haufigkeit von KRAS-Gen-
Mutationen im Zusammenhang mit dem Vorkommen von LOH und bezogen auf die gesamte

Tumorfrequenz ist in Abbildung 4.1 dargestellit.

Tumor

Tumorentitat

PEC
(%)

1 (50)
1 (50)

2 (100)

2 (100)

1 (50)
1 (50)

2

11

(11)
2 (100)

15
(15)

AC
(%)

1 (25)
1 (25)
2 (50)

4 (100)

3 (75)

3 (75)
1 (25)
2

3

(3)
2 (50)

15
(15)
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PEC KRAS-Gen-Mutation =8

AC LOH =20
LCLC Gesamt =40
SCLC

0 5 10 15 0 Frequenz

Abbildung 4.1
Haufigkeiten von KRAS-Gen-Mutationen gemessen an der LOH-Frequenz und der gesamten

Tumorfrequenz

Von den zwei Plattenepithelkarzinompatienten hatte einer zuvor ein LOH mit dem Primer
D12S358 gezeigt. Alle Adenokarzinompatienten hatten positive LOH-Ergebnisse in allen
getesteten LOH-Primern. Einer der zwei LCLC-Patienten hatte auf fast allen
Primersequenzen ein LOH, ausgenommen die Primer G60541 und D12S1606. Abbildung 4.2
zeigt die LOH-Frequenz der verschiedenen LOH-Primer bei Patienten mit KRAS-Gen-

Mutationen.
LOH-Frequenz
4
3
2
1
0
I_?\ IV b\’\ (9\~ o\\b ) \\\ _ﬁ‘" A%%q LOH-Primer
S N NS N o AP AP SV
(&) \q/ N7 Q\ 2 Q\ Vo Q\ Q\ Q
Abbildung 4.2

LOH-Frequenz, aufgezeigt fiir die verschiedenen LOH-Primer bei Patienten mit einer KRAS-Gen-

Mutation
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4.4  Therapieverlauf

Dem gesamten untersuchten Patientenkollektiv wurde das Bronchialkarzinom operativ
entfernt. Vierzig Prozent der Patienten erhielten eine Chemotherapie in Form einer
neoadjuvanten, adjuvanten oder Palliativtherapie. Eine Strahlentherapie erfolgte bei

insgesamt 8 (20 %) Patienten. Details der Therapie sind in Tabelle 4.10 aufgeflhrt.

Tabelle 4.10

Therapieverfahren bei vierzig Lungenkrebspatienten

Therapie Patientenzahl (%)

Operation 40 (100)
Chemotherapie 16 (40)

EGFR-TKI 3
Radiotherapie 8 (20)

Aufgrund der Lage und Ausbreitung der Tumore wurde zur Entfernung der Karzinome
Uberwiegend eine Pneumektomie durchgefiihrt. Weitere operative Eingriffe waren die Lob-
und Bilobektomie, die Unterlappenresektion, Teilresektion der Lunge sowie atypische
Resektionen. Bei insgesamt vier Patienten konnte das Tumorgewebe nicht vollstandig
entfernt werden, hier ergab sich eine Ri-Resektion. Die Patienten mit R1 erhielten eine
neoadjuvante Chemotherapie. Insgesamt erhielten zwei Patienten praoperativ einen
neoadjuvanten Zyklus. Weitere zwei Patienten erhielten sowohl einen neoadjuvanten Zyklus
als auch eine spater folgende palliative Therapie. Eine alleinige adjuvante Therapie nach
Tumorresektion wurde bei 7 Patienten angewendet. Eine Palliativtherapie nach Operation
erhielten insgesamt 4 Patienten, 2 Patienten in Kombination mit einer neoadjuvanten
Therapie. Bei der Zytostatikatherapie kamen hauptsachlich Kombinationen aus den
Zytotherapeutika Cisplatin, Vinorelbin, Gemcitabin und Carboplatin zum Einsatz, die in
mehreren Zyklen liefen.

Weitere 3 Patienten wurden mit dem EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor Iressa therapiert.
Nachdem mindestens 3 Zyklen der gangigen Zytostatikatherapie erfolglos blieben, wurden
diese als Therapieversager eingestuft. Nur einer der Patienten, der mit dem EGFR-
Tyrosinkinaseinhibitor Iressa therapiert wurde, hatte ein nachgewiesenes positives LOH im
KRAS-Gen. Ein weiterer der insgesamt drei Therapieversager zeigte eine Mutation im

KRAS-Gen sowie eine Mutation im EGFR. Zwei der behandelten Patienten verstarben trotz
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des Einsatzes innerhalb von zwei Jahren. Beide verstorbenen Patienten hatten ein
Plattenepithelkarzinom und waren Raucher. Der dritte Patient hatte ein Adenokarzinom und
ist im aktuellen Follow-up. Alle Patienten hatten Metastasen und ein Rezidiv (UICC V). Der
Zeitraum zum Rezidiv betrug 21 Monate (Median 24). Die Patienten waren alle junger als
das mittlere Erkrankungsalter, der Mittelwert lag bei 54 Jahren (Median 58,
Mittelwertabweichung 11). Einer der Patienten hatte einen Zweittumor, bei einem weiteren
war eine familiare Haufung vorhanden.

Der Uberwiegende Anteil der Patienten, die zuvor eine Chemotherapie erhalten hatten,
bekam im Anschluss eine Radiotherapie. Der gréf3te Anteil der Tumore, die bestrahlt wurden,
waren Plattenepithelkarzinome, daneben gab es zwei Adenokarzinome und eine NSCLC.
Alle Patienten, die eine Radiotherapie erhielten, wiesen zuvor Metastasen auf, (iber 60 %,
hatten ein Rezidiv. Zusatzlich war die Prognose durch niedrige Differenzierung und befallene
Lymphknoten schlecht. Ein Patient hatte einen nichttumorfreien Resektionsrand.

In Tabelle 4.11 sind die TherapiemalRnahmen aufgefihrt.

Tabelle 4.11

TherapiemalBnahmen fiir die verschiedenen Tumore

Tumorentitat

PEC AC LCLC SCLC
Operationsmethode
Pneumektomie 8 11 1 1
Lob-, Bilobektomie 3 4 1 1
Unterlappenresektion 1 1 1 -
andere 2 2 1 2
ResektionsausmaR
Ro 13 15 5 3
R1 2 2 - -
Chemotherapie
neoadjuvant 2 3 2 -
adjuvant 3 4 - -
palliativ 2 2 - -
Radiotherapie
60-70 Gy 2 1 2 -
Therapieversager
Iressa 2 1 - -
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4.5  Uberlebensanalyse

Die 40 operativ entfernten Bronchialkarzinome, welche in dieser Studien Verwendung
fanden, wurden zwischen dem Zeitraum Februar 1999 und Juni 2007 entnommen und bis
Mai 2010 im Follow-up verfolgt. Der Beobachtungszeitraum betrug 11,2 Jahre. Die
durchschnittliche Beobachtungszeit betrug 10,7 Monate. Siebenundzwanzig Patienten (67
%) waren bis Mai 2010 verstorben, 13 (33 %) befanden sich im Follow-up. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter lag bei 63,8 Jahren (Median 66,2). Die durchschnittliche
Uberlebenszeit betrug 67,3 Jahre (Median 70,3). Der Zeitraum zwischen Diagnosestellung
und Tod betrug 22,8 Monate (Median 18,2). Abbildung 4.3 zeigt die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten vom Diagnosezeitpunkt bis zum Versterben, dargestellt
anhand der Kaplan-Meier-Kurve. Das Gesamtlberleben aller Patienten (n = 40) betragt nach
90 Monaten 28 % (Abb. 4.3 a). Bei Patienten mit einem LOH betragt das Gesamtlberleben
(n =20) nach 90 Monaten 25 %. (Abb. 4.3. b) Das Gesamtuberleben fur Patienten mit einer
KRAS-Gen-Mutation (n = 8) betragt nach 30 Monaten nur noch 22 % (Abb. 4.3 c).
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Abbildung 4.3

Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum Versterben
(y-Achse) in Abhéngigkeit von der Zeit (x-Achse). Abbildung a ) zeigt das Gesamtiiberleben aller
Patienten, Abbildung b ) das Uberleben fiir Patienten mit LOH, Abbildung ¢ ) das Uberleben fiir
Patienten mit einer KRAS-Gen-Mutation.

Ein Rezidiv des Bronchialkarzinoms konnte bei 28 Patienten (70 %) nachgewiesen werden.
Das rezidivfreie Uberleben betrug 27 Monate (Median 19,5). Abbildung 4.4 zeigt die
rezidivfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit dargestellt anhand der Kaplan-Meier-Kurve. In
Abbildung 4.4 a ) betrégt das rezidivfreie Uberleben aller Patienten (n = 40) nach 80
Monaten 5 %. In Abbildung b ) betragt das rezidivfreie Uberleben aller Patienten mit einem
LOH (n = 20) nach 37 Monaten 60 %. In Abbildung ¢ ) betragt das rezidivfreie Uberleben fiir
Patienten mit einer KRAS-Gen-Mutation (n = 8) nach 10 Monaten 40 %.

Der Untersuchungszeitraum fiir das Gesamtiiberleben sowie das rezidivfreie Uberleben
(Abb. 4.3 a-c + 4.4 a-c) unterscheidet sich aufgrund der Tatsache, dass sich einige Patienten

nach Ende der klinischen Untersuchung noch im Follow-up befanden.
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Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben (y-Achse) in Abhingigkeit von der Zeit
(x-Achse). Abbildung a ) zeigt das rezidivfreie Uberleben, Abbildung b) das rezidivfreie Uberleben
bei Patienten mit LOH, Abbildung ¢ ) das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit einer KRAS-Gen-

Mutation.

Seite 55



5.  Diskussion

Bis heute geht die Diagnose Bronchialkarzinom meist mit einem frihen Versterben der
Patienten einher [1]. Die klassischen Therapieverfahren zeigen nur geringe Erfolge und
selten eine komplette Heilung. Neben der meist erst spaten Diagnose sind die Aggressivitat
des Bronchialkarzinoms und ein geringes Ansprechen auf die Therapeutika daflr
verantwortlich [7]. Der neue Therapieansatz der zielgerichteten Therapie (target therapy),
welcher bereits in anderen Bereichen der Tumortherapie, zum Teil sehr erfolgreich (z. B.
Glivec® bei CML, Colon-CA und Iressa® ) eingesetzt wird [115], richtet sich speziell gegen
die tumorauslésenden Gene, die durch Mutationen aus dem Gleichgewicht der natirlichen

Regulation geraten sind. Erlotinib (Tarceva®), Gefitinib (Iressa®), Cetuximab (Erbitux®) und

Panitumumab (Vectibix®) sind die in Deutschland zugelassenen Therapeutika beim
Bronchialkarzinom [90]. Die Medikamente richten sich auf Fehlregulationen innerhalb des
EGF-Rezeptors [116]. Trotz der Effektivitdt der Medikamente fir Patienten mit aktivierenden
EGFR-Mutationen kam es in vielen Fallen zur Tumorprogression bei Patienten ohne EGFR-
Mutation oder bei Patienten mit einer somatischen Mutation im KRAS-Gen. Die EGFR-TKI
greift an Strukturmolekilen der ERRB-Familie an und hemmt diese in der Signaltransduktion,
dadurch wird die intrinsische Residenz im KRAS-Gen nicht aufgehoben und das
Wachstumssignal unabhangig von der Aktivierung von EGFR in den Zellkern weitergeleitet.
Somit verlieren inhibitorische Substanzen wie Iressa® ihre Wirkung und es kommt zum
Therapieversagen. In Studien konnte bewiesen werden, dass KRAS-Gen-Mutationen
signifikant mit einem Versagen der Tyrosinkinaseinhibitoren assoziiert sind [98, 115]. Da
KRAS-Gen-Mutationen zu den haufigsten lungenkrebsverursachenden Mutationen gehdren,
ist es wichtig, ein Verstandnis flr das Versagen der EGFR-TKI zu haben, um die Patienten
besser fir eine personalisierte Therapie zu selektieren und moégliche Kombinationstherapien
herauszufinden. Sinnvoll erscheint daher ein Tumor-Profiling Gber das Vorhandensein von
Mutationen in EGFR und im KRAS-Gen und deren Lokalisation, um eine bestmogliche
Therapie zu erstellen [56, 92, 108].

Von den in der Studie vorkommenden Tumorentitdten war das Adenokarzinom mit 43 % am
haufigsten, gefolgt vom Plattenepithelkarzinom (37 %), dem LCLC (13 %) und dem SCLC (8
%). Die Haufigkeit der im Patientenkollektiv vorkommenden Adenokarzinome und
Plattenepithelkarzinome entspricht in etwa den Durchschnittswerten, die in der Literatur
angegeben sind. Das gilt auch fur das LCLC und SCLC, deren Haufigkeit sich im Bereich der
in der Literatur angegebenen Werte befand [20].

Eine niedrige Differenzierung, das Vorhandensein von Metastasen und auftretende Rezidive

trugen, wie in der Literatur bekannt, zu einer signifikant hdheren Sterblichkeit bei [27].
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Ebenso konnte der gesteigerte Kontakt mit exogenen Noxen, hier vor allem die
kanzerogenen Inhaltsstoffe des Zigarettenrauchs, in Zusammenhang mit einer hohen
Mortalitat gebracht werden. Vierundneunzig Prozent der Raucher sind verstorben [12-15].
Sechsundflnfzig Prozent der Raucher hatten ein Plattenepithelkarzinom entwickelt, 25 % ein
Adenokarzinom und 19 % ein LCLC. Das Plattenepithelkarzinom stand in deutlichem
Zusammenhang mit gesteigertem Nikotinkonsum [118]. Ebenfalls waren alle dem
Patientenkollektiv zugehorigen Nichtraucher verstorben. Dies betraf (iberwiegend Patienten
mit einem Adenokarzinom. Diese Ergebnisse entsprechen den in der Literatur bekannten
Erkenntnissen und scheinen auch auf Umweltfaktoren zurtickzufiihren zu sein [119-120].

Die zunachst durchgefiihrte Detektion von Heterozygotieverlusten galt der Ermittlung
potenzieller Mutationen im KRAS-Gen. Die Auswahl der Mikrosatellitenprimer richtete sich
nach vorhandenen Studien, welche in diesem Genabschnitt erfolgreich
Heterozygotieverluste aufzeigen konnten und spater KRAS-Gen-Mutationen nachwiesen
[79].

In der vorliegenden Studie sprachen vor allem die Mikrosatellietenprimer D712S358,
D1281617 und G60541, mit je 10, 9 und 8 LOH auf einen Loss of Heterozygosity an.
Weniger positive Ergebnisse lieferten die Mikrosatellitenprimer D12S89 und D12S1592 mit je
3 LOH, (Tabelle 4.6). Verglichen mit der Literatur [79] gibt es Ubereinstimmungen der LOH-
Frequenzen bei den Primern D12S1617, D12S1596. Generell kann aber nicht von einer
deutlichen Pravalenz der Primer und des Auftretens von LOH gesprochen werden. Die LOH-
Frequenz bezogen auf die Tumorentitdten hatte den hdochsten Anteil bei den Small-Cell-
Lung-Cancer-Falle mit 66 %, 52 % der LOH kamen in einem Adenokarzinom vor, 42 % in
einem Long Cell Lung Cancer und 40 % in einem Plattenepithelkarzinom. Es scheint eine
Praferenz von detektierten LOH zu bestimmten Tumorentitdten zu geben, wobei eine
signifikante Aussage aufgrund der geringen Anzahl von untersuchten Tumoren in dieser
Arbeit nicht mdglich ist. Das haufigere Vorkommen von LOH in Adenokarzinomen im
Vergleich zum Plattenepithelkarzinom scheint in der Literatur eher gegenlaufig zu sein [121].
Der Smoking-Status hat eine entscheidende Rolle, ebenso wie die Region, in der die Studie
durchgefuhrt wurde (Asien, USA, Europa) und die an sie geknupften Umwelt- und
Lebensbedingungen (Luftverschmutzung, Passivrauchen, arztliche Versorgung ect.) [120].
TumorgréflRe, Grading sowie der Befall von Lymphknoten oder Metastasen hatten keinen
Einfluss auf ein positives LOH-Ergebnis. Die KRAS-Gen-Mutation ist ein Tumorversursacher
und wird nicht durch das Vorliegen von negativen Tumorprognostika hervorgerufen oder
beeinflusst. Die Untersuchungsmethode zeigte eine hohe Sensitivitdt der LOH-Analyse
insoweit, als nicht nur stark tumorts zerfallenes Gewebe auf das Verfahren ansprach,
sondern auch Tumore in frihen Tumorstadien von LOH betroffen waren. Es konnte belegt

werden, dass ein LOH mit einem schnelleren Versterben einhergeht (Abbildung 4.4 b).
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Bei der sich anschlieRenden KRAS-Gen-Sequenzierung hatten 75 % der Patienten mit einer
nachgewiesenen Mutation zuvor ein LOH. Dabei hatten 13 % der Plattenepithelkarzinome
eine Mutation, 23 % der Adenokarzinome und 40 % der Large-Cell-Lung-Cancer-Falle, kein
Small Cell Lung Cancer hatte eine nachgewiesene Mutation im KRAS-Gen. Tumore mit
einem LOH im Tumorprimer D12S358 hatten die meisten KRAS-Gen-Mutationen. Alle
anderen Tumorprimer zeigten mindestens zwei LOH auf eine spatere KRAS-Gen-Mutation.
Dabei war die Haufigkeit der LOH in einem Tumor nicht ausschlaggebend. Sowohl Tumore
mit einem LOH als auch mit 6 LOH zeigten in der spateren Analyse eine KRAS-Gen-
Mutation. KRAS-Gen-Mutationen wurden haufiger in prognostisch schlechteren Tumoren
nachgewiesen (Tabelle 4.8). Dies deutet auf eine hohe Malignitat von Tumoren, die aufgrund
einer KRAS-Gen-Mutation entstanden sind, hin. Warum jedoch einige KRAS-Gen-
Mutationen zuvor keine positiven LOH-Ergebnisse aufzeigten, konnte in den
Untersuchungen nicht herausgefunden werden. Mdglich ist, dass andere Bereiche auf dem
Chromosom positive Ergebnisse liefern wiirden. Ebenso konnte nicht geklart werden, warum
sich in 66 % der Small Cell Lung Cancer ein LOH befand, sich jedoch keine KRAS-Gen-
Mutation nachweisen lassen konnte.

Sowohl bei der LOH-Analyse als auch bei der KRAS-Gen-Analyse konnte eine Praferenz
zum Adenokarzinom festgestellt werden mit einem Anteil von je 45 % und 50 %. Dabei waren
die KRAS-Gen-Mutationen, wie in der aktuellen Literatur beschrieben, vor allem bei
Nichtraucherinnen zu finden, deren Durchschnittsalter 58 Jahre betrug und weit unter dem
der Manner mit 72 Jahren lag [122]. Ein friheres Versterben der Patienten mit KRAS-Gen-
Mutation konnte nachgewiesen werden (Abbildung 4.3). Ein Heterozygotieverlust konnte nur
bei der Halfte der Patienten nachgewiesen werden. In der Literatur gibt es bezuglich der
Wertigkeit des Vorkommens von LOH und dem Zusammenhang von KRAS-Gen-Mutationen
verschiedene Auffassungen. Wahrend die Arbeitsgruppe um Li et al. [79] einen
Zusammenhang bestatigt und das Vorkommen eines LOH auch in der
Tumorsuppressorfunktion vom Wildtyp-KRAS beschreibt, gibt es Studien, die zu dem
Schluss kommen, dass ein LOH nicht mit dem Vorkommen von KRAS-Gen-Mutationen
korreliert [82]. Wildtype-KRAS kann das onkologische Potenzial von KRAS inhibieren. Bei
der onkologischen Aktivierung des KRAS-Gens kommt es haufiger zur Uberexpression
mutierter Allele als zum Verlust des Wildtyp-Allels [81]. In der Literatur ist bezlglich dieses
Themas in den letzten Jahren wenig veroffentlicht worden, sodass nicht abschlieRend geklart
werden kann, welchen Nutzen die LOH-Analyse tatsachlich fur die Identifikation und die
Auswahl der Therapie bringt. In dieser Arbeit zeigte der Uberwiegende Teil der Patienten mit
einem LOH auf 12p.12.1, Codon 12 Exon 2 ebenfalls eine Mutation im KRAS-Gen (sechs
von acht Patienten, 75 %). Sie verstarben friiher, hatten ein kiirzeres rezidivfreies Uberleben

und zeigten ein geringeres Ansprechen auf die gangigen Therapieverfahren. Dies zeigt zum
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einen die hohe Malignitat von KRAS-Gen-Mutationen und den damit verbundenen negativen
Prognosefaktor, der auch in der Literatur beschrieben wird [51, 71], zum anderen auch die
Dringlichkeit nach einer personalisierten Therapie fur Patienten mit einer KRAS-Gen-
Mutation. Nicht geklart werden konnte, ob die Tumore durch eine Uberexpression der
mutierten KRAS-Gene oder durch den Verlust des Wildtyp-KRAS zustande kamen. Es ist
moglich, dass mit einem erweiterten Primerspektrum die Ergebnisse besser aufeinander
abgestimmt werden konnten, sodass ein detektiertes LOH eine KRAS-Gen-Muation nach
sich zieht. Nach diesen Daten kénnte eine LOH-Untersuchung nicht zur alleinigen, jedoch
zur diagnostischen Unterstitzung bei der Auswahl der zielgerichteten Therapie
herangezogen werden.

Nach wie vor ist die operative Entfernung des Tumorgewebes der Goldstandard in der
Bronchialkarzinomtherapie [123]. Ob eine Chemotherapie der Operation vorangeht oder
folgt, entscheidet sich nach Tumorlage und Ausbreitung ins umliegende Gewebe. In den
uberwiegenden Fallen wurde auf eine Chemotherapie verzichtet oder nur eine
Palliativtherapie eingesetzt. Lediglich bei ausdricklichem Therapieversagen kam es bei den
Patienten in der vorliegenden Studie zum Einsatz von EGER-Tyrosinkinaseinhibitoren,
Iressa. Da die Anzahl der mit Tyrosinkinaseinhibitoren behandelten Patienten sehr gering war
(3 Patienten), ist eine Aussage Uber den Behandlungsablauf nicht moéglich. KRAS-Gen-
Mutationen gelten in der Literatur teilweise als Negativindikator fir eine Therapie mit EGFR-
TKI, obwonhl einige Patienten einen Nutzen aus dieser Therapie ziehen kdnnen. Bekannt ist,
dass bei dem Versagen der EGFR-TKI die Unterdrickung der ERRB3-Rezeptor-
Tyrosinkinase zur Hemmung von MEK fihrt. Ebenso hat die Uberexpression von
Amphiregulin (AREG) und des Insulin-like growth factor-1 receptor eine Hemmung der
Apoptose zur Folge. Beide Mechanismen werden durch die EGFR-TKI hervorgerufen, was
zur intrinsischen Medikamentenresistenz fihrt [8, 72, 93, 98, 102-103, 110]. In dieser Studie
kann aufgrund der kleinen Anzahl von Patienten (drei Patienten), die mit Iressa therapiert
wurden keine Aussage uber das Ansprechen der Therapie mit EGFR-TKI getroffen werden.
Um ein Therapieversagen zu verhindern, missen die pathogenen Mechanismen weiter
untersucht und herausgefunden werden, warum ein kleiner Teil der Patienten mit einer
KRAS-Gen-Mutation auch auf EGFR-TKI anspricht und nicht die beschriebene
Medikamentenresistenz entwickelt. Hierbei konnte auch die LOH-Analyse zum Tragen
kommen, um eventuell Gemeinsamkeiten zwischen KRAS-Gen-und EGFR-Mutationen zu
identifizieren. Des Weiteren muss nach einem Weg gesucht werden, um direkt die
Uberexpression bei KRAS-Gen-Mutationen zu inhibieren; die tatsichliche Tumorsuppression
des Wildtyp-KRAS-Gens muss bestatigt werden und es muss nach Verfahren zu dessen
Rehabilitation gesucht werden.

Der negative Einfluss des regelmaRigen Nikotinkonsums zeigte sich bei vielen Patienten
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sowohl bei den Ergebnissen der LOH-Analyse als auch bei den Ergebnissen der
Sequenzierung des KRAS-Gens. Rauchende Patienten mit positivem LOH-Score und einer
nachgewiesenen KRAS-Gen-Mutation verstarben haufiger und friher im Vergleich zu
rauchenden Patienten ohne einen solchen Nachweis. Dies entspricht den Angaben in der
Literatur.
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6. Zusammenfassung

Ein Kollektiv mit 40 Bronchialkarzinom Patienten wurde nach Tumorresektion auf LOH Uber
den p-Arm von Chromosom 12 untersucht. Alle Patienten wurden anschliefend genomisch
sequenziert, um festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwischen LOH und KRAS-Gen-
Mutation gibt und in welchen Tumorentitaten sie wie haufig vorkommen. Die zur Anwendung
kommenden Mikrosatellitenmarker waren: D12S89; D12S358; D12S310; D12S1606;
D12S81596;, D12S1617; D12S1592; G60541.

Ergebnis der LOH-Analyse: 20 der 40 (50 %) untersuchten Patienten hatten ein LOH: 9 (45
%) AC; 6 (30 %) PEC; 3 (15 %) LCLC; 2 (10 %) SCLC; 6 weiblich; 14 mannlich; 13 smoker
(65 %), 1 non-smoker (5 %). Ein LOH wurde gewertet, wenn der Quotient beider Allele < 0,5
oder 2 1,5 betrug.

KRAS-Gen-Sequenzierung: 8 der 40 (20 %) Patienten hatten eine Mutation G-C-
Transversion im Codon 12; 4 (50 %) AC; 2 (25 %) PC; 2 (25 %) LCLC; 0 SCLC; 4 weiblich; 2
mannlich. 7 (88 %) smoker; 1 (12 %) unknown smoker; 6 der 8 (75 %) Patienten hatten ein
LOH.

Als Schlussfolgerung kann gelten, dass es einen Zusammenhang zwischen LOH und KRAS-
Gen-Mutation gibt. Ein LOH ist jedoch nicht zwangslaufig ein Hinweis auf eine KRAS-Gen-

Mutation. Ebenso kann eine KRAS-Gen-Mutation trotz fehlendem LOH auftreten.

Seite 61



7. Abkiirzungsverzeichnis und

Schreibweilse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AC

Aqua dest. destilliertes Wasser

Areg Amphiregulin

BAX/Ku70 Teil der Signalkaskade fiir die Apoptose
bp Basenpaare

°C Grad Celsius

CCD Charge-Coupled Device

CSR Cycle Sequencing Reaction

CML Chronische Myeloische Leukdmie

d.h. das heif3t

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ERG Eppendorf-Reaktionsgefilie

g Gramm

G Grading/Differenzierung

GAP GTPase-Activating Proteins

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

Gy Gray

HCL Chlorwasserstoft/Salzsdure

H,O Wasser

IASLC International Association for the Study of Lung Cancer
Kbp Kilo-Basenpaare

KRAS Kirsten Sarcoma Virus Associated Oncogene
1 Liter

LCLC Large Cell Lung Cancer

LOH Loss of Heterozygosity

M Mol

Adenosquamoses Karzinom/Adenokarzinom
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ml
nl

nm

oT
PCR
PEC

pm
SCLC
sec.

Src

TAE
TKI
TSG
UICC
u. k.
WHO

ul

Milliliter

Nanoliter

Nanometer
Nodus/Lymphknoten
Objekttriager

Polymerase Chain Reaction
Plattenepithelkarzinom
Resektionsrand

revolutions per minute
Small Cell Lung Cancer
Sekunden
sarkom-induzierendes Gen
Tumor

Tris-Acetat-EDTA
Tyrosinkinaseinhibitor
Tumorsuppressorgen

Union Internationale Contre le Cancer
unknown
Weltgesundheitsorganisation

Mikroliter

7.2 Schreibweise
Kursiv Grof3 (z.B. KRAS-Gen) humanes Gen
Normal GroB (z.B. EGFR) humanes Protein
Kursiv klein (z.B. Kras-Gen) murines Gen
Normal klein (z.B. Kras) murines Protein
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