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Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome gehoren zu den haufigsten Tumoren und sind einer der Hauptgriinde
Tumor-verursachter Mortalitdt. Sie entstehen durch die Anhdufung typischer Verdnderun-
gen, wie Mutationen in den Genen APC, TP53 und KRAS sowie den Verlust und Gewinn

chromosomaler Abschnitte.

Durch das Auftreten neuer Eigenschaften in nur einem Teil der Tumorzellen kann es inner-
halb eines Tumors zur Entstehung von intratumoraler Heterogenitit kommen. Ein Tumor
besteht dann aus mehreren Subklonen, die sich hinsichtlich ihres genetischen Profils sowie ih-
rer Morphologie unterscheiden konnen. Intratumorale Heterogenitét ist in der Diagnostik auf
genetischer Ebene nicht ohne weiteres erfassbar und hat Auswirkungen auf den Verlauf von
Tumorerkrankungen. Liegt in einem Tumor Heterogenitét vor, so spiegelt ein einzelner Teil
des Tumors nicht seine Gesamtheit wider. Regional unterschiedliche Verdnderungen werden
dann durch eine einzelne Biopsie nicht ausreichend erfasst. Wenn nicht das gesamte Profil
des Tumors bekannt ist, kann die Therapie nicht addquat gewéhlt werden. Bei der Therapie
eines Tumors kommt es nach einem gutem initialen Ansprechen haufig zu einem Rezidiv der
Erkrankung. Eine der moglichen Ursachen dafiir ist das Vorliegen von resistenten Tumor-
zellen, die die Grundlage fiir ein erneutes Tumorwachstum darstellen kdnnen. Intratumorale
Heterogenitit auf der Ebene der Morphologie ist schon lange bekannt. Durch den Gebrauch
neuer Sequenzierverfahren hat nun auch die Analyse von intratumoraler genetischer Hetero-

genitdt in den letzten Jahren vermehrt an Bedeutung gewonnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Kolonkarzinom in 68 Proben unterteilt. In 100 ausge-
wahlten Genen werden Mutationen und Kopienzahl-Verédnderungen analysiert. Fiir die Mu-
tationsanalyse wird die Sequenziermaschine PGM verwendet, die Analyse der Kopienzahlen
erfolgt mittels CNVPanelizer. Eine Verifizierung wird mit davon unabhéngigen Methoden,
der Sanger-Sequenzierung sowie quantitativer Polymerasekettenreaktion bzw. Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung, durchgefiihrt. Es zeigt sich, dass in dem untersuchten Kolonkarzinom
zwei homogen verteilte Hotspot-Mutationen in APC und TP53 vorliegen. Die Kopienzahl-
Verdnderungen weisen hingegen in einigen Genen Unterschiede zwischen den einzelnen Tu-
morproben auf. Mittels Clusteranalyse und dreidimensionaler Rekonstruktion kann gezeigt
werden, dass sich die Tumorproben in zwei Clustern entlang der oral-aboralen Achse des

Tumors anordnen.
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Abstract

Colorectal cancers are one of the most frequent tumor diseases and one of the main causes of
tumor-related mortality. Colorectal cancers arise due to typical alteration such as mutations
in APC, TP53, and KRAS as well as chromosomal gains and deletions.

Intratumor heterogeneity occurs if only a part of the tumor cells gain new characteristics.
This can happen at every cell devision. In this case, the tumor can consist of several subclones.
The subclones may differ in their genetic profil and morphology. Intratumor heterogeneity
is important in diagnostics and therapy of tumors. Therefore, it can influences the course
of disease. Often, tumors show a relapse after a good initial response to the therapy. One
reason are resistent tumor cells in a subclone. In case of intratumor heterogeneity, a single
biopsy does not represent all characteristics of the tumor. Subsequently, a therapy might
not be chosen suitably. Resistent tumor cells do not respond to the therapy and can be the

source of new tumor growth.

The presence of heterogenous morphology in tumors is well known for a long time. Due to new
sequencing technologies, e.g., Next Generation Sequencing, genetic intratumor heterogeneity

becomes an important subject of research.

In this thesis, one colon cancer is investigated and therefore dissected into 68 distinct samp-
les. Mutations and copy number variants (CNV) are analysed in a subset of 100 genes
using the sequencing machine PGM"and the CNVPanelizer. The analysis is verified by inde-
pendent methodes, such as Sanger sequencing, quantitative polymerase chain reaction, and

fluorescence in situ hybridisation.

The analysis of the tumor reveals two hot spot mutations in APC and TP53, which are
evenly distributed in the whole tumor. However, copy numbers are variable in several genes.
In a three-dimensional reconstruction of the tumor, the samples show two clusters with

differences in copy numbers along the aboral-oral axis.
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1 FEinleitung

1 Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist die Analyse von intratumoraler Heterogenitdt im kolorektalen Kar-
zinom. Dieses Kapitel beinhaltet die Einleitung der Arbeit und gibt einen Uberblick iiber
Tumorheterogenitit, kolorektale Karzinome und fiir die Arbeit bendtigte Methoden. Ab-

schlieBend werden die Ziele der Arbeit erldutert.

1.1 Tumorheterogenitat

Tumorheterogenitit ist ein anerkanntes Problem in der Klinik. Sie ist auf morphologischer
Ebene schon lange bekannt. Tumore verschiedener Gewebetypen weisen unterschiedliche ge-
netische Profile auf und werden auf verschiedene Arten behandelt [1]. In den letzten Jahren
hat die Tumorheterogenitit durch neue Analyseverfahren wieder vermehrt an Bedeutung
gewonnen. Neue Sequenzierungverfahren wie Next Generation Sequencing (NGS) und die

benotigte bioinformatische Auswertung sind hier entscheidend [2].

1.1.1 Formen von Heterogenitit

Heterogenitéit kann sich auf die Unterschiede zwischen Tumoren verschiedener Patienten,
auf die Unterschiede innerhalb eines Tumors oder auf die Unterschiede innerhalb mehrerer

Tumorlisionen eines Patienten beziehen.

Intertumorale Heterogenitidt beschreibt Unterschiede zwischen Tumoren des gleichen histo-
logischen Subtypens einer Tumorentitit, die von verschiedenen Patienten stammen. Es ist
anerkannt, dass sich diese Tumore hinsichtlich ihrer Eigenschaften wie genetischen Verdnde-
rungen, Ansprechen auf Therapien und Prognose voneinander unterscheiden [1]. Das basiert
zum einen auf unterschiedlichen genetischen Profilen des Tumors wie Keimbahnmutatio-
nen des Patienten, zum anderen auf Unterschieden in der Mikroumgebung des Tumors [2].
Intratumorale Heterogenitdt hingegen bezieht sich auf die molekularen und histologischen
Eigenschaften innerhalb eines einzelnen Tumors. Es kann innerhalb des Tumors zur Bildung
von Subklonen kommen, die sich u.a. hinsichtlich ihres genetischen Profils und ihrer Mor-
phologie unterscheiden. Bei jeder Zellteilung kann es zum Auftreten neuer Verdnderungen

kommen, die folglich Unterschiede zwischen den Zellen bewirken [3].
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Das Konzept der inter- und intratumoralen Heterogenitét trifft sowohl auf Primartumore als
auch auf Metastasen zu. Intermetastatische Heterogenitét bezieht sich auf die Unterschiede
zwischen zwei metastatischen Lésionen, meist des selben Patienten [4]. Metastasen von ko-
lorektalen Tumoren entstehen aus einzelnen oder wenigen Zellen des Priméartumors, die sich
iiber das Blut oder die Lymphe fortbewegen und in einer geeigneten Umgebung festsetzen
[5]. Wenn sich die Griinderzellen der verschiedenen Metastasen voneinander unterscheiden,
so findet man diese Unterschiede auch in den sich daraus entwickelnden Metastasen [6]. In-
trametastatische Heterogenitét beschreibt, dass es innerhalb einer metastatischen Lision zur
Bildung von Subklonen kommt [4]. Die Heterogenitit innerhalb eines Patienten beschreibt
die Heterogenitat aller Tumorldsionen dieses Patienten. Sie bezieht sich somit auf den Pri-
méartumor und die vorhandenen Metastasen. Die Eigenschaften von Metastasen konnen sich
deutlich von denen des Priméartumors unterscheiden. Unterschiede zwischen Primirtumor
und Metastasen lassen sich durch die Entstehung der Metastasen erklaren. Wie oben be-
schrieben, entstehen Metastasen hiufig nur aus einer oder wenigen Griinderzellen und spie-
geln so nicht die Gesamtheit des Priméartumors wider [6]. Zudem konnen sich unterschiedliche
Eigenschaften durchsetzen, wenn in den Léasionen verschiedene Mikroumgebungen mit vari-
ierendem Selektionsdruck vorliegen [1]. Fiir die effektive Behandlung eines Tumors muss die
Gesamtheit der Tumoreigenschaften betrachtet und es miissen alle vorhandenen Tumorla-

sionen einbezogen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit geht es ausschlieflich um intratumorale Heterogenitét. Vereinfa-
chend wird der Begriff der intratumoralen Heterogenitéit im Folgenden mit ,Heterogenitat®

bezeichnet.

Heterogenitét betrifft verschiedene Eigenschaften wie die Morphologie und Genetik eines Tu-
mors [7]. Wihrend der Nachweis von genetischer Heterogenitit auf Ebene der Mutationen
und der Kopienzahl relativ neu ist, sind morphologische Unterschiede schon lange bekannt.
Ein Beispiel fiir morphologische Unterschiede innerhalb von kolorektalen Karzinomen ist das
sog. Tumor Budding. Dabei unterscheiden sich die Zellen der Invasionsfront von denen des
Tumorzentrums. Tumor Budding beschreibt, dass sich einzelne Zellen oder kleine Zellverban-
de an der Invasionsfront von dem Tumor loslésen und in das umliegende Stroma einwandern
[8]. Es kommt durch den Verlust von Zelladhésion und Zytoskelettstrukturen zur epithelial-
mesenchymalen Transition [9]. Die Zellen verlieren dabei ihren epithelialen Phénotyp und
erlangen Eigenschaften, die wichtig fiir Invasion und Metastasierung sind [10]. Der Grund fiir
die morphologischen Unterschiede liegt in der unterschiedlichen Expression von Proteinen
wie $-Catenin und E-Cadherin zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum [11]. Hlubek et
al. zeigen, dass sich Invasionsfront und Tumorzentrum in gut differenzierten Kolonkarzino-
men hinsichtlich der Expression von [-Catenin-Targets voneinander unterscheiden. So sind
Gene, die eine Rolle in der Invasivitit eines Tumors spielen, in der Invasionsfront relativ zum

Tumorzentrum erhéht vorhanden [12].
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Genetische Heterogenitidt wurde fiir mehrere solide Tumore wie das Nierenzellkarzinom |13,
14], das Mammakarzinom [15], das hepatozellulire Karzinom [16], das Magenkarzinom [17|

sowie das kolorektale Karzinom [18, 19, 20| gezeigt.

Im kolorektalen Karzinom konnten Kosmidou et al. Unterschiede in der rdumlichen Vertei-
lung von KRAS-Mutationen nachweisen [18]. Lu et al. haben in drei kolorektalen Karzinomen
Heterogenitét u.a. in den Genen APC, BRCA2, ERBB4 und TP53 detektiert [20]. Sottoriva
et al. konnten aulerdem regionale Unterschiede der Kopienzahlen in kolorektalen Karzino-
men zeigen [19]. Im Magenkarzinom wurde Heterogenitéit der Kopienzahlen mittels FISH fiir
die Gene CCND1, EGFR, HER2 und MYC gezeigt. Dabei ist die Amplifikation dieser Gene
regional unterschiedlich stark ausgeprigt [17]. Mittels FISH werden Verdnderungen in der
Anzahl eines ausgewdhlten Gens auf Zellebene bestimmt. Dafiir wird eine spezifische Gen-
Sonde eingesetzt. Zusatzlich wird die Sonde des dazugehorigen Zentromers verwendet, um
zwischen einer Aneuploidie und einer lokalen Amplifikation bzw. Deletion zu unterscheiden
[21]. Das Vorliegen von intratumoraler Heterogenitét wurde von Yates et al. ebenfalls fiir
Mutationen im Mammakarzinom gezeigt. Basierend auf den Ergebnissen der Sequenzierung
wurde auferdem eine Analyse der Kopienzahl ausgewihlter Gene durchgefiihrt [15]. Die De-
tektion von Kopienzahl-Verdnderungen ist aufkerdem mittels gPCR moglich. Die gPCR wird
bisher vor allem fiir die Analyse von Genexpressionen verwendet. Die Verwendung fiir die
Detektion von Kopienzahl-Verdnderungen wurde 2010 von D’haene et al. [22] und Weavers
et al. [23] beschrieben. Die Menge der vorhandenen DNA eines Gens wird dabei fiir eine
Tumorprobe mit einer Referenzprobe verglichen. So kann ermittelt werden, ob das Gen im

Tumor vermindert oder vermehrt vorliegt [22].

1.1.2 Entstehung von intratumoraler Heterogenitit

Peter Nowell beschreibt die Tumorentstehung als einer der Ersten als evolutiondren Prozess.
Er geht von einer Griinderzelle aus, die durch genetische Verdnderung einen Wachstumsvor-
teil erlangt. Diese Zelle teilt sich und ihre Nachkommen setzen sich im Verhéltnis zu um-
liegenden gesunden Zellen vermehrt durch [24|. Gerlinger und Swanton unterstiitzen diese
These auf der Basis moderner Hochdurchsatzdaten und ziehen den Vergleich zur Evoluti-
onstheorie von Charles Darwin. Giinstige Figenschaften werden positiv selektiert, wihrend
sich andere nicht durchsetzen [3]. Die Zellen eines Tumors tragen sowohl Verdnderungen,
die in der Griinderzelle des Tumors vorhanden waren, als auch solche, die erst im Laufe der
Entwicklung in einigen Zellen entstanden sind [3]. Es wird zwischen iiberall vorliegenden,
sogenannten klonalen, und zwischen nicht iiberall vorliegenden, sogenannten subklonalen,
Eigenschaften eines Tumors unterschieden. Die Prisenz einer Verdnderung innerhalb des
Tumors hingt u.a. von dem Zeitpunkt ihrer Entstehung ab [19]. Verdnderungen, die friih in

der Tumorentwicklung auftreten, sind in allen Tumorzellen vorhanden. Diese Verdnderungen
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umfassen die Initiatormutationen, die fiir die Entstehung des Tumors notig sind |25]. Spéter
auftretende Eigenschaften sind hdufig nur in einem Teil des Tumors priasent und stellen somit
Heterogenitét dar [19]. Das Ausmafk der Verteilung einer Verénderung innerhalb des Tumors
ist auch abhéngig davon, wie gut sich diese durchsetzen kann. Bestimmte Verdnderungen
sind so potent, dass die Zellen, die diese tragen, alle anderen Zellen verdringen. Die Folge

ist eine lineare Tumorentwicklung, bei der Verdnderungen klonal vorkommen.

Aufgrund der stindigen Zellteilung kommt es in Tumoren zur Selektion von Eigenschaften.
Die Tumorzellen konkurrieren um Platz und Né&hrstoffe und nur die Stérksten setzen sich
durch |26|. Neu auftretende Eigenschaften fithren dazu, dass sich Zellen voneinander unter-
scheiden. Die meisten Verdnderungen, die bei Zellteilungen zufillig entstehen, setzen sich
jedoch nicht durch. Zum einen kann es sich dabei um neutrale FEigenschaften handeln, die
keinen Wachstumsvorteil bringen, zum anderen kann es zur Entstehung von negativen Eigen-
schaften kommen, die zum Absterben der Zellen fiithren [26]. Nur in einigen Fillen kommt es
zu Verdnderungen, die Wachstumsvorteile bringen. Zellen mit solchen Verdnderungen setzen

sich vermehrt durch und kénnen den Ausgang eines neuen Subklons darstellen [3].

Ein wichtiger Grund fiir die Entstehung von Heterogenitit ist die genetische Instabilitét
von Tumoren [1|. Genetische Instabilitdt fithrt zu hoheren Mutationsraten und verstérkt
so die Entwicklung parallel vorliegender Subklone in einem Tumor [3]. Griinde fiir geneti-
sche Instabilitat liegen u.a. in Defekten der Chromosomensegregation, erhéhter Exposition
gegeniiber Mutagenen sowie in einem Verlust von DNA-Reparaturmechanismen |25]. Mecha-
nismen zur DNA-Reparatur setzen sich aus der Detektion von Schiden der DNA, dem Schutz
vor Mutagenen und der direkten Reparatur geschiadigter DNA-Abschnitte durch Reparatur-
proteine zusammen. DNA-Reparaturmechnismen halten physiologischerweise die Rate an
DNA-Defekten gering [27]|. Zwei wichtige Beispiele fiir Reparaturproteine sind MLH1 und
MSH2, die fehlerhaft eingebaute Nukleoide bei der DNA-Replikation erkennen und besei-
tigen [28|. Durch Defekte der Repaturmechanimen kommt es in den betroffenen Zellen zu
erhohten Mutationsraten. Aufserdem konnen diese Zellen durch fehlende Zellzykluskontrolle

positiv selektiert werden [3].

1.1.3 Bedeutung von Heterogenitat fiir die Therapie

Liegt in einem Tumor Heterogenitit vor, so spiegelt ein einzelner Teil des Tumors nicht
seine Gesamtheit wider [29]. So werden regional unterschiedliche Verdnderungen durch eine
einzelne Biopsie nicht ausreichend erfasst [30]. Wenn nicht das gesamte Profil des Tumors
bekannt ist, kann die Therapie ggf. nicht adidquat gewédhlt werden. Bei der Durchfiihrung
einer Therapie wird ein grofer Selektionsdruck auf die Tumorzellen gelegt. Eine erfolgreiche

Therapie muss idealerweise gegeniiber allen vorhandenen Subklonen effektiv sein. Ist sie das
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nicht, kommt es zundchst zur drastischen Reduktion der Tumorzellen, die sensitiv gegen-
tiber der Therapie sind [26]. Subklonal vorhandene Tumorzellen, die resistent gegeniiber der
Therapie sind, werden jedoch nicht erreicht und kénnen sich anschlieffend vermehrt ausbrei-
ten [31]. Die Therapie selektiert somit die ihr gegeniiber resistenten Zellen, die haufig als
minimaler Anteil im Tumor vorliegen [32]. Es kommt zu einer dramatischen Reduktion der
Heterogenitéit, die sich anschlieffend, ausgehend von den verbleibenden, resistenten Zellen,
wieder aufbauen kann [3]. Dieser Prozess spielt in der gezielten Tumortherapie eine beson-
dere Rolle. Aufgrund der Einzigartigkeit eines jeden Tumors ist es sinnvoll, die Therapie auf
die vorhandenen Eigenschaften abzustimmen [7]. So werden bei der gezielten Tumortherapie
ausgewahlte Strukturen der Tumorzellen direkt angegriffen. Die Effizienz einer Behandlung
kann durch die gezielte Tumortherapie gesteigert werden, wihrend die Toxizitat fiir den
Patienten reduziert wird [33]. Liegen vor Therapiebeginn resistente Zellen vor, werden die-
se positiv selektiert, was zu einem Versagen der Therapie fithren kann [34]. Beispielhaft
sind hier EGFR-Inhibitoren fiir die Therapie kolorektaler Karzinome zu nennen, die bei
einer vorliegenden KRAS-Mutation ineffektiv sind. Deshalb werden EGFR-Inhibitoren aus-
schlieflich bei KRAS-negativen kolorektalen Karzinomen angewendet [18]. Liegt innerhalb
eines Tumors eine KRAS-Mutation in einer geringen Haufigkeit vor, wird sie moglicherweise
durch konventionelle Diagnostik nicht detektiert. Der Tumor wird folglich filschlicherweise
als KRAS-negativ eingestuft und konsekutiv mit EGFR-Inhibitoren behandelt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der Therapieerfolg von EGFR-Inhibitoren bei metastasierten kolorektalen
Karzinomen mafsgeblich davon abhéngt, ob ein Tumor tatsachlich KRAS-negativ ist, oder ob
die Mutation in einer geringen H&ufigkeit vorliegt. Die Ansprechrate von KRAS-negativen
Tumoren auf die Therapie mittels EGFR-Inhibitor ist dabei deutlich hoher [35].

Aufgrund der beschriebenen Selektion kommt es bei der Therapie von Tumoren haufig nach
einem initial gutem Ansprechen zu einem Rezidiv der Erkrankung [34]. Rezidive gehen hiufig
mit einer Metastasierung einher. Die nicht behandelbare Metastasierung stellt die Haupt-
todesursache von an Tumoren erkrankten Patienten dar [6]. Die Entwicklung von Resistenzen
ist entscheidend fiir den Verlauf einer Tumorerkrankung. Es kann zwischen primiren und
sekundédren Resistenzen unterschieden werden. Bei priméren Resistenz reagieren die Tumoren
bereits initial nicht auf die Therapie. Bei sekundiren Resistenzen kommt es zunéchst zu
einem Ansprechen der Therapie, die Resistenz entsteht im Laufe der Zeit |7]. Eine Moglichkeit
fiir die Entstehung von sekundéren Resistenzen ist der Erwerb neuer Eigenschaften wihrend
der Therapie [7]. Die resistenten Zellen entstehen dabei zuféllig und getriggert durch den
hohen Selektionsdruck der Therapie [34]. Eine Resistenz kann auferdem auf der Grundlage
von Heterogenitit entstehen, wobei die resistenten Zellen dabei schon vor Therapiebeginn
mit einer geringen Haufigkeit vorliegen. Erst unter dem Selektionsdruck der Therapie kommt
ihre Verdnderung zum Tragen [25]. Die resistenten Zellen stellen dann die Grundlage fiir ein

neues Tumorwachstum dar.
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1.2 Kolorektales Karzinom

Kolorektale Karzinome gehoren zu den haufigsten Tumoren und sind einer der Hauptgriinde
Tumor-verursachter Mortalitét [9]. Ungeféhr ein Drittel der Patienten mit kolorektalen Kar-
zinomen stirbt an der Erkrankung [36]. Bei den kolorektalen Karzinomen wird zwischen

hereditaren und sporadischen Formen unterschieden.

Der APC/-Catenin/WNT-Signalweg ist der wichtigste Tumorsuppressor-Signalweg in kolo-
rektalen Karzinomen. Sporadische Formen des kolorektalen Karzinoms haben zu 70-80 %
eine APC-Mutation, die APC inaktiviert und zu einer Uberaktivierung des WNT-Signalweges
fithrt [36]. Weiterhin werden in 5 % der Tumoren aktivierende Mutationen im CTNNBI1-Gen
(B-Catenin) gefunden [37]. Zudem ist in den meisten kolorektalen Karzinomen der TGF-f-
Signalweg verdndert. Dabei spielen die Rezeptor-Gene TGFBR2 und TGFBR1 sowie Gene
im nachgeschalteten Signalweg wie SMAD2 und SMAD4 eine entscheidende Rolle. SMAD4
liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 18, welches héufig von einer Deletion betroffen ist
[38], Mutationen in SMDA4 kommen zusétzlich in 10-15 % der kolorektalen Karzinome vor
[36]. Das Protoonkogen KRAS ist in ca. 40 % der kolorektalen Karzinome mutiert, dies fiihrt
zu einer stindigen Aktivierung des MAPK-Signalweges [38]. Weitere Mutationen innerhalb
dieses Signalweges kommen in den Genen EGFR, BRAF und NRAS vor [37]. In iiber der
Hilfte der kolorektalen Karzinome ist das Tumorsuppressorgen TP53 verdndert, dabei sind

Punktmutationen und Verluste eines Allels haufig [36].

Bei sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinomen kann es zur Mikrosatelliteninstabili-
tat kommen. Die Tumoren werden als Mikrosatelliten-instabile Tumoren (MSI-Tumoren) be-
zeichnet. Hier ist eine sporadische Mutation in einem oder eine abnormale DNA-Methylierung
von einem DNA-Reparaturgen ursichlich. Davon grenzen sich sporadische Tumoren ohne
Mikrosatelliteninstabilitéit ab, die als Mikrosatelliten-stabile Tumoren (MSS-Tumoren) be-

zeichnet werden. 15 % der kolorektalen Karzinome sind MSI-Tumoren [38].

Chromosomale Instabilitit tritt in 85 % der kolorektalen Karzinome auf und fiihrt zur An-
euploidie. Dabei liegen gesamte Chromosomen oder grofere Abschnitte in einer verdnderten
Struktur vor [38]. Zu der chromosomalen Instabilitéit kommt es aufgrund einer fehlerhaften
Trennung der Schwesterchromatide in der Mitose [39]. Héufig sind die Loci von Tumor-
suppressorgenen auf den Chromosomen 5q, 8p, 17p und 18q betroffen. Das Vorliegen von
Mikrosatelliteninstabilitit und chromosomaler Instabilitit schliefst sich dabei gegenseitig
aus [39].

Hereditdre Formen kolorektaler Karzinome basieren auf bestimmten, in der Keimbahn vor-

handenen Mutationen. Den grofiten Anteil bezogen auf alle Karzinome macht das hederitére,
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nicht-polypose kolorektale Karzinom mit ca. 5 % aus [36]. Hier liegen verschiedene Muta-
tionen in DNA-Reparaturgenen vor, am hiufigsten sind MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2
betroffen [40].

Eine weitere vererbbare Form ist die familiire adenomatdse Polyposis. Diese Form ist fiir
ungefihr 1 % der kolorektalen Karzinome verantwortlich [41]. Hier kommt es meist aufgrund
einer APC-Mutation zur einer stark vermehrten Entstehung von Polypen. Die Entartungs-
wahrscheinlichkeit der einzelnen Polypen ist nicht erhéht, die Masse an Polypen ist ausschlag-

gebend fiir die erhthte Wahrscheinlichkeit, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln [36].

Sporadischen Formen des kolorektalen Karzinoms lisst sich keine direkte monokausale
Ursache zuordnen. Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa
haben ein erhohtes Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Zusétzlich sind
einige allgemeine Risikofaktoren wie Rauchen, Alkohol, Adipositas, Diabetes sowie eine
fleischreiche Kost bekannt [42].

1.2.1 Entstehung von kolorektalen Karzinomen: Adenom-Karzinom-Sequenz

Die anfiangliche Entwicklung eines spontanen Tumors kann im Menschen nicht direkt ver-
folgt werden. Die Zusammensetzung des Tumors zum Zeitpunkt der Diagnostik kann jedoch
Riickschliisse auf seine Entstehung geben [19]. Fearon und Vogelstein haben 1990 ein Modell
zur Entstehung von kolorektalen Karzinomen vorgestellt. Darin beschreiben sie, dass sich
Karzinome durch schrittweise Anhdufung von genetischen Verdnderungen aus Adenomen
entwickeln, der sog. Adenom-Karzinom-Sequenz. Aus gesundem Gewebe entsteht zunéchst
ein hyperproliferatives Epithel, dann ein frithes Adenom, ein spites Adenom, ein Karzinom
und schliefslich ein metastasiertes Karzinom. Durch die Analyse von kolorektalen Karzino-
men und Adenomen konnten sie darstellen, welche Verdnderungen typischerweise in welchem
Stadium vorliegen. Das hyperproliferative Epithel ist gekennzeichnet durch den Verlust des
langen Arms von Chromosom 5 sowie Mutationen oder den Verlust von FAP, das Adenom
durch DNA-Hypomethylierungen sowie den Verlust des kurzen Arms von Chromosom 12,
des langen Arms von Chromosom 18 sowie Mutationen in KRAS und das Karzinom durch

den Verlust des kurzen Arms von Chromosom 17 sowie Mutationen in TP53 [43].

Die Akkumulation der Verdanderungen ist dabei wichtiger als die zeitliche Abfolge [43]. Das
von Fearon und Vogelstein vorgestellte Modell wird dadurch gestiitzt, dass in Karzinomen
verbleibende Reste von Adenomen gefunden werden, sowie in Adenomen erste Anteile von
Karzinomen. Die Entwicklung eines Karzinoms aus einem Adenom dauert dabei Jahre, meist

sogar Jahrzehnte [36].
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1.3 Nachweis von Mutationen mit moderner

Hochdurchsatz-Sequenzierung

1977 stellten Sanger et al. ein Sequenzierverfahren vor, das auf Kettenabbriichen beruht.
Zur Sequenzierung einer DNA-Sequenz werden vier getrennte Ansitze mit jeweils einem
Didesoxynukleotid benétigt. Fiir das Erzeugen von Kettenabbriichen werden Didesoxy-
nukleotide eingesetzt, die statistisch nach jeder einzelnen Base in der Sequenz einen Abbruch
erzeugen. So entstehen DNA-Fragmente, die mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht wer-
den [44]. Heutzutage wird vereinzelt noch eine weiterentwickelte und automatisierte Form

der Sanger-Sequenzierung verwendet, die auch als ,erste Generation“ bezeichnet wird [45].

Weitestgehend in Gebrauch sind neuere Methoden, die als Next Generation Sequencing
(NGS) zusammengefasst werden. NGS zeichnet sich durch das massiv parallele Sequenzieren
vieler DNA-Striange aus, was die Geschwindigkeit der Sequenzierung stark erhéht. Auferdem
reduzieren sich die Kosten pro sequenzierter Base [46]. Die Sequenzierung des Exoms ist kos-
tengiinstiger als die des gesamten Genoms. Aufserdem ist die Relevanz vieler Informationen
im gesamten Genom noch ungeklirt. Die Sequenzierung einer Auswahl relevanter Gene wird
gezielte Sequenzierung (targeted sequencing) genannt. Hierbei wird die Tiefe und damit auch
die Genauigkeit erhoht. Die Tiefe beschreibt, wie haufig eine bestimmte Stelle des Genoms

sequenziert, wird [47].

Géngige Systeme fiir NGS sind das 454 System von Roche, das HiSeq System und das MiSeq
System von Illumina, das SOLiD System von Applied Biosystems sowie die Personal Genome
Machine (PGM") von Life Technologies. Detaillierte Vergleiche der NGS-Systeme finden sich
bei Jessri et al. [48], Liu et al. [49], Meldrum et al. [46] und Rizzo et al. [47].

Die verschiedenen NGS-Methoden haben gemein, dass Proben gewonnen, amplifizierte DNA-
Stringe generiert, DNA-Sequenzen parallel sequenziert und abschlieffend Daten ausgewertet
werden. Sie unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der dafiir verwendeten Techniken. Da-
durch ergeben sich Unterschiede in Genauigkeit, Schnelligkeit, Leseldnge und Kosten [47].
Das eingesetzte Material ist doppelstrangige DNA. Es folgt eine Amplifikation mittels Po-
lymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Die Amplifikation schlieft nur
die Regionen ein, die spéter sequenziert werden [50]. Abhéngig vom System wird entweder
eine Emulsions-PCR (454 System, PGM", SOLiD) oder eine Briicken-PCR (HiSeq, MiSeq)
verwendet. Beide Methoden ermdglichen eine klonale Amplifikation der gewiinschten DNA-
Stringe durch Schaffung von Mikroreaktionsrdumen [45]. Die eigentliche Sequenzierung er-
folgt durch Ton Sequencing (PGM"), Pyrosequencing (454 System), Reverse Terminator
Sequencing (HiSeq, MiSeq) oder durch Ligation Sequencing (SoLiD) [47]. In dieser Arbeit
wird die PGM "verwendet. Eine nihere Beschreibung der Funktionsweise findet sich in den
Methoden, siehe Abschnitt 2.2.4, Seite 13.




1 FEinleitung

1.4 Ziele der Arbeit

Kolorektale Karzinome gehoren zu den hiufigsten Tumoren. In mehreren Arbeiten wurde fiir
kolorektale Karzinome sowohl morphologische als auch genetische intratumorale Heterogeni-
tat nachgewiesen. Liegt in einem Tumor intratumorale Heterogenitét vor, so werden nicht alle
Eigenschaften des Tumors mit einer oder wenigen Biopsien erfasst. Werden Verdnderungen
des Tumors iibersehen, wird die Therapie ggf. nicht addquat gewdhlt. Intratumorale Hetero-
genitit kann Therapieversagen verursachen, wenn resistente Eigenschaften nicht detektiert
wurden. Intratumorale Heterogenitit stellt somit eine Herausforderung in der Diagnostik
von Tumoren dar. Die raumliche Verteilung von intratumoraler Heterogenitit im kolorek-

talen Karzinom wurde bisher nur wenig untersucht.

Diese Arbeit hat zum Ziel zu untersuchen, ob eine rdumlich verteilte Heterogenitdt von
Mutationen und Kopienzahlen im Kolonkarzinom Stadium II vorliegt. Dafiir wird zunéchst
untersucht, ob Hotspot-Mutationen und Kopienzahl-Verdnderungen im Kolonkarzinom
heterogen verteilt vorliegen. Anschliefsend erfolgt eine dreidimensionale Rekonstruktion der

detektierten Verdnderungen und eine Beurteilung der Heterogenitit.
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2 Methodik

2.1 Erstellen von Schnittpraparaten

In dieser Arbeit wird ein Kolonkarzinom Stadium II (T2NOMO) analysiert. Das Kolon-
karzinom wurde vollstindig reseziert; orale, aborale und zirkumferente Resektionsrdander
sowie alle untersuchten Lymphknoten sind tumorfrei. Auferdem wurden keine Metastasen
detektiert. Das genannte Kolonkarzinom wird in fiinf in Formalin-fixierten und in Paraffin-
eingebettete Blocke unterteilt. Zusétzlich liegt ein Block mit Normalgewebe des Kolons vor.
Die Blocke werden bis auf einen Reserverest, der fiir eine mogliche spitere Verwendung im
Institut fiir Pathologie verbleibt, komplett zu Schnittpriaparaten verarbeitet. Es liegen 68
Tumorproben und zwei Proben des Normalgewebes vor. Fiir das Erstellen der Schnitte wird
das Mikrotom HM 34/0F FElectronic Rotary Microtome verwendet, fiir weitere Informationen
siehe Abschnitt 2.8, Seite 27. Die Schnittdicke betragt 5 bzw. 10 pm. Die Schnitte werden in
einem 40°C warmen Wasserbad geglittet und anschliefsend auf Glasobjekttriger (Superfrost
Ultra Plus R) gezogen. Nach dem Trocknen auf einer Heizplatte bei 40°C fiir eine Stunde
konnen die Schnitte gelagert oder direkt weiterverwendet werden. Aus dem Grofteil der
Schnitte wird DNA isoliert, die fiir die Sequenzierung verwendet wird. Weitere Schnit-
te werden mit Hamatoxylin-Eosin gefirbt (HE-Schnitte) bzw. fiir die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) verwendet. Die Schnitte, aus dem DNA isoliert wird, haben jeweils
einen dazugehorigen HE-Schnitt, auf dem das zu isolierende Tumorgewebe eingezeichnet
wird. Die Einteilung des Tumors in die 68 Proben findet sich in den Ergebnissen, siche
Abschnitt 3.1, Seite 29.

2.2 Sequenzieren mit der lon Personal Genome Machine®

2.2.1 DNA-Isolation und Quantifizierung mit RNase P

Die Schnitte werden zunéchst nach folgendem Schema entparrafiniert und vorbereitet: 10 min
im Ofen bei 80°C, 10min in Kiivette mit Xylol, sowie 10min in Kiivette mit 100 %igem
Ethanol.

Das Gewebe der jeweiligen Schnitte wird fiir alle 70 Proben (68 Tumorproben sowie 2 Pro-

ben des Normalgewebes) isoliert. Auf den HE-Schnitten wird zuvor das zu isolierende Areal

—10 —



2 Methodik

unter einem Lichtmikroskop eingezeichnet. Dabei werden Tumorareale mit hoher Immunzell-
Infiltration ausgespart, um den Tumorzellgehalt nicht zu verringern. Die Isolation des Gewe-
bes erfolgt im Vergleich zu den Einzeichnungen auf den HE-Schnitten. Fiir die DN A-Isolation
wird das Protokoll DNA Purification from Tissues (QIAamp DNA Mini Kit) verwendet. Ab-

weichungen vom Protokoll sind im Folgenden dargestellt.

Im ersten Schritt wird das Gewebe zunéchst in ein 1,5 ml-Gefif mit 180 ul ATL Lyse Buf-
fer transferiert. Dafiir wird es mit dem ATL Lyse Buffer benetzt und vom Objekttriger
abgekratzt. Fiir die Inkubation der Proben wird der Thermomizer 5436 verwendet. Die
DNA-Isolation aus dem Gewebe erfolgt bis auf den letzten Schritt anhand des Protokolls.
Die DNA wird in einer geringeren Menge AE Puffer geltst, es werden nur 40 pl verwendet.

Die isolierte DNA der Probe liegt im AE Puffer vor und kann weiterverwendet werden.

Aufgrund von Fragmentierung und chemischer Modifizierung durch die zuvor erfolgte Fixie-
rung mit Formalin und Einbettung in Paraffin ist nur ein Teil der DNA amplifizierbar. Fiir
die Bestimmung der amplifizierbaren DNA werden die Reagenzien des TagMan® RNaseP
Detection Reagents Kits und das StepOnePlus” Real-Time PCR System eingesetzt. Der An-
teil dieser DNA-Abschnitte wird fiir jede Probe einzeln durch eine Messung mit RNAse P
ermittelt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt nach dem Protokoll Sample Quantification
for Ion AmpliSeq” Library Preparation Using the TagMan® RNase P Detection Reagents Kit.
Die Proben werden 1:100 verdiinnt und in eine 96-well-Platte gegeben. Im Vergleich zu der
verwendeten Standardkurve kann so die DNA-Konzentration der Proben bestimmt werden.

Dabei wird jeweils der Mittelwert von drei Replikaten verwendet.

2.2.2 Amplifikation der Zielregionen und Quantifizierung mittels gPCR

Die Amplifikation ausgewéhlter Gene hat zum Ziel, ausreichend Material fiir die Sequenzie-
rung bereitzustellen. Fiir die Sequenzierung wird das CRCS.2 Panel, welches 100 fiir kolo-
rektale Karzinome wichtige Gene abdeckt, verwendet. Das Panel wurde von Dr. Liam Childs
und Dr. Soulafa Mamlouk erstellt und beinhaltet Primer-Paare fiir 793 Amplikons.

Neben der Amplifikation der Zielregionen werden die Primer verdaut, Barcodes anhingt und
die Proben aufgereinigt, was als Library zusammengefasst wird. Fiir die Library werden der
2720 Thermal Cycler, der Ton AmpliSeq” Library Preparation User Guide und die Reagenzien
des Ton AmpliSeq” Library Kit 2.0 verwendet. Der Versuch liuft in Mikroreaktionsgefifien
mit einem Volumen von 0,5ml ab. Fiir die Amplifikation werden die 793 Primer-Paare des
CRC5.2 Panels verwendet. Diese sind auf zwei Primer Pools aufgeteilt. In der Library wird

der Ansatz nach 2X Primer Pools und das Ion AmpliSeq Sample ID Panel verwendet.
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Nach der Amplifikation werden die Proben aufgereinigt, da neben der DNA ebenfalls Uber-
reste wie Primer und Enzyme vorliegen. Diese unerwiinschten Bestandteile werden entfernt,

um die sich anschliefende Amplifikation nicht zu behindern.

Im Anschluss erfolgt eine weitere Messung der DNA-Konzentration. Sie wird mit einer
quantitativen Polymerase-Ketten-Reaktion (quantitative polymerase chain reaction, qPCR)
durchgefiihrt. Die Proben werden dafiir 1:100 verdiinnt. Es werden die Reagenzien des lon
Library Quantitation Kits verwendet. Die Durchfiihrung erfolgt anhand der Option 2 des
Ton AmpliSeq” Library Preparation User Guide. Das Reaktionsvolumen liegt bei 10 pl. Jede
Probe liegt als Triplikat vor, es wird der Mittelwert errechnet. Die qPCR wird mit dem
StepOnePlus” Real-Time PCR System durchgefiihrt.

2.2.3 Emulsions-PCR mit One Touch 2

Die Emulsions-PCR dient der direkten Vorbereitung der Sequenzierung. Hier werden DNA-
Stringe einzeln an lon Sphere Particles (ISPs) gebunden und klonal amplifiziert. Wahrend
der Sequenzierung kann so die benotigte raumliche Trennung verschiedener DNA-Fragmente

gewdhrleistet werden.

Fiir die Emulsions-PCR werden die beiden Primer Pools von jeweils zwei Probe zusammen-
gefiihrt, welche gemeinsam weiterverwendet und sequenziert werden. Fiir die Emulsions-PCR
werden das Ton OneTouch” 2 Instrument, die Reagenzien des Ton PGM" Template OT2 So-
lutions 200 Kit und der Ion PGM" Template OneTouch”2 200 Kit User Guide verwendet.
In den Wasserblasen der Wasser-in-Ol-Emulsion werden Mikroreaktionsriume geschaffen,
in denen parallel jeweils eine PCR-Reaktion ablaufen kann. Idealerweise befinden sich in
jeder Wasserblase ein ISP, ein DNA-Strang und die bendtigten PCR-Reagenzien. Die DNA-
Striange konnen so klonal amplifiziert und an den ISP gebunden werden. Es kommt jedoch
ebenfalls zu Wasserblasen mit keinem oder mehr als einem DNA-Strang. Die dabei entste-

henden ISPs sind nicht fiir die Sequenzierung geeignet.

Nach der Amplifikation wird die Emulsion aufgebrochen und es werden die ISPs gesammelt.
In der sich anschliefenden Aufreinigung werden iiberschiissige PCR-Reagenzieren entfernt.
Dabei erfolgt eine Anreicherung der verwendbaren ISPs, indem ISPs, die keine DNA ge-
bunden haben, aussortiert werden. Dazu wird das Geriit Ton OneTouch” ES (enrichment
system) mit dem dazugehorigen Protokoll verwendet. ISPs mit mehreren, unterschiedlichen
DNA-Strangen werden wihrend der Sequenzierung erkannt und automatisch nicht weiter-

verwendet.
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2.2.4 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wird die Ton Personal Genome Machine® (PGM") der Firma Life Tech-
nologies und das dazugehérige Handbuch Ton PGM'" Sequencing 200 Kit v2 User Guide ver-
wendet. Es werden zwei Proben gemeinsam sequenziert, die, wie oben beschrieben, fiir die
Emulsions-PCR zusammengefiihrt wurden. Durch das vorherige Anhingen von Barcodes an
die DNA-Fragmente kdnnen die Sequenzierergebnisse eindeutig einer Probe zugeordnet wer-
den. Verwendet wird der Jon 316" Chip. Mikroreaktionsriume des Chips erlauben das paral-
lele Sequenzieren verschiedener DNA-Striange. Die Sequenzierung basiert auf der Detektion
von pH-Unterschieden, die beim Einbau von Nukleotiden entstehen. Die Mikroreaktions-
rdume des Chips werden sequentiell mit einem der vier Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTPs) geflutet. Es kommt zur Freisetzung eines Protons, wenn ein ANTP zur Elongation
des komplementiren DNA-Stranges eingebaut wird. Der dabei entstehende pH-Unterschied

wird durch einen Sensor detektiert.

2.2.5 Auswertung der Sequenzierdaten

Die Auswertung der Sequenzierdaten wurde von Dr. Liam Childs durchgefiihrt. Die von der
PGM"ermittelten Sequenzen werden auf dem Referenzgenom GRCh37 angeordnet. Dafiir
wird das Torrent Mapping and Alignment Program (TMAP) von Life Technologies genutzt.
Es werden nur Sequenzen mit mehr als 50 Nukleotiden und einer mapping quality > 4 ver-
wendet. Fiir die Proben, die diesen Filter passiert haben, liegen die Haufigkeit der jeweiligen
Mutation und ein dazugehoriger Qualitdtswert vor. Fiir alle anderen Proben wird die In-
formation der Haufigkeit vervollstdndigt, hier liegt jedoch kein Qualitdtswert vor. In einer
Tabelle werden alle vorliegenden Daten zusammengefasst, diese werden als Quelldaten be-
nannt. Es liegen Informationen iiber die Mutation, wie das Chromosom, die Verinderung
der Aminosdure und die Art der Mutation sowie die Haufigkeit und ggf. der Qualitdtswert
von allen Tumorproben und dem Normalgewebe vor. Ausgehend von dieser Tabelle werden
weitere Kriterien zum Filtern der Quelldaten angelegt. Die folgende Eigenschaften werden
herausgefiltert und nicht weiterverwendet: Mutationen in Introns (intronic mutations) und
Mutationen ohne Anderung der Aminosiure (synonymous mutations); Mutationen, mit ei-
nem Qualitdtswert < 50; homopolymere Sequenzen mit mehr als 4 mal der gleichen Base;
Mutationen, die zum Anfang oder Ende des Amplikons einen Abstand von zwei Basen oder
weniger haben; sowie Mutationen, die im gesunden Gewebe vorkommen. Aus den gefilterten
Daten wird mit dem Programm R! eine Heatmap erstellt. Die Rohdaten der Sequenzierung

mittels PGM “werden durch das Programm Golden Heliz GenomeBrowse®? visualisiert.

! https://www.r-project.org
2 Golden Helix GenomeBrowse(®) visualization tool, version 2.1.1, https://www.goldenhelix.com
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2.3 Verifizierung der PGM"™-Ergebnisse mit Sanger-Sequenzierung

2.3.1 Vorbereitung der Verifizierung

Auswahl der Mutationen und Proben

Die Rohdaten der PGM"-Sequenzierung werden entsprechend der zuvor beschriebenen Kri-
terien gefiltert. Es verbleiben 14 Mutationen, die teilweise verifiziert werden. Bereits vor
Beginn der Arbeit wurden in der Arbeitsgruppe einige der Mutationen iiberpriift und als
technische Fehler eingestuft. Sie werden daher nicht erneut in die Verifizierung einbezogen.
Es verbleiben sechs Mutationen, die im Rahmen meiner Arbeit mit Sanger-Sequenzierung

verifiziert werden.

Tabelle 2.1 zeigt die sechs zu iiberpriifenden Mutationen. Die Tabelle beinhaltet das Gen,
das Chromosom, die Aminoséure-Position, die Nukleotid-Position und die Art der Mutation.
Die Mutationen werden anhand des Gens und der Aminosdure-Position benannt (z.B. APC
p.1367).

Tabelle 2.1 — Mutationen, die mittels Sanger-Sequenzierung {iberpriift werden.

Gen Chromosom | Aminosiure- | Nukleotid- Art der Benennung
Position Position Mutation
APC 5 1367 112175390 stop gain APC p.1367
ERBB4 | 2 1268 212248464 frameshift ERBB4 p.1268
MCF2 X 596 138697051 missense MCF p.596
PIK3CA | 3 1053 178952103 missense PIK3CA p.1053
TP53 17 175 7578406 missense TP53 p.175
WNK3 X 908 54276057 frameshift WNK p.908

Fiir jede der ausgewihlten Mutationen werden mehrere Proben iiberpriift, diese sind in Ta-
belle 2.2 dargestellt. Es werden sowohl Proben, in denen die jeweilige Mutation gefunden
wurde, als auch solche, in denen die Mutation nicht gefunden wurde, iiberpriift. Fiir die
Mutationen APC p.1367 und TP53 p.175 wird eine Auswahl der Proben mit der Mutation
iiberpriift. Fiir die anderen vier Mutationen werden alle Proben, die jeweilige Mutation tra-
gen, iiberpriift. Aukerdem wird fiir jedes Primer-Paar das Normalgewebe (Probe 3.1.1) als
Referenz untersucht. Zusétzlich werden fiir einige Mutationen noch weitere Proben unter-

sucht, die Auffilligkeiten aufweisen oder die als weitere Vergleichsproben dienen.
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Tabelle 2.2 — Auswahl der verifizierten Proben fiir die Mutationen APC p.1367, ERBB4
p.1268, MCF2 p.596, PIK3CA p.1053, TP53 p.175 sowie WNK3 p.908; 3.1.1: Normalgewe-
be; 3.2.1C - 3.6.7C: Tumorproben; die Auswahl einer Probe zur Verifizierung ist mit einem
=+ markiert.

Probe:

Mutation:

APC
p.1367

ERBB4
p.1268

MCF2
p.596

PIK3CA
p.1053

TP53
p.175

WNK3
p.908

3.1.1

4

-+

4

4

4

4

3.2.1C +
3.2.3C +
3.2.4C +
3.2.5A -+
3.2.5B +
3.3.1A 4
3.3.1D +
3.3.2C +
3.3.2D +
3.3.3A + —+
3.3.4B +
3.4.4B +
3.4.4C +
3.5.1A +
3.5.1B + —+
3.5.1D 4
3.5.2C +
3.5.2D +
3.5.3A -+ + +
3.5.3C +
3.5.3D +
3.5.4B +
3.6.6B +
3.6.6C +
3.6.6D +
3.6.7C +
3.6.7D +
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Primer-Design

Fiir die Verifizierung mittels Sanger-Sequenzierung werden, wenn méglich, die Primer des
Panel CRC5.2 verwendet. Fiir die Mutationen PIK3CA p.1053 und WNK3 p.908 werden die
Primer neu erstellt, da die zu untersuchende Stelle nah am Rand des Amplikons liegt. Fiir
die Mutation in APC p.1367 ist die Tiefe beim Sequenzieren mit PGM “sehr niedrig. Eine
schwache Bindung der Primer ist vermutlich fiir die geringe Amplifikation verantwortlich.

Auch fir diese Mutation werden neue Primer erstellt.

Zum Designen von neuen Primern wird zunéchst die Basensequenz um die fragliche Muta-
tion herum mittels Gen-Suche auf Ensemble? die Basensequenz um die fragliche Mutation
herum herausgesucht. Die gewiinschte Lénge des PCR-Produktes betrigt ca. 150 bis 200
Basenpaare, wobei die fragliche Mutation idealerweise mittig gelegen ist. Nach Eingabe der
ausgewihlten Basensequenz werden bei Primer8Plus® mogliche Primer-Kombinationen fiir
die Region vorgeschlagen. Die Primer werden anschlieffend hinsichtlich ihrer Bindung iiber-
priift. Mit der BLAST/BLAT-Suche® kann getestet werden, ob die Primer spezifisch an der
gewiinschten Sequenz binden. Wenn dies nicht der Fall ist, werden die Primer um einige Basen
verschoben bis sie laut Vorhersage spezifisch binden. Abschlieftend wird jedes Primer-Paar
bei UCSC In-Silico PCRS iiberpriift. Die Plattform legt die Primer auf die Referenz-DNA
und iiberpriift, ob das Primer-Paar ein Produkt ergibt und wie lang dieses ist. Die Tabelle 2.3

umfasst die verwendeten Primer.

Tabelle 2.3 — Verwendete Primer fiir die Sanger-Sequenzierung, dargestellt sind die
Vorwiérts- und Riickwértsstriange der Primer-Paare.

Mutation Vorwiértsstrang Riickwiartsstrang

APC p.1367 AGAATCAGCCAGGCAC GCAATCGAACGACTCT
AAAG CAAA

ERBB4 p.1268 CTTCAGGGAGAACTCA ACAACCCTGACTACTG
GAGAGGTA GAACCA

MCF2 p.596 TGAAGAATAAACTCAG AATTTGTGGTACCCAC
TATTTACATCAAGAGT ACCTGAAA

PIK3CA p.1053 || TGAGCAAGAGGCTTTG ATGCTGTTCATGGATT
GAGT GTGC

TP53 p.175 CAGCTGCTCACCATCG GTTTTGCCAACTGGCC
CTAT AAGA

WNK3 p.908 TCGTCAGTACGTGCTT CCATCAACCACATCCT
AGCC TGTGT

% http://www.ensembl.org

4 http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin /primer3plus/primer3plus.cgi
® http://www.ensembl.org/Multi/Tools/Blast
6 http://browser.xenbase.org/ucsc/cgi-bin /hgPcr
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2.3.2 Durchfiihrung der Verifizierung

Testung der Primer

Fiir alle Primer-Paare wird zur Testung ihrer Funktion eine PCR mit Zelllinien-DNA durch-
gefiithrt. Dies dient der Sicherstellung, dass die Primer-Paare ein spezifisches PCR-Produkt
erstellen, wobei gleichzeitig die DNA-Reserven der Versuchsreihe geschont werden. Fiir jedes
Primer-Paar wird eine PCR mit Zelllinien-DNA und einer Negativkontrolle ohne DNA durch-
gefithrt. Fiir den Primer-Mix werden die Primer des Vorwirts- und des Riickwirtsstrangs

vermischt.
Der PCR-Ansatz jeder Probe besteht aus den folgenden Reagenzien:

12l PCR Master Mix (2X)
3l Primer-Mix (2,5 pmol/pl)
71l Nuklease-freies Wasser
3pl DNA (mind. 6 ng).

Die PCR lduft nach folgendem Schema ab: (1) 5 min bei 95°C, (2) 40 Zyklen & 30s bei 95°C,
305 bei 55 bzw. 60°C (spezifische Temperatur) sowie 30s bei 72°C, (3) 7 min bei 72°C. Fiir die
Primer der Mutation APC p.1367 wird eine spezifische Temperatur von 55°C verwendet, fiir
die verbleibenden Primer liegt die spezifische Temperatur bei 60°C. Zur Uberpriifung ob ein
PCR-Produkt der gewiinschten Linge vorliegt, werden die Proben mittels Gelelektrophorese
auf einem Agarosegel aufgetrennt (1g Agarose auf 50ml TAE, 1pl Ethidiumbromid). Es
werden 10l jeder Probe sowie 5yl der DNA-Leiter Gene Ruler Ladder fiir das Erstellen
einer Referenzbande auf das Gel aufgetragen. Die Laufzeit betrigt ca. 45 min bei 50 V. Mit
einem Transilluminator wird iiberpiift, ob ein PCR-Produkt vorliegt und welche Linge es
hat.

Fiir jede der ausgewéhlten Proben wird eine PCR durchgefiihrt. Verwendet wird der oben
bei der Testung der Primer aufgefithrte PCR-Ansatz und PCR-Ablauf. Vor der Uberpriifung,
ob ein spezifisches PRC-Produkt vorliegt, werden die Proben mit dem PCR Purification Kit
aufgereinigt. Nach dem letzten Schritt liegt die aufgereinigte DNA in einem Mikroreakti-
onsgefifl mit einem Volumen von 1,5ml vor. Vor dem Auftragen von jeweils 10l auf das

Agarosegel wird den Proben je 1 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt.

Die Sanger-Sequenzierung wird durch die Firma MWG-Biotech AG, Eurofins Genomics
durchgefiihrt. 3l PCR-Produkt jeder Probe werden mit 2pl der Primer-Verdiinnung des
Vorwirts- bzw. Riickwértsstrangs (10 pM) sowie 12l Nuklease-freiem Wasser in einem

Mikroreaktionsgefiafs mit einem Volumen von 1,5pl gemischt und an die Firma geschickt.
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Als Ergebnis der Sanger-Sequenzierung liegen die Nukleotid-Sequenzen der zu untersuchen-
den DNA-Abschnitte vor. Die Rohdaten der Sequenzierung mit PGM werden durch das
Programm Golden Heliz GenomeBrowse® visualisiert. Die Nukleotid-Sequenzen der beiden

Methoden konnen so verglichen werden.

2.4 CNVPanelizer: Analyse der Kopienzahlen

Die Analyse der Kopienzahlen wurde von Dr. Liam Childs nach Ansatz von C. Oliveira
und T. Wolf © durchgefiihrt. Mittels CNVPanelizer werden die Sequenzierdaten hinsichtlich
Kopienzahl-Veranderungen ausgewertet. Als Referenzgewebe dient dafiir Blut von Gesunden
und das Normalgewebe des Tumors. Aus den dabei erhaltenen Rohdaten wird mit dem

Programm R eine Heatmap erstellt.

2.5 Verifizierung der CNVPanelizer-Ergebnisse mit gPCR

2.5.1 Gene und Proben

Fiir die Qualitdt der Ergebnisse aus der CNVPanelizer-Analyse liegen bisher keine Erfah-
rungen vor. Deshalb werden die Gene APC, EDEM2, GNAS, MAP2K4, MMP9, SMAD4,
SOX9 und TP53 zusétzlich mittels qPCR hinsichtlich ihrer Kopienzahl untersucht. Die Aus-
wahl der Gene zur Uberpriifung gestaltet sich anhand der Ergebnisse, siehe Abschnitt 3.3.1,
Seite 43. Es werden Gene ausgewihlt, die bei der Analyse mittels CNVPanelizer auffillige
Verdnderungen zeigen bzw. die in kolorektalen Karzinomen héufig verdndert sind. Es wer-
den zunfchst Gene ausgewahlt, die von einer Deletion betroffen sind; dies trifft zu fiir APC,
MAP2K4, SMAD4 und TP53. Zudem werden Gene ausgewahlt, die von einer Amplifikation
betroffen sind; dies trifft zu fiir EDEM2, GNAS und MMP9.

Fiir jedes der Gene werden vier Tumorproben sowie das Normalgewebe, {iberpriift. Im Fol-
genden wird fiir das Normalgewebe die Probe 3.1.2 verwendet. Das Normalgewebe dient als
Referenzprobe fiir die PCR. Die Proben werden fiir jedes Gen aus mindestens zwei Blocken
gewahlt, in den meisten Fallen aus drei verschiedenen. Fiir die Gene APC, MAP2K4, MMP9,
SMAD4, SOX9 und TP53 werden sowohl Proben, die laut Analyse mittels CNVPanelizer
eine Deletion bzw. Amplifikation der Kopienzahl tragen, als auch solche, die keine tragen,
ausgewahlt. Die Gene EDEM2 und GNAS sind laut Analyse mittels CNVPanelizer in al-

len Proben amplifiziert, sodass hier nur Proben mit einer Amplifikation gewéhlt werden. Zur

"Oliveira, C. & Wolf, T. Reliable CNV detection in targeted sequencing applications. R package version
1.1.0. (2015). https://www.bioconductor.org/packages/3.3/bioc/html/CNVPanelizer.html
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besseren Handhabung werden soweit moglich fiir mehrere Gene die gleichen Tumorproben
gewéhlt. In Tabelle 2.4 ist die Auswahl der Proben fiir die acht untersuchten Gene darge-
stellt.

Tabelle 2.4 — Auswahl der mit gPCR verifizierten Proben; 3.1.2: Gewebe vom Resekti-
onsrand des Tumors; 3.2.1C - 3.6.7C: Tumorproben; die Auswahl einer Probe zur Uberprii-
fung ist mit einem -~ markiert.

Gen:

Prob APC | EDEM2 | GNAS | MAP2K4 | MMP9 | SMAD4 | SOX9 | TP53
robe:

3.1.2 + + + + + + + +
3.2.2B + + +
3.2.2D +
3.2.3A + + I
3.2.3D +
3.2.5C + + +
3.3.4A +
3.3.4C + + +
3.4.4A + + +
3.4.4B +
3.4.4C +
3.4.4D + + +
3.5.1A +
3.5.1D +
3.5.4C + +
3.5.4D + +
3.6.7C + + +

2.5.2 Vorbereitung der Versuche

Fiir die ausgewéhlten Gene werden zunichst Primer erstellt. Das Erstellen der Primer erfolgt
nach dem in Abschnitt 2.3.1, Seite 16 dargestellten Vorgehen. Fiir jedes der acht Gene wer-
den zwei Primer-Paare erstellt, einige davon (jeweils ein Primer-Paar fiir EDEM2, MAP2K4,
MMP9 und SOX9) haben nicht zufriedenstellend funktioniert. Sie wurden nicht weiter ver-
wendet und sind hier nicht aufgefiihrt. TERT dient als Referenzgen. Die Tabelle 2.5 umfasst

alle fiir die PCR verwendeten Primer-Paare.
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Tabelle 2.5 — Darstellung der verwendeten Primer-Paare fiir die qPCR.

Gen, Primer Vorwirtsstrang Primer Riickwirtsstrang
Primer-Paar

APC, Paar 1 TCCCTGGAGTAAAACTGCGG CCGGCTTCCATAAGAACGGA
APC, Paar 2 TTGGCCGAGTCTTGTAGTGC GCCTGCTAACATTCTGCGTT
EDEM2 CAGGACAGCGTGGACTTTGA GCAGCCCTTACCTCGAATGT
GNAS, Paar 1 CCAGGCCAGTGATGTCATGT ATCTCATCCCTCTGCTGGGT
GNAS, Paar 2 CCCTACACTCCAGCACACAG GGCCGAGTTGGGATGGATAG

MAP2K4, Paar 1 || GGGGAAGACTTGCCTGCTAC GCCTCCTACCACGCAAAATG

MAP2K4, Paar 2 || CCCACACATGTGAGTATTCTTGG | ATCTTTGCTTGAGTTGAGCCTTT

MMP9 GCAGACCATCCATGGGTCA AAGGCGGAGACAGCACATTA
SMAD4, Paar 1 CTTTGAGGGACAGCCATCGT CTTGGTGGATGCTGGATGGT
SMAD4, Paar 2 GTTGTCCAGTGCATTGCAGG TGGGCATCTGGTGGCTAAAG
SOX9 AGCTTTGGTTTGTGTTCGTGT GCTGGGAGGGAAACAAGTGA
TP53, Paar 1 GGCCCACCTCTTACCGATTT CAGTAAGGAGATTCCCCGCC
TP53, Paar 2 CTCTGTTGCTGCAGATCCGT GCCTCATTCAGCTCTCGGAA
TERT GGTTGTGGTGACGTTGCTTC CCAGGTTTGCAAGCTGACAC

2.5.3 Durchfiihrung der Verifizierung

Die Primer werden zunichst an Zelllinien-DNA getestet. AnschlieRend erfolgt die Uberprii-

fung der ausgewéhlten Proben.
Fiir die qPCR wird der folgende Ansatz verwendet:

1 nl Primer-Mix (Vorwérts- und Riickwértsprimer mit jeweils 5pmol /pl)
7,5ul SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)

5,5 ul Nuklease-freies Wasser

1nl DNA (100ng)

Es wird die Maschine StepOnePlus" Real- Time PCR System verwendet. Die qPCR lduft nach
folgendem Schema ab: (1) 2min bei 95°C, (2) 40 Zyklen a (a) 15s bei 95°C, (b) 30s bei 60°C,
(3) 15 bei 95°C, 155 bei 60°C, 15s bei 95°C.

Fiir die Auswertung des Versuches ist es erforderlich, dass die Ergebnisse auf die gleiche
Menge eingesetzter DNA bezogen werden. Die Bestimmung der DNA-Konzentration mit
RNAseP wurde schon zuvor durchgefiihrt, sieche Abschnitt 2.2.1, Seite 10. Von jeder Probe
werden 0,5 1g DNA eingesetzt.
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Fiir jede Probe wird zusétzlich zu den ausgewdhlten Genen eine qPCR fiir das Referenzgen
durchgefiihrt. Fiir alle Proben, die zu einem Gen gehéren, wird die qPCR auf einer 96 well-
Platte durchgefiihrt. So werden die Unterschiede, die bei der qPCR zwischen zwei Platten
auftreten konnen, nicht in die Auswertung einbezogen. Es wird der oben genannten Ansatz

benutzt. Fiir jede Probe werden Triplikate erstellt und der Mittelwert verwendet.

2.5.4 Auswertung der gPCR

2280 yerwendet [23]. Die Vervielfiltigungskur-

Zur Auswertung der qPCR wird der Ansatz
ve der Tumorproben wird derjenigen der Referenzprobe (Normalgewebe) gegeniibergestellt.
Dabei wird die Menge der zu Beginn der qPCR vorhandenen DNA verglichen. So kann
relativ angegeben werden, wie sich die Menge der DNA der Tumorproben zu der der Refe-
renzprobe verhilt. Es wird jeweils ein bestimmtes Gen untersucht. Zuséitzlich werden die zu

analysierenden Gene einem Vergleichsgen (TERT) gegeniibergestellt.

Fiir jede durchgefiihrte qPCR liegt eine Vervielfiltigungskurve als Ergebnis vor. Es wird je-
weils der Ct-Wert bestimmt. Der Ct-Wert beschreibt den Vervielfaltigungszyklus bei einem
bestimmten Schwellenwert (cycle threshold). Es wird in allen Proben eines Primer-Paares
der gleiche Schwellenwert festgelegt, er befindet sich in der exponentiellen Phase der Verviel-
faltigungskurve. Die Ct-Werte fiir alle Proben werden erfasst und zur weiteren Berechnung

verwendet.

Berechnung von AACt:

AACt = (CtGen - CtVergleichsgen)Tumorprobe - (CtGen - CtVergleichsgen)Referenzprobe

Die relative Anderung der Genmenge einer Tumorprobe in Bezug zur Referenzprobe wird

2-AACt Fiir die Berechnung wird Microsoft Excel® genutzt. GraphPad

wie folgt berechnet:
Prism® wird fiir den Vergleich der Ergebnisse des CNVPanelizers und der gPCR verwendet.
Die Ergebnisse fiir jedes Gen werden zunidchst in einem Balkendiagramm verglichen. An-
schliekend werden zur statistischen Uberpriifung der beiden Methoden alle Ergebnis-Punkte
der acht Gene verglichen. Die Datenpunkte werden in einer Graphik dargestellt, es werden

R? und der p-Wert berechnet.

8Microsoft Excel Version 14.0.7166.5000
9GraphPad Prism version 6.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,
http://www.graphpad.com
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2.6 Verifizierung der CNVPanelizer-Ergebnisse mit FISH

2.6.1 Gene und Proben

Zur Uberpriifung der CNVPanelizer-Analyse werden zusitzlich weitere Gene mittels FISH
iiberpriift. Es werden die Gene BRCA2, CARD11, EGFR, MMP9 und TP53 ausgewéihlt. Die
Gene BRCA2, CARD11, EGFR und MMP9 liegen laut der Analyse mittels CNVPanelizer
amplifiziert vor. Das TP53-Gen liegt laut der Analyse mittels CNVPanelizer in einigen der

Tumorproben deletiert vor.

Die Anzahl der zu untersuchenden Proben variiert, sie liegt je nach Gen bei 12 bis 17 Tu-
morproben. Hinzu kommt auferdem fiir alle Gene das Normalgewebe (Probe 3.1.2). Bei der
FISH werden gehduft mehrere Quadranten einer Gruppe untersucht, da sie simultan gefarbt
werden konnen. Fiir jedes Gen werden Proben aus mindestens drei der fiinf Tumorblécke
untersucht. Fiir die Gene BRCA2, CARD11, MMP9 und TP53 werden sowohl Proben, die
eine Deletion bzw. Amplifikation der Kopienzahl tragen, als auch solche, die keine tragen,
ausgewahlt. Das Gen EGFR ist in allen Proben amplifiziert, sodass hier nur Proben mit einer
Amplifikation gewihlt werden. Eine Ubersicht der Proben ist in Tabelle 2.7 dargestellt.

2.6.2 Gewebe und Sonden

Fiir die FISH werden Schnitte der oben ausgew#hlten Proben verwendet. Die Schnitte ha-
ben eine Dicke von 5pm. Es wird sowohl das ausgewihlte Gen als auch das dazugehorige
Zentromer hybridisiert. Tabelle 2.6 zeigt Informationen iiber die Sonden fiir die fiinf zu

untersuchenden Gene.

Tabelle 2.6 — Darstellung der fiir die FISH verwendeten Sonden.

Gen Gen-Sonde Zentromer-Sonde Firma Spektrum
BRCA2 BRCA2-20-OR CON 13 Empire Genomics | orange / griin
CARD11 || CARDI11-20-OR CENT7 Empire Genomics | orange / griin

EGFR Vysis LSI EGFR Vysis CEP 7 Abbott Molecular | orange / griin
MMP9 MMP9-20-OR CON 20 Empire Genomics | orange / griin
TP53 Vysis LSI TP53 Vysis CEP 17 Abbott Molecular | orange / griin
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Tabelle 2.7 — Auswahl der mit FISH verifizierten Proben; 3.1.2: Normalgewebe; 3.2.1A -
3.6.7C: zu untersuchende Tumorproben; die Auswahl einer Probe zur Uberpriifung ist mit

einem 4 markiert.

Probe:

Gen:

BRCA2

CARDI11

EGFR

MMP9

TP53

3.1.2

-+

-+

-+

-

-+

3.2.1A
3.2.1C
3.2.1D

+ + +

+ o+ o+

3.2.2B
3.2.2D

-

+ o+

3.2.3A

3.24A
3.2.4B
3.2.4C
3.2.4D

+ o+ o+

+ o+ |+

+ +

3.2.5A
3.2.5B
3.2.5C
3.2.5D

A

4

+ 4+ o+ o+

3.3.1C
3.3.1D

3.3.3A
3.3.3B
3.3.3C

3.34A
3.3.4B
3.3.4C
3.3.4D

+ 4+ + o+

34.1A
3.4.1C
3.4.1D

4

-4

3.5.4A
3.5.4B
3.5.4C
3.5.4D

+ 4+ o+ o+

3.6.6B
3.6.6C
3.6.6D

3.6.7B
3.6.7C

+ o+

+ |+ o+
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2.6.3 Durchfiihrung der Hybridisierung

Die FISH wird mit den oben genannten Gewebeschnitten und Sonden durchgefiihrt. Verwen-
det wird das DAKO-FISH-Accessory-Kit.

Zunichst wird die zu untersuchende Stelle markiert. Dafiir wird die Glasoberflache auf der

Riickseite des Objekttriagers mit einem Diamantstift eingeritzt.

Es folgt die Entparaffinierung und weitere Vorbereitung der Schnitte:

Schmelzen des Paraffins bei 80°C im Hybridizer fiir 1 Stunde
Zweimaliges Eintauchen in Xylol fiir jeweils 10 min

96%iger, 80%iger und 70%iger Alkohol fiir jeweils 3 min
Waschpuffer fiir 3 min

Kochen in Pretreatment Buffer fiir 10 min

Waschpuffer fiir 3 min

Nachdem die Schnitte abgetropft sind, erfolgt die Behandlung mittels Pepsin fiir 2 Minuten.

Anschliefsend wird den Schnitten durch eine aufsteigende Ethanolreihe Wasser entzogen:

Bedecken des Gewebes mit einigen Tropfen Pepsin
Erwdrmung der Schnitte auf 37°C im Hybridizer fiir 2 min
Waschpuffer fiir 10 min

70%iger, 80%iger und 96%iger Alkohol fiir jeweils 3 min

Lufttrocknen der Schnitte fiir 15-20 min

Es folgt das Auftragen der Sonden:

Vorbereitung der nicht gebrauchsfertigen Sonden fiir BRCA2, CARD11, MMP9 und
TP53, siehe Tabelle 2.8

Auftragen von 4 nl Sonden-Fertiglosung (EGFR) oder 5,2 nl (BRCA2, CARD11, MMP9)
bzw. 7l (TP53) hergestellter Sondenlésung pro Schnitt

Bedecken der Schnitte mit einem Deckglidschen,Versiegeln mit Fliissigkleber

Der Hybridizer wird mit zwei in bidestilliertes Wasser getriankten Filterstreifen verse-

hen, um ein starkes Austrocknen der Schnitte zu verhindern
Erhitzen der Schnitte im Hybridizer bei 80°C fiir 10 min
Inkubation der Schnitte iiber Nacht (ca. 16 Stunden) bei 37°C
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Tabelle 2.8 — Mengenangaben zur Herstellung der nicht gebrauchsfertigen Sonden, Anga-
ben in pl.

Gen Gen-Sonde | Zentromer-Sonde | Hybmix | bidestilliertes Wasser
BRCA2 1 1 8 /
CARD11 1 1 8 /
MMP9 1 1 8 /
TP53 0,5 0,2 4.4 3,6

Die Proben werden weiterverarbeitet und mit DAPI angefarbt:

Abziehen der Klebeversiegelung und des Deckglédschens

Behandlung der Schnitte in 63°C-warmem Stringency Buffer fiir 25 min
70%iger, 80%iger und 96%iger Alkohol fiir jeweils 3 min

Trocknung der Schnitte fiir 15-20 min

Auftragen von 5 pl Fluorescence Mounting Medium zur Farbung der Nukleinsduren mit
DAPI

Auflegen von Deckglischen, Versiegelung mit farblosem Nagellack

2.6.4 Auswertung der Schnitte

Die Auswertung der FISH-Praparate erfolgt mit dem Bio View-System, das aus dem DUET
System und dem SOLO System besteht. Mit dem DUET System werden automatisiert die
HE- und FISH-Schnitte gescannt. Anschliefend kénnen Bildausschnitte fiir die Analyse aus-
gewihlt werden. Die Auswertung einzelner Zellen erfolgt mit dem SOLO System.

Mit dem Mikroskop des DUET Systems werden zunichst Ubersichtbilder von der DAPI-
Farbung der Schnitte und von allen dazugehorigen HE-Schnitten in 5facher und 10facher
Vergroferung angefertigt. Die zwei zusammengehorigen Schnitte werden anschliefend iiber-
einandergelegt. Dadurch ist es moglich, im HE-Schnitt Bereiche (Field of view, FOV) auszu-
wahlen, deren dazugehérige Bereiche anschlieffend im FISH-Schnitt in 40facher Vergréfserung

gescannt werden. Fiir jede Probe werden zehn FOVs ausgewihlt, gescannt und ausgewertet.

Die Auswertung der einzelnen Zellkerne erfolgt im SOLO System. Pro Probe werden die
Sonden in 20 (fiir EGFR) bzw. 30 (fiir alle anderen Gene) Zellkernen gezahlt. Die zu un-
tersuchenden Zellkerne werden in der DAPI-Einstellung aus den FOV ausgewihlt, dabei
werden die Sonden nicht gesehen. Anschlieffend werden die zuvor ausgewidhlten Zellkerne

mit iiberlagerten Signalen der Sonden betrachtet und die Anzahl der Sonden gezdhlt. Fiir
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jeden Zellkern werden die Signale fiir die Gen- und Zentromersonden einzeln gezdhlt und

dokumentiert.

Die Ergebnisse des CNVPanelizers und der FISH werden anschliefsend verglichen. Verwendet
wird GraphPad Prism. Fiir jede Probe werden alle in der FISH ausgewerteten Zellen ver-
wendet, um die durchschnittliche Anzahl von Gen- sowie Zentromersonden zu bestimmen.
Auferdem wird die Standardabweichung berechnet. Fiir jedes Gen werden anschliefsend die
durchschnittliche Kopienzahl der FISH mit dem Ergebnis des CNVPanelizers verglichen. Die
Ergebnisse des CNVPanelizers werden zuvor mit 2 multipliziert, um die absolute Genanzahl
anstatt der relativen Anderung zu erhalten. Zur statistischen Uberpriifung der beiden Metho-
den werden anschliefsend alle Ergebnis-Punkte der fiinf Gene verglichen. Die Daten-Punkte

werden in einer Graphik dargestellt, es werden R? und der p-Wert berechnet.

2.7 Dreidimensionale Rekonstruktion des Tumors

Ziel der dreidimensionalen Rekonstruktion des Tumors ist die rdumliche Betrachtung der Ver-
teilung der Kopienzahl-Verdnderungen. Zunéchst werden die Tumorproben basierend auf den
Ergebnissen der CNVPanelizer-Analyse hierarchisch geclustert. Die Cluster-Analyse wurde
durchgefiihrt von Dr. Liam Childs. Anschliefsend werden die HE-Schnitte der 17 Gruppen
eingescannt und die jeweils vier Quadranten jedes Schnittes eingezeichnet. Die Ergebnisse
der Cluster-Analyse werden anschliefend auf die 3D-Rekonstruktion iibertragen. Zusatzlich
werden die Kopienzahl-Verdnderungen bestimmter Gene einzeln auf die 3D-Rekonstruktion
iibertragen. Die dreidimensionale Rekonstruktion erfolgte durch Daniel Heim und Frederick

Klauschen.
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2.8 Material-Listen

Maschine

Firma

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems

DynaMag -96 Side Magnet

Life Technologies

Heizofen, Universalschrank

Memmert GmbH

Heizplatte Typ 14801

MEDAX GmbH & Co.KG

HM 340E Electronic Rotary Microtome

Thermo Scientific

Leitz DMRB Durchlicht-Mikroskop

Leica

Ion OneTouch™ 2 Instrument

Life Technologies

Ton OneTouch Enrichment System

Life Technologies

Ion Personal Genome Machine (PGM")

Life Technologies

Schiittelmaschine, Typ REAX 2000

Heidolph

StepOnePlus” Real-Time PCR System

Life Technologies

Thermomixer 5436 Eppendorf
Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf
Zentrifuge Spectrafuge® NeoLab®
Protokoll Firma

Ton PGM"Sequencing 200 Kit v2 User
Guide

Life Technologies

Ton PGM"Template OneTouch 2 200 Kit
User Guide

Life Technologies

Ton AmpliSeqTMLibrary Preparation User
Guide

Life Technologies
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Kit Firma
QIAamp®DNA Mini Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

TagMan®RNaseP  Detection Reagents
Kit

Life Technologies

Ton AmpliSeqTMLibrary Kit 2.0

Life Technologies

Ion Library Quantitation Kit

Life Technologies

Ton PGM " Template OT2 Solutions 200
Kit

Life Technologies

Reagenzien

Firma

AMPure®Xp

Beckman Coulter GmbH

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(2X)

Thermo Scientific

Ready Mix / PCR Master Mix (2X)

Thermo Scientific

DNA-Marker: Gene Ruler 100 bp Ladder
0,5ng/nl

Thermo Scientific

weitere Materialien

Firma

Glasobjekttriager Superfrost Ultra Plus R

Thermo Scientific

Ton 316" Chip

Life Technologies
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3 Ergebnisse

3.1 Einteilung des Tumors

Um moglichst umfassende Sequenzanalysen des Tumors durchfiihren zu kénnen, wird ein
Kolonkarzinom Stadium II (T2NOMO), bestehend aus den Blocken 2 bis 6, in insgesamt
68 Proben unterteilt, siehe Abbildung 3.1, Seite 30. Aus den vorhandenen Schnitten werden
jeweils mehrere hintereinanderliegende zusammengefasst, die gemeinsam eine Gruppe bilden,
siehe Abschnitt 2.1, Seite 10. So ist ausreichend Material fiir die verschiedenen Versuche

verfiigbar.

Eine Gruppe besteht immer aus 19 aufeinanderfolgenden Schnitten mit unterschiedlicher
Dicke:

e 12 * 10 pm fiir die DNA-Isolation
e 1 * 5pm fiir einen Hamatoxylin-Eosin-gefirbten Schnitt (HE-Schnitt)
e 6 * 5um fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Anzahl der Schnitte pro Block héngt von seiner Dicke ab und variiert somit. Es ergeben
sich fiir Block 2 fiinf, Block 3 vier, Block 4 zwei, Block 5 vier und Block 6 zwei der oben
aufgefithrten Gruppen, sodass insgesamt 17 Gruppen fiir den Tumor vorliegen. Jeder der
Schnitte wird in vier Quadranten unterteilt: A, B, C und D (siche Abbildung 3.1 und 3.2).
Auf dem HE-Schnitt einer jeden Gruppe wird dafiir das Tumorgewebe unter einem Lichtmi-
kroskop eingezeichnet. In Abbildung 3.2 ist die Einzeichnung der vier Quadranten auf einem
HE-Schnitt beispielhaft dargestellt.

Alle Schnitte einer Gruppe, die zu einem Quadranten gehoren, bilden eine Probe. Es ergeben
sich aus den 17 Gruppen 68 Tumorproben. Neben den Tumorproben wird zusétzlich gesundes
Gewebe vom Resektionsrand des Tumors verwendet (Block 1), welches als Kontrolle dient. Es

umfasst die Proben 3.1.1 und 3.1.2 und wird in dieser Arbeit als Normalgewebe bezeichnet.
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Abbildung 3.1 - Einteilung des Tumors in 68 Proben. Aus den Blocken 2-6 werden 17
Gruppen gewonnen, die durch Einteilung in Quadranten 68 Proben ergeben. Eine Gruppe
besteht dabei aus 19 Schnitten. Ein Schnitt pro Gruppe wird HE-gefirbt. Die DNA wird
aus zwolf Schnitten gewonnen und anschliefsend sequenziert; die Verifizierung erfolgt mit
Sanger-Sequenzierung. Aus den Sequenzierdaten wird mittels CNVPanelizer eine Analyse
der Kopienzahl der Gene durchgefiihrt; die Verifizierung erfolgt mittels qPCR sowie FISH.
Fiir die FISH konnen pro Gruppe bis zu 6 Schnitte verwendet werden.
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Abbildung 3.2 - HE-Schnitt einer Tumor-Gruppe, die Quadranten A bis D werden unter
einem Lichtmikroskop eingezeichnet.

Benennung der Proben

Die Benennung der Proben gestaltet sich zu deren spéiteren eindeutigen Identifizierung an-
hand der Tumornummer, der Blocknummer, der Gruppe und dem Quadranten. In diesem
Projekt wird ausschlieflich der Tumor 3 verwendet, die Benennung ergibt sich aus dem ur-
spriinglich angedachten Projekt mit drei Tumoren. Block 1 umfasst das Normalgewebe vom
Resektionsrand des Tumors, die Blocke 2 bis 6 umfassen das Tumorgewebe. Die Gruppen
sind aufsteigend nummeriert. Jeder Schnitt wird in die vier Quadranten A, B, C und D ein-
geteilt, siehe auch Abbildung 3.2. So stammt z.B. die Probe 3.2.1A von Tumor 3, Block 2,
Gruppe 1, Quadrant A. Die Gruppen 3.4.2, 3.4.3 sowie 3.6.1 bis 3.6.5 werden aufgrund eines

technischen Fehlers im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert.

3.2 Mutationsanalyse mittels CRC5.2 Panel Sequenzierung

3.2.1 Qualitdtskontrolle der Sequenzierung

Bei jedem Sequenzierlauf wird ein Run Report erstellt, der zeigt, ob ein Lauf technisch gut
funktioniert hat. Ein Sequenzierlauf kann u.a. hinsichtlich Tiefe (Depth), Leseldnge (Read
Length) und verwendeten Ion Sphere Particles (ISPs) beurteilt werden. Die Tiefe beschreibt,
wie hdufig eine Stelle im Genom wihrend der Sequenzierung abgelesen wurde. Die Lese-
lange gibt die Lange der einzelnen abgelesenen DNA-Abschnitte an. Ein DNA-Abschnitt
wird als Amplikon bezeichnet, fiir jedes Amplikon wird ein Primer-Paar bendtigt. Abbil-
dung 3.3 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt des Run Reports fiir die Proben 3.2.4C und
3.6.7D. Dargestellt ist die Beladung des Chips, die Leselinge und der Anteil der verwend-
baren ISPs. Abbildung 3.3(a) zeigt auf der linken Seite farblich kodiert die Beladung des
verwendeten Chips, die bei 89 % liegt. Die mittlere sowie rechte Abbildung stellen dar, dass

insgesamt ca. 3,5 Mio. Leseldufe verwendet werden konnten. Ca. 5,6 Mio. der Vertiefungen
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des Chips sind mit ISPs beladen, von denen 31 % nicht ausgewertet werden konnte, da es
sich um polyklonale ISPs handelt. Weitere 10 % der klonalen ISPs weisen eine zu niedrige
Qualitat auf. Abbildung 3.3(b) zeigt die Leseldngen der beiden Proben, die durchschnittlich
bei 119 Basenpaaren liegt. Die Auswertung aller Run Reports zeigt, dass alle Proben eine
ausreichende Qualitit aufweisen. Die durchschnittliche Tiefe der Proben reicht von 920 bis
2739, der Mittelwert liegt bei 1868. Die durchschnittliche Leseldnge der einzelnen Proben
reicht von 110 bis 122, der Mittelwert liegt bei 118. Die Proben weisen damit hinsichtlich
Tiefe und Leseldnge eine ausreichende Qualitdt auf. Alle untersuchten Proben kénnen somit

in die Auswertung einbezogen werden.

421 M 73 3,515,207
Total Bases Key Signal Total Reads
89% 62%
ISP Loading Usable Reads Addressable Wells 6,350,840
ISP Density ISP Summary '\-’\.*'ith ISPs 5,659,606 89.1%
. Live 5,659,497  100.0%
89% 11% Test Fragment 18,042  00.3%
Loading Fmpty welis Library 5,641,455  99.7%
fricment o Library ISPs 5,641,455
ot e Filtered: Polyclonal 1774815 31.5%
0% Test Filtered: Low Quality 336,560 06.0%
mggz"m ey mimer Filtered: Primer Dimer 14,873 00.3%

Final Library ISPs 3,515,207 62.3%

(a)

119 bp 124 bp 129 bp
Mean Median Mode

Read Length

Read Length Histogram
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nnnnn

yyyyyyyyyyy

Abbildung 3.3 - Run Report der Tumorproben 3.2.4C und 3.6.7D: (a) zeigt in der linken
Abbildung die farblich kodierte Beladung des verwendeten Chips mit ISPs. Die Beladung
betrigt insgesamt 89 %, d.h. 89 % der Vertiefungen des Chips beinhalten ISPs. In der
mittleren und rechten Abbildung wird der Anteil der verwendbaren ISPs aufgezeigt. Der
Chip beinhaltet ca. 6,4 Mio. Vertiefungen, von denen ca. 5,6 Mio. mit ISPs gefiillt sind,
was der Beladung von 89 % entspricht. Von ISPs konnen 31,5 % nicht verwendet werden,
da es sich um polyklonale ISPs handelt. Insgesamt konnen 62,3 % der ISPs in die Auswer-
tung einbezogen werden. (b) zeigt die Leselange der beiden Proben, die durchschnittlich
119 Basenpaare betrigt.
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3.2.2 Auswertung und Visualisierung der Quelldaten

Aus den von der PGM “erstellten Rohdaten werden zuniichst die Quelldaten generiert. Sie
bilden den Ausgangspunkt fiir die Auswertung der Sequenzierdaten. Die Quelldaten werden,

wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, gefiltert und anschliefend visualisiert.

Die Tabelle der Quelldaten umfasst 316 Mutationen in den 68 Tumorproben. Zunéchst wer-
den die 167 intronic mutations und die 55 synonymous mutalions ausgeschlossen. Es ver-

bleiben 71 missense-, 16 frameshift-, sowie 7 stop gain-Mutationen.

Anschliefend werden homopolymere Sequenzen, Mutationen mit einem Abstand von zwei
oder weniger Basen zum Rand des Amplikons sowie Mutationen, die im gesunden Gewebe
vorliegen, ausgeschlossen. Abschliefend werden nur noch die Mutationen eingeschlossen, die

einen Qualitdtswert von > 50 aufweisen.

Nach diesen Filterschritten verbleiben zundchst 14 Mutationen des Tumors. Abbildung 3.4
zeigt die Visualisierung der verbleibenden 14 Mutationen in einer Heatmap. Die Art der
Mutation und das Vorliegen in den jeweiligen Proben ist farblich kodiert: orange fiir frame-
shift-Mutationen, braun fiir missense-Mutationen sowie schwarz fiir stop gain-Mutationen.
Es liegen Mutationen in 12 verschiedenen Genen vor, in APC und HDAC?2 sind jeweils zwei

Mutationen vorhanden.

Die Tabelle 3.1 zeigt die relevanten Informationen iiber die 14 in der Heatmap dargestell-
ten Mutationen. Die Tabelle beinhaltet Informationen iiber das Gen, das Chromosom, die
Aminosaure-Position, die Nukleotid-Position und die Art der Mutation. Die Mutationen

werden anhand des Gens und der Aminosidure-Position benannt (z.B. APC p.1367).

Es zeigt sich, dass die Mutation TP53 p.175 in allen Tumorproben vorkommt, die Mutation
APC p.1367 und NOTCH3 p.1494 in den meisten, wihrend alle anderen Mutationen nur in

einigen und einzelnen Tumorproben vorliegen, siche Abbildung 3.4.

Sechs der in der Abbildung 3.4 dargestellten Mutationen werden im Rahmen meiner Ar-
beit mit Sanger-Sequenzierung verifiziert. Es handelt sich um die folgenden Mutationen:
APC p.1367, ERBB4 p.1268, MCF2 p.596, PIK3CA p.1053, TP53 p.175 sowie WNK3 p.908.
Wie in den Methoden (siehe Abschnitt 2.3, Seite 14) aufgezeigt, wurden einige der 14 in Ab-
bildung 3.4 dargestellten Mutationen schon im Vorfeld meiner Arbeit iiberpriift und als
technische Fehler eingestuft. Sie werden deshalb im Rahmen meiner Arbeit nicht in die Veri-
fizierung eingeschlossen. Dies umfasst die Mutationen ADAM?29 p.800, APC p.1553, ERBB3
p.442, TDAC?2 p.553, LRRK2 p. 1638, NOTCH3 p.1494 sowie TCF7L2 p.458.
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Abbildung 3.4 — Darstellung der verbleibenden 14 Mutationen in einer Heatmap. Auf
der x-Achse sind die Tumorproben, eingeteilt in die Blocke 2 bis 6, dargestellt. Auf der
y-Achse erfolgt die Darstellung der 14 Mutationen in insgesamt 12 Genen. Links sind die
Gene benannt, rechts nach Chromosomen sortiert. Der Effekt der Mutation ist farblich ko-
diert: orange fiir frameshift-Mutationen, braun fiir missense-Mutationen, schwarz fiir stop
gain-Mutationen. Eine Probe ist farblich markiert, wenn die jeweilige Mutation vorliegt
und die Filterkriterien passiert hat.
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Tabelle 3.1 — Informationen zu den Mutationen aus Abbildung 3.4. Alphabetische Rei-
henfolge der Gene; dargestellt sind die Gene, das Chromosom, die Aminosdure-Position,
die Nukleotid-Position sowie die Art der Mutation fiir die gezeigten 14 Mutationen.

Gen Chromosom Aminosdure- Nukleotid- Art der Mutation
Position Position

ADAM29 | 4 800 175899075 missense
APC 5 1367 112175390 stop gain
APC 5 1553 112175951 frameshift
ERBB3 12 442 56487179 missense
ERBB4 2 1268 212248464 frameshift
HDAC2 6 553 114264516 frameshift
HDAC2 6 553 114264517 missense
LRRK2 12 1638 40713874 missense
MCF2 X 596 138697051 missense
NOTCH3 | 19 1494 15285135 missense
PIK3CA 3 1053 178952103 missense
TCF7L2 10 458 114925316 frameshift
TP53 17 175 7578406 missense
WNK3 X 908 54276057 frameshift
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3.2.3 Validierung der Mutationen mittels Sanger-Sequenzierung

APC p.1367

Das Gen APC weist laut den Quelldaten in 59 der 68 Tumorproben eine Mutation an der
Aminoséure-Position p.1367 (Basen-Position 112175390, p.1367) auf. Diese fithrt zu einem
Stop-Kodon im Leserahmen. Im Normalgewebe ist diese Mutation nicht vorhanden. Die
Mutation wird in neun Tumorproben und dem Normalgewebe mittels Sanger-Sequenzierung
iiberpriift. Es werden sowohl Tumorproben, die diese Mutation tragen, als auch solche, die

sie laut Quelldaten nicht tragen, zur Verifizierung ausgewahlt.

Abbildung 3.5 zeigt die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung fiir die zehn untersuchten Pro-
ben. Die Teilabbildung 3.5(a) zeigt die Sequenz fiir das Normalgewebe. An der fraglichen
Position 1367 befindet sich die Base Guanin. Die Teilabbildungen 3.5(b) bis 3.5(j) zeigen die
Sanger-Sequenzierung der 9 Tumorproben. Alle Tumorproben weisen an der zu untersuchen-

den Stelle einen G>A Austausch auf, der mit einem orangenen Kreis markiert ist.

Die Betrachtung der Mutation mittels Golden Helix GenomeBrowse®gibt Aufschluss iiber
die Rohdaten der Sequenzierung. Es zeigt sich, dass die Tiefe des gesamten APC-Amplikons
sehr niedrig ausfillt. Damit hebt sich die Tiefe dieses Amplikons deutlich von der durch-
schnittlichen Tiefe der gesamten Arbeit ab, die bei 1868 liegt. Abbildung 3.6 zeigt beispiel-
haft die Tiefe verschiedener APC-Amplikons fiir die Probe 3.2.1C. Die Mutation APC p.1367
ist mit einer vertikalen gestrichelten Linie markiert und liegt innerhalb eines Amplikons mit
einer vergleichsweise sehr geringen Tiefe. Die Abbildung 3.7 zeigt die Tiefen an der Stelle
der Mutation APC p.1367 fiir die Proben 3.1.1, 3.2.1C und 3.2.3C. Die Tiefen liegen bei 47,

69 bzw. 15 und fallen damit sehr gering aus.

Die Mutation APC p.1367 ist in allen mittels Sanger-Sequenzierung untersuchten Tumorpro-
ben vorhanden. Einige der Tumorproben haben aufgrund einer zu geringen Tiefe an der Stel-
le der Mutation die Qualitétskriterien beim Filtern nicht passiert. Es ist davon auszugehen,
dass die Mutation ebenfalls in allen nicht untersuchten Tumorproben und somit homogen

im Tumor verteilt vorliegt.
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70 80 70 80
TGGGTGTCT@AG(;ACCAC TGGGTGTCT@AGCACCAC

(a) 3.1.1 (Normalgewebe) (b) 3.2.1C
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TGGGTGTCT@AGCACCAC TGGGTGTCT@AGCACCAC
(c) 3.2.3C (d) 3.3.1A

sopaldonpetancnnas  ANANNNNNGOANSNINNL

70 80 70 80
TGGGTGTCT@AGCACCAC T GGGT GTCT@AGCACCAC

(e) 3.4.4B (f) 3.5.1D

VVAVVINAN VPV SV VYN NA VIV ALV VPV SV VNN

70 80 70 80
TGGGTGTCT@AGCACCAC T GGGTGTCTIAAAGCACCATC
() 3.5.3D (h) 3.5.4B

70 80 70 80
TGGGTGTCT@AGCACCAC TGGGTGTCT@AGCACCAC
(i) 3.6.6B (j) 3.6.7D

Abbildung 3.5 — Sanger-Ergebnisse fiir die Mutation APC p.1367. (a) zeigt das Normal-
gewebe, (b) — (j) die 9 untersuchten Tumorproben. Es ist jeweils der Riickwértsstrang dar-
gestellt, die Stelle der Mutation APC p.1367 ist mit einem orangenen Kreis markiert. Das
Normalgewebe zeigt an der fraglichen Stelle keine Verdnderung, bei allen Tumorproben
kommt es zu einem Austausch von G>A.
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Abbildung 3.6 — Tiefen verschiedener Amplikons von APC fiir die Probe 3.2.1C. Die
Rohdaten der Sequenzierung sind in Golden Helix GenomeBrowse® visualisiert. Die verti-
kale gestrichelte Linie markiert die Mutation APC p.1367. Die Tiefen der APC-Amplikons
fallen sehr unterschiedlich aus und reichen bis ca. 4500. Die Mutation APC p.1367 liegt in
einem Amplikon mit einer vergleichsweise sehr geringen Tiefe.
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Abbildung 3.7 — Darstellung der Basensequenz um die Mutation APC p.1367 fiir die
Proben 3.1.1, 3.2.1C und 3.2.3C. Die Rohdaten der Sequenzierung sind in Golden Helix
GenomeBrowse® visualisiert. Dargestellt sind die Vorwirtsstringe. Die vertikale gestri-
chelte Linie markiert die Stelle der Mutation. Es zeigt sich fiir die beiden Tumorproben
3.2.1C und 3.2.3C ein Austausch C>T an der fraglichen Stelle. Das Normalgewebe (Pro-
be 3.1.1) zeigt diesen Austausch nicht. Ebenfalls dargestellt ist die Tiefe der einzelnen Se-
quenzierldufe, siehe linke Legende. Die Tiefe liegt bei den drei Proben bei 47, 69 bzw. 15
und fillt damit gering aus.
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TP53 p.175

In allen Tumorproben wurde eine Mutation im Gen TP53 gefunden. Es handelt sich um
eine missense-Mutation, bei der es zu einem Austausch der Aminoséure 175 kommt (Basen-
Position 54276057, p.175). Die Quelldaten zeigen gute Qualitdtswerte in allen Proben.

Zur Uberpriifung der Mutation werden das Normalgewebe und drei Tumorproben mit der
Sanger-Sequenzierung analysiert. In Abbildung 3.8 sind die Sanger-Sequenzen fiir das Nor-
malgewebe und die Tumorproben 3.3.2C, 3.3.3A und 3.5.1B dargestellt. Die Sequenz des
Normalgewebes weist keine Verdnderungen auf. In den Tumorproben zeigt sich an ein G>A
Austausch. Die Mutation TP53 p.175 wird somit durch die Sanger-Sequenzierung besté-
tigt.

Aoy AR

100

TGTGAGGC@CTGCCCCCA TGTGAGGC cTeccccca
(a) 3.1.1 (Normalgewebe) (b) 3.3.2C
90 90 100
TGTGAGGCOCTGCCCCCA TGTGAGGC(A)CTGCCCCCA
() 3.3.3A (d) 3.5.1B

Abbildung 3.8 — Sanger-Ergebnisse fiir die Mutation TP53 p.175. (a) zeigt das Normal-
gewebe, (b) — (d) die Tumorproben 3.3.2C, 3.3.3A und 3.5.1B. Es ist jeweils der Riick-
wirtsstrang dargestellt, die Stelle der Mutation TP53 p.175 ist mit einem orangenen Kreis
markiert. Das Normalgewebe zeigt an der fraglichen Stelle keine Verdnderung, bei allen
Tumorproben kommt es zu einem Austausch von G>A.
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Mutationen in den Genen ERBB4 p.1268, MCF2 p.596, PIK3CA p.1053 sowie
WNK3 p.908 kénnen durch Sanger-Sequenzierung nicht validiert werden

Vier weitere der mit PGM detektierten Mutationen werden mittels Sanger-Sequenzierung
iiberpriift. Es werden die Mutationen ERBB4 p.1268, MCF2 p.596, PIK3CA p.1053 sowie
WNK3 p.908 untersucht, fiir weitere Informationen {iber die Mutationen siehe Tabelle 3.1,
Seite 35. Keine der fraglichen Mutationen bestétigt sich in der Sanger-Sequenzierung. In
Abbildung 3.9 sind die PGM"-Ergebnisse und vergleichend die Sanger-Ergebnisse fiir jeweils
eine Tumorprobe pro Mutation dargestellt. Die Darstellung der PGM " -Ergebnisse erfolgt
mittels Golden Helix GenomeBrowse®. Abbildung 3.9(a) zeigt die Probe 3.5.3A fiir die
Mutation ERBB4 p.1268. Das PGM"-Ergebnis zeigt eine Deletion der Base Adenosin (in
pink) sowie einen Austausch zu Thymin (in blau). Dies kann in der Sanger-Sequenzierung
nicht bestétigt werden, es liegt ausschlieflich die Base Adenosin vor. Abbildung 3.9(b) zeigt
die Probe 3.5.3A fiir die Mutation MCF2 p.596. Das PGM"-Ergebnis zeigt eine Deletion
der Base Adenosin (in pink) sowie einen Austausch zu Guanin (in griin). Dies kann in der
Sanger-Sequenzierung ebenfalls nicht bestétigt werden, es liegt ausschlieflich die Base Ade-
nosin vor. Abbildung 3.9(c) zeigt die Probe 3.3.2D fiir die Mutation PIK3CA p.1053. Das
PGM"-Ergebnis zeigt eine Deletion der Base Adenosin (in pink) sowie einen Austausch zu
Cytosin (in gelb). Die Sanger-Sequenzierung kann diesen Austausch nicht bestétigen. Abbil-
dung 3.9(d) zeigt die Probe 3.5.3A fiir die Mutation WNK3 p.809. Das PGM"-Ergebnis zeigt
eine Deletion der Base Thymin (in pink). Die Sanger-Sequenzierung kann diese Deletion eben-
falls nicht bestiitigen. Es kann somit keine der hier untersuchten, mittels PGM" detektierten
Mutationen in der Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Alle untersuchten Mutationen

betreffen die erste Base innerhalb einer homopolymeren Sequenz.
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ERBB4 p.1268 MCF2 p.596
TGTTTATéSAAAATA TAGATG@AAAAAATG
(a) 3.5.3A (b) 3.5.3A
PIK3CA p.1053 WNK3 p.809

IACAACAAA « + o]

30 40 r 1.1 1. 1 1T 1 1§ © 1 111
ACAAC®AAAATG G TTACTTGTG(‘IE)TTTT
(c) 3.3.2D (d) 3.5.3A

Abbildung 3.9 — Vergleichende Darstellung der PGM"- und Sanger-Ergebnisse fiir die
Mutationen ERBB4 p.1268, MCF2 p.596, PIK3CA p.1053 und WNK3 p.908. Es ist jeweils
eine Probe pro Mutation dargestellt. Oben in jeder Teilabbildung findet sich die Rohdaten
der PGM"-Ergebnisse, visualisiert in Golden Helix GenomeBrowse®. Die sequenzierten
Basen, die der Vergleichssequenz entsprechen, sind grau dargestellt, Deletionen einer Base
in pink, sowie der Austausch einer Base zu Adenosin in rot, zu Thymin in blau, zu Guanin
in griin und zu Cytosin in gelb. Unten in jeder Teilabbildung ist die dazugehorige Sequenz
in der Sanger-Sequenzierung dargestellt. Die zu untersuchende Base ist mit einem oran-
genen Kreis umrandet. Es ist fiir alle Proben der Vorwartsstrang gezeigt. In der Sanger-
Sequenzierung zeigt sich fiir die vier untersuchten Proben keine Mutation, es liegt jeweils
ausschlieklich die Vergleichssequenz vor.
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung

Durch die Sanger-Sequenzierung kann gezeigt werden, dass in dem Tumor von den untersuch-
ten Mutationen nur die Mutationen APC p.1367 und TP53 p.175 vorliegen. Die Tabelle 3.2
zeigt die Ergebnisse aller mit Sanger-Sequenzierung verifizierten Mutationen auf. Die Mu-
tationen APC p.1367 und TP53 p.175 bestétigen sich in allen untersuchten Tumorproben,
jedoch nicht im Normalgewebe. Die weiteren vier Mutationen konnten weder im Normalge-

webe noch in den Tumorproben nachgewiesen werden.

Tabelle 3.2 - Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung.
Bestatigte Mutationen sind mit einem =+ dargestellt, nicht bestétigte mit einem e.
3.1.1: Normalgewebe, 3.2.1C - 3.6.7D: Tumorproben.

Probe:

Mutation:

APC
p.1367

ERBB4
p-1268

MCF2
p-996

PIK3CA
p.1053

TP53
p-175

WNK3
p-908

3.1.1

3.2.1C +
3.2.3C +
3.2.4C °
3.2.5A °
3.2.5B °
3.3.1A +
3.3.1D °
3.3.2C +
3.3.2D °
3.3.3A -+ °
3.3.4B °
3.4.4B +
3.4.4C °
3.5.1A °
3.5.1B ° +
3.5.1D +
3.5.2C °
3.5.2D °
3.5.3A ° ° °
3.5.3C °
3.5.3D +
3.5.4B
3.6.6B +
3.6.6C °
3.6.6D °
3.6.7C °
3.6.7D +

+
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3.3 Verdnderung der Kopienzahlen

3.3.1 Ergebnisse der Analyse mittels CNVPanelizer

Da in Tumoren nicht nur Mutationen, sondern auch Verédnderungen der Kopienzahlen vorlie-
gen konnen, werden diese zusétzlich untersucht. Die Analyse der Kopienzahlen erfolgt mittels
CNVPanelizer. Als Ergebnis dieser Analyse liegen in den Quelldaten Werte vor, die die Ko-
pienzahl eines Gens relativ zu dem Referenzgewebe beschreiben. Dabei zeigen Werte < 1,
dass das ausgewihlte Gen weniger hiufig als im Referenzgewebe, also vermindert vorliegt.

Werte > 1 zeigen, dass das Gen haufiger als in der Referenzprobe, also vermehrt, vorliegt.

Die Quelldaten werden anhand der in den Methoden aufgezeigten Methode ausgewertet,
siehe Abschnitt 2.4, Seite 18. Abbildung 3.10 visualisiert die Kopienzahl-Veréinderungen der
dabei verbleibenden 62 Gene in einer Heatmap. Auf der x-Achse sind die 68 Tumorproben
aufgezeigt, auf der y-Achse die 62 Gene, die die angewendeten Kriterien erfiillt haben. Die Tu-
morproben sind anhand der Blécke (Blocks, Leiste oben), die Gene anhand der Chromosomen
(Chromosomes, Leiste rechts) sortiert. Im oberen Teil der Abbildung ist zunéchst die Vertei-
lung der beiden zuvor mittels Sanger-Sequenzierung bestitigten Mutationen dargestellt. Die
Mutation TP53 p.175 ist griin (missense variant), die Mutation APC p.1367 orange (stop
gain) markiert. Der untere Teil der Abbildung umfasst die Kopienzahl-Verdnderungen der
68 Tumorproben. Fiir eine bessere Ubersicht sind nur die fiir diese Arbeit relevanten Ge-
ne beschriftet. Die Kopienzahl-Verdnderungen (Copy Number Variation, CNV) sind farblich
kodiert dargestellt. Die Skala auf der rechten Seite zeigt, dass Werte > 1 rot und Werte <
1 blau dargestellt sind. Rote Felder stellen somit eine Vermehrung (Amplifikation), blaue
Felder eine Verminderung (Deletion) der Genabschnitte im Vergleich zu der Referenzprobe
dar. Je stirker die Intensitidt der Farbe, desto stirker die Amplifikation bzw. Deletion des
Gens. Die Gene EGFR, GNAS und EDEM2 liegen in allen Proben amplifiziert vor, MMP9
in den meisten und BRCA2 sowie CARD11 in einem Teil der Proben. Es liegen u.a. die
Gene APC, MAP2K4, TP53 sowie SMAD4 vermindert vor; bei diesen Genen ist nur ein
Teil der Tumorproben betroffen. Es zeigt sich aufkerdem, dass in bestimmten Chromosomen
vermehrte Amplifikationen bzw. Deletionen vorliegen. So liegen in den Chromosomen 7, 8,
13 und 20 mehrere Gene mit Amplifikationen vor, in den Chromosomen 17 und 18 vermehrt

Gene mit Deletionen.
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Abbildung 3.10 — Darstellung der Verteilung von Mutationen und Kopienzahl-
Verdnderungen in den 68 Proben des untersuchten Tumors. Auf der x-Achse sind die 68
Tumorproben dargestellt, sortiert anhand der Blocke (Blocks, Leiste oben).

Im oberen Teil der Abbildung sind die beiden mittels Sanger-Sequenzierung bestétigten
Mutationen aufgezeigt. In griin ist die missense-Mutation von TP53 p.175 dargestellt, in
orange die stop gain-Mutation von APC p.1367.

Der untere Teil der Abbildung zeigt die Kopienzahl-Verdnderungen relativ zum Referenz-
gewebe. Auf der y-Achse sind die 62 Gene mit Kopienzahl-Verdnderungen dargestellt; die
Gene sind anhand der Chromosomen sortiert (Chromosomes, Leiste rechts). Die Farbe ko-
diert die Veranderung: weif: keine signifikante Veranderung, blau: Deletion, rot: Amplifi-
kation. Die Intensitit der Farbe spiegelt die Hohe der Deletion bzw. Amplifikation wider.
Von den 62 dargestellten Genen sind die 11 fiir diese Arbeit relevanten Gene beschriftet.
Abbildung &hnlich veréffentlicht in [51].
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3.3.2 Verifizierung der Kopienzahl-Veranderungen mittels qPCR

Bei der Analyse von Kopienzahl-Verdnderungen mittels CNVPanelizer handelt es sich um
eine neue, bisher wenig erprobte Methode. Die sequenzierte DNA ist auferdem aufgrund
von Vervielfaltigungsschritten nicht proportional zur eingesetzten DNA. Die Verifizierung
der Ergebnisse des CNVPanelizers erfolgt zunédchst mittels qPCR. Die zuvor dargestellten
Kopienzahl-Veranderungen der Gene APC, EDEM2, GNAS, MAP2K4, MMP9, SMAD4,
SOX9 und TP53 werden dabei im Vergleich zum Normalgewebe (Probe 3.1.2) iiberpriift.
Fiir jedes der acht Gene werden vier Tumorproben analysiert. Wenn moglich, wurde die
qPCR mit zwei Primer-Paaren pro Gen durchgefiihrt (dies trifft zu fiir die Gene APC, GNAS,
MAP2K4, SMAD4 und TP53). Fiir EDEM2, MMP9 und SOX9 war dies aufgrund technischer
Probleme nicht moglich, sodass fiir diese Gene jeweils nur ein Primer-Paar verwendet wurde.
Die Primer sind so gewahlt, dass sie nicht identisch sind zu denen, die fiir die Sequenzierung

mittels PGM verwendet wurden.

Sowohl die Ergebnisse des CNVPanelizers als auch der qPCR beschreiben zunéchst relative
Verdnderungen im Vergleich zum gesunden Referenzgewebe. Es wird angenommen, dass
die Kopienzahl des Normalgewebes n—=2 betrigt. Die Ergebnisse des CNVPanelizers und
der qPCR werden mit 2 multipliziert um sie als absolute Kopienzahlen darzustellen. Die
Abbildung 3.11 zeigt die Ergebnisse fiir die acht untersuchten Gene. Dabei werden jeweils
die Ergebnisse des CNVPanelizers und der qPCR miteinander verglichen.

Die Abbildung 3.11 zeigt, dass die Kopienzahlen von APC fiir alle vier Proben sowohl in
der Analyse mittels CNVPanelizer als auch mittels gPCR vermindert sind. Fiir die Proben
3.2.2D, 3.4.4B, 3.5.1A und 3.5.4C kann die qPCR somit die Ergebnisse der Analyse mittels
CNVPanelizer bestétigen. Die absoluten Werte der beiden Methoden dhneln sich und die
Standardabweichung der qPCR ist dabei gering.

Die Abbildung zeigt weiterhin die vergleichende Darstellung der Amplifikation von EDEM?2
sowie GNAS. Fiir drei der Proben unterscheiden sich dabei die Werte der beiden Methoden.
So betrigt bei der Analyse von EDEM?2 fiir die Probe 3.5.4C die Kopienzahl 4,3 bzw. 7.4
(Analyse mittels CNVPanelizer bzw. qPCR). Bei der Analyse von GNAS zeigt die Probe
3.2.3A eine Kopienzahl von 5,1 bzw. 3,1 bzw. 3,5 und die Probe 3.4.4C eine Kopienzahl
von 6,2 bzw. 3,5 bzw. 4,2 (Analyse mittels CNVPanelizer bzw. qPCR, Primer-Paar 1 bzw.
qPCR, Primer-Paar 2). Fiir die Proben 3.2.3D, 3.3.4A und 3.5.1D von EDEM2 sowie die
Proben 3.2.5C und 3.4.4.A von GNAS zeigen beide Methoden sehr dhnliche Ergebnisse und
die Analyse des CNVPanelizers kann durch die qPCR bestétigt werden.

Fiir die Gene MAP2K4 und SMAD4 kann die qPCR eine Verminderung der Kopienzahlen
bestitigen. Die Werte der einzelnen Proben unterscheiden sich beim Vergleich der beiden
Methoden jedoch grofitenteils. Fiir die Proben 3.2.2B, 3.3.4C und 3.4.4D fallen fiir beide
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Gene die Kopienzahlen der qPCR deutlich geringer aus als die des CNVPanelizers. Allein
fiir die Probe 3.6.7C liefern beide Methoden sowohl bei der Analyse von MAP2K4 als auch
von SMAD4 shnliche Ergebnisse.

Fiir MMP9 kann mittels der qPCR eine Vervielfiltigung des Gens bestéitigt werden. Zwei
der vier Proben (3.2.3A und 3.5.4D) zeigen sehr dhnliche Kopienzahlen, bei den weiteren
zwei Proben (3.2.5C und 3.4.4A) unterscheiden sich die beiden Methoden hinsichtlich der
Hohe der Kopienzahlen. So liegen fiir die Probe 3.2.5C Werte von 2,7 bzw. 4,0 und fiir die
Probe 3.4.4A Werte von 2,5 bzw. 3,5 vor (Analyse mittels CNVPanelizer bzw. qPCR).

In der Abbildung ist weiterhin dargestellt, dass die qPCR fiir drei der vier Proben von SOX9
die Analyse mittels CNVPanelizer bestatigt. In den Proben 3.2.5C, 3.4.4A und 3.5.4D liegt
eine Vervielfialtigung des Gens vor, die mit beiden Methoden gezeigt werden kann. 3.2.3A ist
die einzige aller sowohl mittels CNVPanelizer als auch mittels qPCR untersuchten Proben,
bei der die beiden Methoden unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich einer Vervielféltigung
bzw. Verminderung des Gens liefern. Der CNVPanelizer zeigt hier eine Vervielfaltigung (Ko-

pienzahl von 2,8), die qPCR eine Verminderung (Kopienzahl 1,5) des Gens.

Im Gen TP53 liegt eine Verminderung der Kopienzahlen vor. Fiir die Probe 3.2.2B zeigt sich
ein Unterschied der Kopienzahlen von 1,8 bzw. 1,0 bzw. 0,9 (Analyse mittels CNVPanelizer
bzw. qPCR, Primer-Paar 1 bzw. qPCR, Primer-Paar 2). Fiir die Proben 3.3.4C, 3.4.4D
und 3.6.7C liefern beide Methoden dhnliche Ergebnisse und die qPCR kann die Analyse des
CNVPanelizers bestétigen.

Da fiir alle Gene jede Probe nur einmal untersucht wurde, werden die Ergebnisse der acht
Gene anschliefend zusammengefasst betrachtet. In Abbildung 3.12 sind alle Ergebnisse der
gPCR im Vergleich mit denen des CNVPanelizers darstellt. Das Ergebnis jeder Probe ist
dabei als Punkt in der Abbildung dargestellt. Die x-Achse zeigt die absolute Kopienzahl
der Analyse mittels CNVPanelizer an, die y-Achse die absolute Kopienzahl der qPCR. Es
zeigt sich eine signifikante Korrelation der beiden Methoden, der R2-Wert betrigt 0,73, der
P-Wert betragt < 0,0001. Die Analyse mittels CNVPanelizer wird somit weitgehend durch
die qPCR bestatigt.
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Abbildung 3.11 — Vergleichende Darstellung der CNVPanelizer- und qPCR-Ergebnisse
fiir die Gene APC, EDEM2, GNA, MAP2K4, MMP9, SMAD4, SOX9 und TP53. Jedes
der acht einzelnen Diagramme zeigt auf der y-Achse die absolute Kopienzahl und auf der
x-Achse die jeweils vier untersuchten Proben. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse
des CNVPanelizers, die grauen die der qPCR, (hellgrau fiir das Primer-Paar 1, dunkelgrau
fiir das Primer-Paar 2). Fiir die qPCR ist aukerdem die Standardabweichung angegeben.
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Vergleich der CNVPanelizer-
und der gPCR-Ergebnisse

R2=0,74, P < 0,0001

CNVPanelizer

Abbildung 3.12 — Vergleich der absoluten Kopienzahlen der Analyse mittels CNVPane-
lizer und mittels qPCR. Aufgetragen sind die 52 Datenpunkte, es wurden fiir acht Gene
jeweils vier Tumorproben mittels qPCR (mit einem bzw. zwei Primer-Paaren) untersucht.
Die x-Achse zeigt die absolute Kopienzahl der Analyse mittels CNVPanelizer an, die y-
Achse die absolute Kopienzahl der qPCR.
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3.3.3 Verifizierung der Kopienzahl-Veranderungen mittels FISH

Die Kopienzahl-Verinderungen werden zusétzlich mittels FISH, einer PCR-Amplifikation-
unabhéngigen Methode, verifiziert. FISH basiert darauf, die absolute Anzahl eines Gens pro
Zellkern zu detektieren. Die Ergebnisse des CNVPanelizers werden deshalb wie zuvor mit 2
multipliziert, damit die Ergebnisse mit denen der FISH vergleichbar sind. Es wurden jeweils
13 bis 18 Proben der Gene BRCA2, CARDI11, EGFR, MMP9 und TP53 untersucht. Die
Auswahl der Gene und Proben wird in den Methoden in Abschnitt 2.6, Seite 22 erldutert.
Im Folgenden sind die Ergebnisse der FISH fiir die fiinf untersuchten Gene dargestellt. Die
Hoéhe der Kopienzahlen der FISH werden damit mit denen der Analyse mittels CN'VPanelizer

verglichen.

ErhGhte Kopienzahlen fiir das EGFR-Gen

Fiir das Gen EGFR wurden in der FISH jeweils 20 Zellkerne von 13 Proben untersucht. In
Abbildung 3.13 sind die Ergebnisse des CNVPanelizers im Vergleich zu den Ergebnissen der
FISH fiir die 12 Tumorproben und das Normalgewebe dargestellt. Das Normalgewebe zeigt
bei beiden Methoden eine Kopienzahl von 2. Bei allen Tumorproben liegt eine Vervielfilti-
gung von EGFR vor. Die Kopienzahlen variieren in der FISH fiir die Tumorproben von 2,5
bis 4,2 und entsprechen denen des CNVPanelizers. Die mit dem CNVPanelizer detektierten
Amplifikation von EGFR wird somit mittels FISH bestétigt.

Die Kopienzahlen der einzelnen untersuchten Zellkerne unterscheiden sich in den untersuch-
ten Proben unterschiedlich stark. Abbildung 3.14 zeigt die Verteilung der Kopienzahlen in-
nerhalb der einzelnen Proben. Im Normalgewebe liegen hauptséichlich zwei Kopien, in drei
Zellkernen drei Kopien des Gens vor. Die Anzahl der EGFR-Gene variiert in den Tumorpro-
ben unterschiedlich stark. Die meisten Proben zeigen eine Anzahl von 2 bis 6 Kopien. Einige
der Proben zeigen eine hohere Anzahl und starke Heterogenitéit innerhalb der Proben. So
reichen bei der Probe 3.3.4A die Kopienzahlen von 1 bis 8, bei der Probe 3.5.4B von 2 bis
11 und bei der Probe 3.5.4C von 1 bis 8 Kopien.

Beispielhaft sind zwei Bilder der FISH fiir Zellkerne der Proben 3.2.5A und 3.2.5C gezeigt,
siehe Abbildung 3.15. Die Zellkerne sind mittels DAPI blau angefirbt. Die Sonde fiir das
EGFR-Gen ist rot, die Sonde fiir das Zentromer 7 ist griin. Die Anzahl des EGFR-Gens
liegt bei drei bzw. fiinf Kopien. Die Aufnahmen zeigen, dass die Zentromersonde ebenfalls
vermehrt vorliegt. In Abbildung 3.16 sind die Werte der EGFR- und Zentromer-Sonden fiir
alle Proben dargestellt. Es zeigt sich, dass in allen Proben jeweils beide Sonden simultan

vermehrt vorliegen.

—49 —



3 Ergebnisse

Vergleich der CNVPanelizer-
und der FISH-Ergebnisse fir EGFR
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Abbildung 3.13 — Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Analyse mittels FISH
und mittels CNVPanelizer fiir das EGFR-Gen. Es wurden 12 Tumorproben und das Nor-
malgewebe analysiert. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Analyse mittels
CNVPanelizer, die grauen Balken die Ergebnisse der FISH. Fiir die FISH wurden 20 Zellen
pro Probe gezdhlt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Abbildung 3.14 — Verteilung der Kopienzahlen der FISH-Ergebnisse fiir EGFR. Unter-
sucht wurden das Normalgewebe und 12 Tumorproben. Es sind alle in der FISH gezéhlten
EGFR-Gene dargestellt. Im Normalgewebe liegt die Kopienzahl in 17 von 20 Zellen bei 2,

in den drei weiteren Zellen bei 3. In den Tumorproben variiert die Kopienzahl von 1 bis 11
und zeigt zum Teil starke Heterogenitét.
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(a) Tumorprobe 3.2.5A (b) Tumorprobe 3.2.5C

Abbildung 3.15 — Darstellung der EGFR~ und Zentromer-Sonden zweier Tumorzellen.
Blau: DAPI (Farbung der Zellkerne); rot: EGFR-Gen; griin: Zentromer von Chromosom
7 (Vysis CEP 7); (a) zeigt die Tumorprobe 3.2.5A mit drei EGFR- und drei Zentromer-
Sonden; (b) zeigt die Tumorprobe 3.2.5C mit fiinf EGFR- und vier Zentromer-Sonden.
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Abbildung 3.16 — Durchschnittliche Anzahl der EGFR- und Zentromer-Sonden fiir die

13 untersuchten Proben. Beide Sonden liegen fiir alle Proben jeweils gleich hdufig vor. Das
Normalgewebe zeigt eine Anzahl von 2, die Tumorproben variieren von 2,4 bis 4,2 Sonden.

—5] —



3 Ergebnisse

CARD11 weist Heterogenitat innerhalb der Tumorproben auf

Das CARD11-Gen liegt in einigen, aber nicht allen Tumorproben vermehrt vor. Dies geht
aus den Daten des CNVPanelizers hervor, siche Abbildung 3.10. In der FISH konnte diese
Beobachtung jedoch nicht bestétigt werden. Abbildung 3.17 zeigt fiir die untersuchten 14
Tumorproben und das Normalgewebe die FErgebnisse des CNVPanelizers und der FISH im
Vergleich. Das Normalgewebe weist mit beiden Methoden eine Kopienzahl von 2 auf. Die
Tumorproben zeigen bei der Analyse mittels FISH Werte von 1,8 bis 2,4. Bei der Analyse
mittels CNVPanelizer wurden hingegen Werte von 1,8 bis 3,1 gezeigt. Bei Betrachtung der
FISH-Ergebnisse auf Zellebene fillt auf, dass die Kopienzahlen in den Tumorproben stark
variieren, dadurch ergibt sich die hohe Standardabweichung fiir die Tumorproben. In Ab-
bildung 3.18 ist die Verteilung der Kopienzahlen der jeweils 30 ausgewerteten Zellkerne fiir
das Normalgewebe und die 14 Tumorproben dargestellt. Im Normalgewebe liegen in den 30
Zellkernen bis auf eine Ausnahme zwei Kopien von CARD11 vor. Die Kopienzahlen in den
Tumorproben streuen stark. Hauptséchlich liegen in den Tumorproben ein bis drei Kopien
von CARDI11 vor. In den Proben 3.4.1C, 3.4.1D und 3.5.4C reicht die Spannbreite bis 4
Kopien, in der Probe 3.2.3A bis 5 Kopien sowie in den Proben 3.2.1D und 3.4.1A bis 6
Kopien.

Die Abbildung 3.19 zeigt beispielhaft Aufnahmen der FISH von den Tumorproben 3.2.1C
und 3.2.4C. Die Zellkerne sind mittels DAPT blau angefarbt. Die Sonde fiir das CARD11-Gen
ist rot, die Sonde fiir das Zentromer 7 ist griin. Es zeigt sich, dass sowohl das untersuchte
Gen, also auch das Zentromer mit der gleichen Héufigkeit vorliegen. In Abbildung 3.20 ist
die Anzahl der CARD11- und Zentromer-Sonden fiir alle untersuchten Proben dargestellt.
Das CARD11-Gen und das Zentromer liegen in allen Proben mit einer Anzahl von ungefahr
2 vor, die Werte reichen von 1,6 bis 2,3. Obwohl sich Heterogenitét innerhalb der einzelnen
Tumorproben gezeigt hat, liegt im Durchschnitt weder das CARD11-Gen noch das Zentromer

von Chromosom 7 vervielfiltigt vor.
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Vergleich der CNVPanelizer-
und der FISH-Ergebnisse fir CARD11
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Abbildung 3.17 — Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Analyse mittels FISH
und mittels CNVPanelizer fiir das CARD11-Gen. Es wurden das Normalgewebe und 14
Tumorproben analysiert. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Analyse mittels

CNVPanelizer, die grauen Balken die Ergebnisse der FISH. Fiir die FISH wurden 30 Zellen
pro Probe gezahlt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Abbildung 3.18 — Verteilung der Kopienzahlen des Normalgewebes und der 14 Tumor-
proben fiir CARD11. Es sind alle in der FISH gezdhlten CARD11-Gene dargestellt. Im

Normalgewebe liegt die Kopienzahl bis auf eine Ausnahme bei 2 Kopien. In den Tumorpro-
ben zeigt die Kopienzahl Werte von 0 bis 6 Kopien.
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(a) Tumorprobe 3.2.1C

(b) Tumorprobe 3.2.4C

Abbildung 3.19 — Darstellung der CARD11- und Zentromer-Sonden zweier Tumorzellen.
Blau: DAPI (Farbung der Zellkerne); rot: CARD11-Gen; griin: Zentromer von Chromo-
som 7 (CEN 7). (a) zeigt die Tumorprobe 3.2.1C mit drei CARD11- und drei Zentromer-
Sonden; (b) zeigt die Tumorprobe 3.2.4C mit vier CARD11- und vier Zentromer-Sonden.

Anzahl der CARD11- und Zentromer-Sonden
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Abbildung 3.20 — Durchschnittliche Anzahl der CARD11- und Zentromer-Sonden fiir die
15 untersuchten Proben. Im Normalgewebe liegt die CARD11-Sonde mit einer Anzahl von
2,0 sowie die Zentromer-Sonde mit einer Anzahl von 1,9 vor. In den Tumorproben reicht
die Anzahl der CARD11-Sonden von 1,8 bis 2,4 sowie die der Zentromer-Sonden von 1,6

bis 2,4.
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Das TP53-Gen zeigt in allen untersuchten Tumorproben eine Deletion

Fiir das Gen TP53 wird mit der FISH in allen Tumorproben eine Kopienzahl von 1 de-
tektiert, fiir das Normalgewebe liegt eine Kopienzahl von 2 vor. Die ermittelte Kopienzahl
der Tumorproben stimmt dabei nicht mit den Ergebnissen des CNVPanelizers iiberein. Wie
aus der Abbildung 3.10 hervorgeht, wurde die Deletion mittels CNVPanelizer nur in eini-
gen der Tumorproben detektiert. In Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse des CNVPanelizers
und der FISH im Vergleich dargestellt. Die Analyse mittels CNVPanelizer zeigt fiir die hier
dargestellten Tumorproben Kopienzahlen von 0,8 bis 1,8 Kopien. Die Analyse mittels FISH
weist jedoch fiir alle {iberpriiften Tumorproben eine Deletion vom TP53-Gen nach. In den
Proben ist jeweils nur eine Kopie des Gens vorhanden. In Abbildung 3.22 ist die Verteilung
der Kopienzahlen der jeweils 30 ausgewerteten Zellkerne fiir das Normalgewebe und die 17
Tumorproben dargestellt. Im Normalgewebe liegt in allen untersuchten Zellkernen eine Ko-
pienzahl von 2 vor. In den Tumorproben liegt das TP53-Gen bis auf vereinzelte Ausnahmen
mit einer Kopienzahl von 1 vor. Fiir die Probe 3.2.1A wurde einmalig eine Kopienzahl von
3 detektiert; in den weiteren Tumorproben liegen maximal vier (Probe 3.2.4A) bzw. sechs

Zellkerne (Probe 3.6.6C) mit einer Kopienzahl von 2 vor.

Die Abbildung 3.23 zeigt beispielhaft Aufnahmen der FISH von Zellen der Tumorproben
3.2.2B und 3.6.6.C. Die Zellkerne sind mittels DAPI blau angefdrbt. Die Sonde fiir das
TP53-Gen ist rot, die Sonde fiir das dazugehorige Zentromer, Zentromer 17, ist griin. Das
Zentromer liegt in beiden Zellen mit einer Anzahl von 2 vor; die Tumorprobe 3.2.2B zeigt eine
Sonde des TP53-Gens, die Tumorprobe 3.6.6C zwei Sonden. Die Abbildung 3.24 zeigt eine
Ubersicht der Anzahl der TP53- und der Zentromer-Sonden in den 18 untersuchten Proben.
In allen Proben liegt die Zentromer-Sonde mit einer Héaufigkeit von 2 und somit unverdndert
vor. Im Normalgewebe liegt das TP53-Gen ebenfalls unverdndert mit einer Haufigkeit von 2
vor. In den Tumorprobe liegt ausschlieklich die TP53-Sonde vermindert vor, es handelt sich
um eine lokale Deletion des TP53-Gens.
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Vergleich der CNVPanelizer-
und der FISH-Ergebnisse fiir TP53
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Abbildung 3.21 — Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Analyse mittels FISH
und mittels CNVPanelizer fiir das TP53-Gen. Es wurden das Normalgewebe und 17 Tu-
morproben analysiert. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Analyse mittels
CNVPanelizer, die grauen Balken die Ergebnisse der FISH. Fiir die FISH wurden 30 Zellen
pro Probe gezdhlt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Abbildung 3.22 - Verteilung der Kopienzahlen des Normalgewebes und der 17 Tumor-
proben fiir TP53. Es sind alle in der FISH gezéhlten TP53-Gene dargestellt. Im Normal-

gewebe liegt die Kopienzahl bei 2. In den Tumorproben liegt bis auf einzelne Ausnahmen
eine Kopienzahl von 1 vor.

— 56 —



3 Ergebnisse

(a) Tumorprobe 3.2.2B (b) Tumorprobe 3.6.6C

Abbildung 3.23 — Darstellung der TP53- und Zentromer-Sonden zweier Tumorzellen.
Blau: DAPI (Farbung der Zellkerne); rot: TP53-Gen; griin: Zentromer von Chromosom 17
(Vysis CEP 17). (a) zeigt die Tumorprobe 3.2.2B mit einem TP53- und zwei Zentromer-
Sonden; (b) zeigt die Tumorprobe 3.6.6C mit zwei TP53- und zwei Zentromer-Sonden.
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Abbildung 3.24 — Durchschnittliche Anzahl der TP53- und Zentromer-Sonden fiir die
untersuchten 18 Proben. Im Normalgewebe liegen beide Sonden mit einer absoluten An-
zahl von 2 vor. In den Tumorproben liegt die TP53-Sonde mit einer Anzahl von ca. 1, die
Zentromer-Sonde mit einer Anzahl von ca. 2 vor.
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Das BRCA2-Gen ist innerhalb der Tumorproben heterogen amplifiziert

Die Untersuchung von BRCA?2 mittels FISH bestétigt die mittels CNVPanelizer detektierte
Amplifikation. Es wurden neben dem Normalgewebe 17 Tumorproben untersucht. Abbil-
dung 3.25 zeigt die Ergebnisse des CNVPanelizer und der FISH im Vergleich. Im Normalge-
webe liegt weder bei der Analyse mittels CNVPanelizer noch in der FISH eine Amplifikation
vor, die Kopienzahl des BRCA2-Gens liegt bei 2. In den meisten Tumorproben zeigen die bei-
den Methoden sehr dhnliche Ergebnisse. In einigen Proben wie z.B. 3.2.1A und 3.6.7C zeigt
die FISH eine deutlich hohere Kopienzahl als die Analyse mittels CNVPanelizer (3.2.1A: 4,0
statt 2,6; 3.6.7C: 6,7 statt 3,4). Die Standardabweichung ist in einigen Proben sehr hoch,
dies trifft u.a. fiir die Proben 3.2.5A, 3.6.6C, 3.6.6D sowie 3.6.7C zu.

Es zeigt sich, dass die Kopienzahlen in der FISH auf Zellebene stark streuen. Abbildung 3.26
zeigt die Verteilung der Kopienzahlen fiir die jeweils 30 Zellkerne der Proben. Im Normalge-
webe liegen die Kopienzahlen bis auf eine Ausnahme bei 2. In den Tumorproben streuen die
Kopienzahlen fiir BRCA2 von 0 bis 18 Kopien. In den meisten Tumorproben liegen Kopien-
zahlen von 0 bis 8 vor; die Probe 3.6.7B umfasst Zellen mit bis zu 10 Kopien von BRCA2,
die Probe 3.6.6D bis 11, die Proben 3.2.5A sowie 3.6.6C bis 12 und die Probe 3.6.7C bis 18
Kopien. In allen Tumorproben zeigen sich also heterogen amplifizierte Kopienzahlen fiir das

BRCA2-Gen, die unterschiedliche Verteilungen aufweisen.

Die Abbildung 3.27 zeigt beispielhaft Aufnahmen der FISH von Zellen aus zwei Tumorpro-
ben. Abbildung 3.27(a) zeigt die Probe 3.3.3A mit einer mékigen Amplifikation, sowohl fiir
BRCAZ2 (rot) als auch das Zentromer (griin) liegen vier Sonden vor. Abbildung 3.27(b) zeigt
eine starke Amplifikation der Probe 3.6.7C mit 18 Sonden von BRCA2 und 13 Sonden des

Zentromers.

Abbildung 3.28 zeigt die durchschnittliche Anzahl der beiden Sonden fiir die 18 untersuchten
Proben. Da sowohl das BRCA2-Gen als auch das Zentromer ungeféhr gleich haufig vorliegen,

ist davon auszugehen, dass grofere Abschnitte des Chromosoms amplifiziert sind.
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Vergleich der CNVPanelizer-
und der FISH-Ergebnisse fir BRCA2
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Abbildung 3.25 — Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Analyse mittels FISH
und mittels CNVPanelizer fiir das BRCA2-Gen. Es wurden das Normalgewebe und 17
Tumorproben analysiert. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Analyse mittels
CNVPanelizer, die grauen Balken die Ergebnisse der FISH. Fiir die FISH wurden 30 Zellen
pro Probe gezihlt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Abbildung 3.26 — Verteilung der Kopienzahlen fiir das Normalgewebe und die 17 Tumor-
proben. Es sind alle in der FISH gezéhlten BRCA2-Gene dargestellt. Im Normalgewebe

liegt die Kopienzahl bis auf einer Ausnahme bei 2 Kopien. In den Tumorproben streut die
Kopienzahl stark, sie liegt bei 0 bis 18 Kopien.
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(a) Tumorprobe 3.3.3A (b) Tumorprobe 3.6.7C

Abbildung 3.27 — Darstellung der BCRA2- und Zentromer-Sonden zweier Tumorzellen.
Blau: DAPI (Farbung der Zellkerne); rot: BRCA2-Gen; griin: Zentromer von Chromo-
som 13 (CON 13). (a) zeigt die Tumorprobe 3.3.3A mit vier BRCA2- und vier Zentromer-
Sonden; (b) zeigt die Tumorprobe 3.6.7C mit 18 BRCA2- und 13 Zentromer-Sonden.
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Abbildung 3.28 — Durchschnittliche Anzahl der BRCA2- und Zentromer-Sonden fiir die
19 untersuchten Proben. Im Normalgewebe liegen beide Sonden mit einer absoluten An-
zahl von 2 vor. In den Tumorproben variiert die Anzahl der Sonden fiir BRCA2 von 2,1
bis 6,7 sowie fiir das Zentromer von 2,1 bis 6,2. In den meisten Tumorproben ist die An-
zahl der BRCA2-Sonden geringfiigig hoher als die der Zentromer-Sonden.
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Das MMP9-Gen ist innerhalb der Tumorproben heterogen amplifiziert

Die Ergebnisse der FISH weichen fiir MMP9 zum Teil deutlich von denen des CNVPanelizers
ab. Die Abbildung 3.29 zeigt vergleichend die Ergebnisse der beiden Methoden fiir die 14
Tumorproben und das Normalgewebe. Die Kopienzahl des Normalgewebes liegt bei beiden
Methoden bei 2 Kopien. Die Tumorproben weisen bei der Analyse mittels CNVPanelizer
Kopienzahlen von 1,5 bis 4,3 Kopien auf. In der FISH liegen die Tumorproben bei 2,5 bis
3,3 Kopien. Die Darstellung der FISH-Ergebnisse auf Zellebene zeigt, dass die Kopienzahlen
innerhalb der einzelnen Tumorproben unterschiedlich stark streuen, siehe Abbildung 3.30. In
8 der 14 Tumorproben liegt die Kopienzahl der einzelnen Zellkerne zwischen 1 und 4 Kopien;
in den verbleibenden 6 Tumorproben streuen die Kopienzahlen bis zu Werten von 0 bis 8. So
weist die Probe 3.2.2D 0 bis 8 Kopien auf, die Probe 3.2.3A 1 bis 6 Kopien, die Probe 3.2.4C
0 bis 6 Kopien, die Probe 3.4.1A 2 bis 5 Kopien, die Probe 3.6.6C 1 bis 6 Kopien sowie die
Probe 3.6.7C 1 bis 5 Kopien. Im Normalgewebe liegt in allen Zellen eine Kopienzahl von 2

VOr.

Die Abbildung 3.31 zeigt beispielhaft Aufnahmen der FISH von zwei Tumorproben. Abbil-
dung 3.31(a) zeigt die Tumorprobe 3.2.2D und Abbildung 3.31(b) die Tumorprobe 3.3.1D.
Es liegen in beiden Zellkernen vier MMP9- und drei Zentromer-Sonden vor. Abbildung 3.32
zeigt die durchschnittliche Anzahl der MMP9- und Zentromer-Sonden fiir alle 15 Proben.
Beide Sonden liegen im Normalgewebe mit einer Anzahl von 2 vor. Die Zentromer-Sonde
schwankt in den Tumorproben von 1,8 bis 2,6. Die MMP9-Sonde liegt in allen Tumorproben

hiufiger vor als die Zentromer-Sonde, sie erreicht Werte von 2,4 bis 3,3.
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Abbildung 3.29 - Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Analyse mittels FISH
und mittels CNVPanelizer fiir das MMP9-Gen. Es wurden das Normalgewebe und 14 Tu-
morproben analysiert. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Analyse mittels
CNVPanelizer, die grauen Balken die Ergebnisse der FISH. Fiir die FISH wurden 30 Zellen
pro Probe gezahlt, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.

Verteilung der Kopienzahlen fiur MMP9
10-
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Abbildung 3.30 — Verteilung der Kopienzahlen fiir das Normalgewebe und die 14 Tumor-
proben. Es sind alle in der FISH gezidhlten MMP9-Gene dargestellt. Im Normalgewebe lie-

gen die Kopienzahlen in allen Zellen bei 2 Kopien. In den Tumorproben streuen sie stark,
sie reichen von 0 bis 8 Kopienzahlen.
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(a) Tumorprobe 3.2.2D

(b) Tumorprobe 3.3.1D

Abbildung 3.31 — Darstellung der MMP9- und Zentromer-Sonden zweier Tumorzellen.
Blau: DAPI (Farbung der Zellkerne); rot: MMP9-Gen; griin: Zentromer von Chromosom
20 (CON 20). (a) zeigt die Tumorprobe 3.2.2D mit vier MMP9- und drei Zentromer-

Sonden. (b) zeigt die Tumorprobe 3.3.1D mit ebenfalls vier MMP9- und drei Zentromer-

Sounden.
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Abbildung 3.32 — Durchschnittliche Anzahl der MMP9- und Zentromer-Sonden fiir die
14 Tumorproben und das Normalgewebe. Beiden Sonden liegen im Normalgewebe mit ei-
ner Anzahl von 2 vor. In den Tumorproben reichen die MMP9-Sonden von 2,4 bis 3,3 so-

wie die Zentromer-Sonden von 1,8 bis 2,6.

— 63 —



3 Ergebnisse

Korrelation der CNVPanelizer- und FISH-Daten

Da fiir jedes Gen nur 13 bis 18 Proben untersucht wurden, werden die Ergebnisse der fiinf
Gene zusammengefasst betrachtet. In Abbildung 3.33 sind alle Ergebnisse der FISH im
Vergleich mit denen des CNVPanelizers dargestellt. Die x-Achse zeigt die absoluten Ko-
pienzahlen der Analyse mittels CNVPanelizer, die y-Achse die der Analyse mittels FISH.
Dargestellt sind alle Datenpunkte der insgesamt 77 mittels FISH untersuchten Proben. Es
zeigt sich eine signifikante Korrelation der beiden Methoden, der R2-Wert betrigt 0,47, der
P-Wert betragt < 0,0001. Die Analyse des CNVPanelizers wird somit weitgehend durch die
FISH bestétigt.

Vergleich der CNVPanelizer-
und der FISH-Ergebnisse
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Abbildung 3.33 — Vergleich der absoluten Kopienzahlen der Analyse mittels CNVPa-
nelizer und der FISH. Insgesamt wurden 77 Proben fiir die Gene BRCA2, CARD11, EG-
FR, MMP9 und TP53 untersucht. Die x-Achse zeigt die Kopienzahlen der Analyse mittels
CNVPanelizer, die y-Achse zeigt die der FISH.
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3.3.4 Dreidimensionale Abbildung der Kopienzahlen im Tumor

Die mittels CNVPanelizer, qPCR sowie FISH erhaltenen Daten deuten auf eine heterogene
Verteilung der Kopienzahl-Verdnderungen innerhalb des Tumors hin. Um diese Verteilung
rdumlich darstellen zu konnen, wurde die dreidimensionale Struktur der Tumorproben an-
hand der HE-Férbungen rekonstruiert (durchgefiihrt von Frederick Klauschen und Daniel
Heim). Anschliefend wurden die Kopienzahlen der Gene entweder gruppenweise oder einzeln
auf diese 3D-Rekonstruktion iibertragen. Die Ergebnisse der dreidimensionalen Rekonstruk-

tion sind teilweise in [51] veréffentlicht.

Zunichst wird ein Cluster der Tumorproben basierend auf den Ergebnissen der Kopienzahl-
Verdanderungen des CNVPanelizers erstellt. Dafiir wird mittels hierarchischer Clusteranalyse
nach signifikant unterschiedlichen Gruppen gesucht. Es ergeben sich zwei Cluster, die signifi-
kant unterschiedlich sind, siche Abbildung 3.34. Jedem Cluster wird eine Farbe zugewiesen,
die Tumorproben aus Cluster 1 sind griin dargestellt, die Tumorproben aus Cluster 2 sind
blau dargestellt. Diese Farben der Tumorproben werden in der dreidimensionalen Rekon-
struktion iibernommen, siche Abbildung 3.35. Die Zugehorigkeit zu den beiden Clustern
wird farblich kodiert in der dreidimensionalen Rekonstruktion des Tumors dargestellt. Zur
besseren Visualisierung des Ergebnisses ist die Tumorrekonstruktion von allen vier Seiten

dargestellt, die Drehung ist in Gradzahlen angegeben.
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Abbildung 3.34 — Cluster der Ergebnisse des CNVPanelizers, Grundlage bilden die Er-
gebnisse aus Abbildung 3.10. Die Tumorproben werden durch hierarchisches Clustern in
zwei Cluster eingeteilt.

Zusitzlich zur Ubertragung der beiden Cluster auf die 3D-Rekonstruktion kénnen auch die
mittels CNVPanelizer berechneten relativen Kopienzahlen fiir einzelne Gene auf die 3D-
Rekonstruktion iibertragen werden. Abbildung 3.36 zeigt die dreidimensionale Verteilung
der Ergebnisse fiir BRCA2. Die farbliche Kodierung spiegelt den Verlauf der Werte wider:
von den niedrigsten Werten (weif) zu den héchsten Werten (rot). Die bereits beschriebene

heterogene Verteilung fiir BRCA2 wird so besonders deutlich.
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(¢) Ansicht von 180° (d) Ansicht von 270°

Abbildung 3.35 — Darstellung der rdumlichen Verteilung der zuvor geclusterten Proben
(sieche Abbildung 3.34). Abhéngig von der Einteilung zu einem der beiden Cluster wird die
Farbe der Tumorprobe festgelegt: griin in Cluster 1, blau in Cluster 2. (a): Ansicht von 0°,
(b): Ansicht von 90°, (c¢): Ansicht von 180°, (d): Ansicht von 270°.
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(a) Ansicht von 0° (b) Ansicht von 90°

(¢) Ansicht von 180° (d) Ansicht von 270°

Abbildung 3.36 — Darstellung der rdumlichen Verteilung der Kopienzahl-Verdnderungen
von BRCA2. Je hoher die Intensitit der Farbe rot, desto hoher die Anzahl der Kopien von
BRCAZ2. (a): Ansicht von 0°, (b): Ansicht von 90°, (¢): Ansicht von 180°, (d): Ansicht von

270°.
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4 Diskussion

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Kolonkarzinom, Stadium II (T2NOMO), in seiner Ge-
samtheit auf die rdumlich unterschiedliche Verteilung von Mutationen und Kopienzahl-
Verdnderungen untersucht. Die Analyse erfolgte mittels gezielter Sequenzierung, unter Ver-
wendung eines PGM"-Panels, welches die 100 hiufigsten in kolorektalen Karzinomen mu-
tierten Gene enthilt. Diese Analyse ergab, dass in dem Tumor von den untersuchten Genen
nur zwei mutiert vorliegen. Die Mutationen APC p.1367 und TP53 p.175 liegen dabei mit
einer gleichméfbigen Verteilung in allen untersuchten Regionen des Tumors, jedoch nicht
im angrenzenden gesunden Gewebe vor. Weitere Mutationen, die in der Analyse mittels
PGM"beobachtet wurden, konnten mittels Sanger-Sequenzierung nicht verifiziert werden.

Es handelt sich dabei ausschlieflich um Mutationen in homopolymeren Sequenzen.

Die Analyse der Kopienzahl-Veranderungen erfolgte durch den CNVPanelizer. Dabei wurden
die Sequenzierdaten mittels eines bioinformatischen Algorithmus ausgewertet. Die Verifizie-
rung ausgewahlter Gene mittels qPCR und FISH bestétigte die Ergebnisse des CNVPane-
lizers weitgehend. Die Kopienzahlen einiger der untersuchten Gene lagen in den verschie-
denen Regionen des Tumors in unterschiedlicher Hoéhe, also heterogen verteilt, vor. Fiir die
Gene BRCA2, EGFR, CARDI11 und MMP9 wurde mittels FISH auferdem Heterogenitét
innerhalb einzelner Tumorproben gezeigt. Direkt nebeneinanderliegende Zellen unterschei-
den sich dabei deutlich hinsichtlich der Kopienzahlen des untersuchten Gens. Anschliefsend
wurde eine Clusteranalyse der Tumorproben in Hinblick auf die Ergebnisse der Kopienzahl-
Verdnderungen durchgefiihrt und zwei deutlich unterschiedliche Cluster identifiziert. In der
darauffolgenden dreidimensionalen Rekonstruktion der Tumorproben konnte gezeigt werden,

dass sich die Tumorproben in zwei Cluster entlang der oral-aboralen Achse anordnen.

4.1 Raumliche Heterogenitat der genetischen Verdnderungen

Die Mutationen in den Genen APC und TP53 finden sich homogen verteilt im gesamten Tu-
mor. Es konnte mit den verwendeten Methoden keine Heterogenitit von Mutationen nachge-
wiesen werden. Heterogenitét findet sich jedoch auf Ebene der Kopienzahlen. Im Gegensatz
zu diesem Ergebnis zeigten andere Arbeiten auch rdumliche Heterogenitdt von Mutationen
in kolorektalen Karzinomen. So konnten Lu et al. in drei untersuchten Kolonkarzinomen He-

terogenitét zeigen. Sie untersuchten 333 ausgewihlte Gene mittels gezielter Sequenzierung.
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Dabei teilten sie die kolorektalen Tumore in bis zu drei Proben ein. Sie konnten zeigen, dass
nur 63 %, 70 % bzw. 75 % der detektierten Mutationen in allen untersuchten Proben des
jeweiligen Tumors vorliegen [20]. Die dabei detektierten Mutationen wurden im Gegensatz
zu denen in meiner Arbeit jedoch nicht mit einer davon unabhingigen Sequenziermethode
verifiziert. Die Sequenzierung mittels PGM"im Rahmen meiner Arbeit offenbarte ebenfalls
Heterogenitit, welche anschlieflend mittels Sanger-Sequenzierung widerlegt werden konnte.
Im Rahmen meiner Arbeit wurden aufserdem weniger GGene untersucht, was eine Ursache fiir
die nicht detektierte Heterogenitit sein kénnte. Jedoch haben Lu et al. Heterogenitit u.a.
fiir die Gene APC, BRCA2, ERBB4 und TP53 gefunden, welche auch im Rahmen meiner
Arbeit untersucht wurden. Die von Lu et al. untersuchten Tumore sind T2N1M0, T2N2MO0
sowie T3N2M2 Kolonkarzinome, weisen also alle ein spéiteres Stadium auf als der Tumor
meiner Arbeit. Tumore im fritheren Stadium konnen weniger Heterogenitdt aufweisen als
solche im spéteren Stadium [52]. Des Weiteren wurde im Rahmen meiner Arbeit nur ein

Tumor analysiert, die Analyse eines weiteren Tumors konnte ein anderes FErgebnis liefern.

Die Analyse mittels CNVPanelizer und die anschlieffende dreidimensionale Rekonstruktion
zeigten zwei genetisch unterschiedliche Bereiche des Tumors. Diese Bereiche stellen sich
entlang der oral-aboralen Achse dar. Sottoriva et al. wiesen ebenfalls Heterogenitit der
Kopienzahlen in kolorektalen Karzinomen nach. Sie haben 11 kolorektale Karzinome auf
Unterschiede in Kopienzahlen sowie sechs dieser Tumore zusétzlich auf Unterschiede in
Mutationen analysiert. Untersucht wurden einzelne Krypten sowie gréfere, rdumlich ge-
trennte Tumorareale. Sequenziert wurde das gesamte Genom. 10 der 11 Tumore weisen
Heterogenitét auf der Ebene der Kopienzahlen auf und tragen neben ubiquitdr vorhandenen
Kopienzahl-Verinderungen auch seitenspezifische, regionale und einzeln vorhandene Veran-
derungen. In den sechs detailliert untersuchten Tumoren wurde zudem Heterogenitiat auf
Ebene der Mutationen festgestellt [19]. Durch die Analyse des gesamten Genoms werden
deutlich mehr Informationen erlangt und das Erstellen eines Stammbaumes zur Rekonstruk-
tion der Tumorentstehung ist moglich. Jedoch ist bisher nicht geklart, wie grof die Bedeu-
tung der meisten detektierten Verdnderungen ist, da nicht zwischen Treiber- und Passenger-
Mutationen unterschieden wurde. Zudem miissen genetische Verdnderungen nicht unbedingt

eine Auswirkung auf die Proteinfunktionen haben.

In meiner Arbeit wurde das untersuchte Kolonkarzinom sehr detailliert in 68 Proben unter-
teilt. Das Schema der Vorgehensweise ist in den Ergebnissen dargestellt, siehe Abschnitt 3.1,
Seite 29. In mehreren verdffentlichten Arbeiten wurde in kolorektalen Karzinomen Hete-
rogenitdt auf morphologischer Ebene zwischen Tumorzentrum und -peripherie festgestellt
[11, 18, 8]. Prall hat gezeigt, dass sich Zellen der Invasionsfront eines Tumors in ihrer Mor-
phologie von denen im Zentrum unterscheiden kénnen. Die Zellen der Invasionsfront machen
oft eine epithelial-mesenchymale Transition durch und kénnen in das umliegenden Stro-

ma einwandern [8]. Brabletz et al. haben gezeigt, dass die Expression von -Catenin und
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E-Cadherin sich zwischen Tumorzentrum und Tumorperipherie unterscheiden |11|. Zusétz-
lich zu den morphologischen Unterschieden wurden auch Unterschiede in den genetischen
Verdnderungen zwischen Zentrum und Peripherie nachgewiesen. Kosmidou et al. haben u.a.
die Verteilung von KRAS-Mutationen innerhalb von kolorektalen Karzinomen untersucht.
Pro Tumor haben sie sowohl eine Probe des Tumorzentrums als auch eine Probe der Tumor-
peripherie ausgewéhlt. In 33 von 75 analysierten Tumoren (44 %) wurde eine Heterogenitét

von KRAS-Mutationen zwischen Zentrum und Peripherie detektiert [18].

Uberraschenderweise zeigt der im Rahmen meiner Arbeit analysierte Tumor keine Hete-
rogenitdt in den Hotspot-Mutationen. Mehrere potente Veranderungen sind ubiquitdr im
untersuchten Tumor vorhanden, so die Mutationen APC p.1367 und TP53 p.175, die Dele-
tion von TP53 und die Amplifikationen von EDEM2 und GNAS. Es ist davon auszugehen,
dass diese Verdnderungen schon in einer gemeinsamen Vorlduferzelle des Tumors vorlagen.
Die Vorlduferzelle war mit diesen Verdnderungen moglicherweise so potent, dass sie sich
gegeniiber den Zellen, die diese Verdnderungen nicht trugen, durchgesetzt hat. Dies passt
zu anderen Untersuchungen in kolorektalen Karzinomen: Siegmund et al. haben festgestellt,
dass die meisten kolorektalen Karzinome aus gemeinsamen Vorlduferklonen hervorgehen [53].
Die verschiedenen Proben des im Rahmen meiner Arbeit untersuchten Kolonkarzinom haben
jedoch im Laufe der Zeit Unterschiede in den Kopienzahlen der Gene angehauft. Es ist aber
moglich, dass in dem untersuchten Tumor weitere heterogen verteilte Eigenschaften vorlie-
gen, die aufgrund der gewdhlten Untersuchungsmethode nicht detektiert wurden. Zum einen
wurden nur 100 Gene untersucht, zum anderen wurden weder Mutationen, die in Introns

liegen, noch synonyme Mutationen in die Auswertung einbezogen.

4.2 Potentielle funktionelle Konsequenzen der beobachteten

Veranderungen

Neben den beiden Mutationen in APC p.1367 und TP53 p.175 liegen in dem untersuch-
ten Kolonkarzinom zudem heterozygote Deletionen in APC und TP53 vor. Die Deletion in
APC wurde mittels qPCR, die in TP53 mittels FISH bestétigt. Diese Verdnderungen sind
typisch fiir die Entstehung von kolorektalen Karzinomen [43]. Das Auftreten von zwei Ver-
anderungen innerhalb eines Gens kommt, wie Lee et al. gezeigt haben, héufig in kolorektalen
Karzinomen vor [54]. In dem untersuchten Tumor liegen sowohl die Mutationen als auch
die Kopienzahl-Verdnderungen von APC und TP53 klonal, also in allen Tumorproben, vor.
Es ist folglich davon auszugehen, dass die Verdnderungen friih in der Tumorentwicklung
entstanden sind [19].

Das APC-Gen ist ein Tumorsuppresorgen und Teil des Wnt-Signalweges [1]. Der Verlust

des APC-Proteins fiithrt dabei zur Akkumulation von S-Catenin, welches eine wichtige Rolle
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bei der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen spielt [11]. Die meisten der APC-
Mutationen fithren zu einem Abbruch in der Synthese von APC [36]. Die APC-Mutation
in meiner Arbeit erzeugt ebenfalls ein Stop-Kodon, was zu einem Abbruch der Translation
fiihrt. In sporadischen kolorektalen Karzinomen liegen gehauft Mutationen in den Kodons
1309 und 1450 sowie in den Regionen um diese beiden herum vor; dies betrifft die Re-
gion der [-Catenin-Bindung [36]. Es wird ein APC-Protein erzeugt, dem die [-Catenin-
Bindungsdoméne fehlt, so kann APC nicht mehr an g-Catenin binden. Es kommt folglich
zu einer konstitutiven Aktiverung des Wnt-Signalweges. Der Verlust eines Allels von APC
ist neben einer Mutation ebenfalls ein haufiges friihes Ereignis in der Entstehung von kolo-
rektalen Karzinomen [55]. Beide Allele von APC miissen verdndert sein, damit es zu einem
Funktionsausfall kommt (two hit hypothesis) |56].

TP53 ist ein Tumorsuppressorgen und in Karzinomen mit am haufigsten von Verdnderungen
betroffen. 1992 wurde p53 von Lane als Wichter des Genoms beschrieben [57]. P53 spielt
eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus, der Apoptose sowie der DNA-
Reparatur. Es miissen ebenfalls beide Allele von TP53 verdndert sein, damit es zu einem
kompletten Funktionsausfall kommt. Mutationen in TP53 kommen bei 40-60 % der kolo-
rektalen Karzinome vor [58]. Das TP53-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 17
(17p) lokalisiert. Ein Verlust von 17p ist eine typische Verédnderung in der Entstehung von
kolorektalen Karzinomen und kommt in ca. 80 % der Tumore vor [43]. Baker et al. gehen
davon aus, dass der Verlust eines Allels von TP53 eine typische Folge von einer Mutation
von TP53 ist [59]. In dem im Rahmen meiner Arbeit untersuchten Kolonkarzinom wurde
gezeigt, dass TP53 sowohl von einer Mutation, als auch von einer Deletion betroffen ist.
Die gefundene Mutation (TP53 p.175) ist eine Hotspot-Mutation von TP53 [54]. Es liegen
somit in diesem Tumor Verdnderungen vor, die typisch fiir die Entwicklung von kolorektalen

Karzinomen sind.

Neben dem TP53-Gen ist auch das MAP2K4-Gen in dem untersuchten Kolonkarzinom von
einer Deletion betroffen. MAP2K4 ist eine Proteinkinase (MAP-Kinase-Kinase), die als Teil
einer Signalkaskade auf extra- und intrazelluldren Stress reagieren kann. MAP2K4 ist wichtig
fiir Prozesse wie Apoptose, Inflammation und Tumorentstehung [60]. MAP2K4 phosphory-
liert Proteine wie JNK und p38, die eine Rolle bei der Apoptose und dem Zellzyklusarrest
spielen [61]. 1997 wurde MAP2K4 erstmals von Teng et al. als Tumorsuppressor beschrie-
ben; in dieser Arbeit wurden in Tumorzelllinien sowohl Mutationen als auch Kopienzahl-
Verdnderungen in MAP2K4 gefunden [62]. MAP2K4 liegt ebenso wie TP53 auf dem kur-
zen Arm von Chromosom 17. Es ist somit mdglich, dass grofsere Teile des Chromosoms
deletiert vorliegen. Das Zentromer von Chromosom 17 liegt in den FISH-Untersuchungen
von TP53 mit einer absoluten Haufigkeit von 2, also nicht vermindert, vor. In kolorektalen
Karzinomen liegen neben den eben beschriebenen Deletionen zusitzlich Mutationen von

MAP2KA4 vor. Diese werden von Parson et al. mit einer Haufigkeit von 2,4 % angegeben [63].
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Lee et al. haben zudem MAP2K4-Muationen in kolorektalen Adenomen nachgewiesen, so-
dass eine Verdnderung von MAP2K4 moglicherweise in einer frithen Phase der Entwick-
lung von kolorektalen Karzinomen relevant ist [54]. In Prostata- und Ovarialkarzinomen
spielt MAP2K4 eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung, wobei die Aktivierung von
MAP2K4 mit einer reduzierten Bildung von Metastasen einhergeht [61]. Die Bedeutung ei-
ner Deletion des MAP2K4-Gens im kolorektalen Karzinom sowie die Auswirkung auf die

Expression von MAP2K4 ist bisher unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.

SMAD4 ist, wie auch SMAD2, ein Effektor des TGF-8-Rezeptors. Beide Gene liegen auf
dem langen Arm des Chromosoms 18 (18q21) [38]. 18q21 ist in kolorektalen Karzinomen
haufig von Deletionen betroffen. 1999 haben Jernvall et al. gezeigt, dass der Verlust von
1821 mit einer erhohten Rezidivrate und somit mit einer schlechteren Prognose assoziiert
ist |64]. Bertagnolli et al. konnten dies 2011 nicht bestétigen und sehen Unterschiede in
der Uberlebenszeit und der krankheitsfreien Uberlebenszeit von Patienten mit kolorektalen
Karzinomen in dem Vorliegen von Mikrosatelliteninstabilitdt und nicht in dem Verlust von
18q [39]. Die prognostische Bedeutung einer Deletion von 18q ist somit nicht abschliefend
geklart. Yan et al. konnten jedoch in iiber 1000 kolorektalen Karzinomen zeigen, dass die
Hiaufigkeit einer Deletion von SMAD4 mit der Progression der Tumore korreliert; diese ist
dabei mit einem schlechten Therapieerfolg assoziiert [65]. Ma et al. kénnen dies bestitigen
und zeigen, dass eine Deletion von SMAD4 in spéten Stadien héufiger als in frithen Sta-
dien vorliegt (63,6 bzw. 26,4 %) [66]. Die Analyse mittels CNVPanelizer und die qPCR
zeigen, dass SMAD4 in dem untersuchten Kolonkarzinom vermindert vorliegt. Die durch
den CNVPanlizer errechneten Kopienzahlen weisen fiir alle vier untersuchten Tumorproben
etwas hohere Werte auf als die der qPCR, jedoch zeigen sich mit beiden Methoden &hnliche
Unterschiede zwischen den Tumorproben. In meiner Arbeit wurde nicht untersucht, inwiefern
eine Deletion des SMAD4-Gens die Expression von SMAD4 beeinflusst. Zhang et al. haben
gezeigt, dass die Expression von SMAD4 mit zunehmendem Tumorstadium abnimmt [67].
Yan et al. haben in ihrer Arbeit gesehen, dass die Deletion von SMAD4 mit einer verminder-
ten mRNA-Expression einhergeht [65]. SMAD4 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation
des Zellzyklus und bei der Empfindlichkeit von kolorektalen Karzinomen gegeniiber dem
Standard-Therapeutikum 5-Fluorouracil (5-FU); vermindertes SMADA4 fiihrt dabei zu einer
verminderten Empfindlichkeit der Tumorzellen gegeniiber 5-FU [67]|. Somit kann die Analyse

von SMAD4 fiir die Therapie von kolorektalen Karzinomen entscheidend sein.

Neben den Deletionen von APC, TP53, MAP2K4 und SMAD4 wurden Amplifikationen der
Gene MMP9, EDEM2, GNAS, EGFR, BRCA2, CARDI11 und SOX9 beobachtet. Die Am-
plifikation von Genen ist ein wichtiger Mechanismus bei der Entstehung von Tumoren [17].
Jedoch ist die funktionelle Auswirkung von Amplifikationen nicht immer klar, da nicht jede
Verdnderung zu einer erh6hten Expression fiihrt [68]. Die Expression der Gene wurde im

Rahmen meiner Arbeit nicht untersucht, sodass keine Aussage iiber die Folgen der Ampli-
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fikationen getroffen werden kann. Fiir einige Gene wurde jedoch schon gezeigt, dass eine
Amplifikation mit einer erhdhten Expression einhergehen kann. Camps et al. konnten fiir 17
kolorektale Karzinome eine signifikante Korrelation zwischen den Kopienzahl-Verdnderungen
und der Hohe der Proteinexpression feststellen [69]. Cheng et al. haben in Magenkarzino-
men gezeigt, dass bei 133 der 163 untersuchten Gene die Kopienzahl-Verdnderung mit der
Gen-Expression korreliert [70]. Dies stimmt auch mit Daten aus Junnila et al. iiberein, die
gezeigt haben, dass in Magenkarzinomen bei 7 von 13 untersuchten Genen die Kopienzahl-
Verinderung mit einer Uberexpression korreliert; unter diesen Genen befindet sich auch
MMP9 [71].

In Kolonkarzinomen liegt der lange Arm von Chromosom 20 (20q) in ca. 70 % der Félle
vermehrt vor [72]. Tsafrir et al. haben gezeigt, dass dies mit einer erhohten Expression der
Gene, die auf 20q liegen, korreliert [68]. Auf dem langen Arm von Chromosom 20 liegen
u.a. die Gene EDEM2, GNAS und MMP9. Alle drei Gene liegen in dem untersuchten Ko-
lonkarzinom amplifiziert vor, sodass es moglich ist, dass auch hier grofere Abschnitte des
Arms vermehrt vorliegen. Die mittels CNVPanelizer detektierte Amplifikation der drei Gene
wurde mittels qPCR und fiir MMP9 zusétzlich mittels FISH bestétigt. Die Analyse mittels
FISH hat dabei jedoch gezeigt, dass das Zentromer von Chromosom 20 mit einer absoluten

Haufigkeit von ca. 2, also nicht verdndert, vorliegt.

Die Matrixmetalloprotease MMP9 spielt eine wichtige Rolle in der friihen Karzinogenese
und bei der Invasion von Tumorzellen in das umgebende Stroma [73]. MMP9 ist in kolo-
rektalen Karzinomen héufig iberexprimiert [74]. Daniel et al. konnten zeigen, dass die Hohe
der MMP9-Expression in kolorektalen Karzinomen dabei mit steigendem Tumorstadium
zunimmt |73]. Die Analyse mittels CNVPanelizer hat eine heterogene Verteilung der Ampli-
fikation von MMP9 festgestellt. Die Kopienzahl-Verdnderungen von MMP9 wurden sowohl
mittels qPCR als auch mittels FISH {iberpriift. Beide Methoden bestétigen eine Amplifi-
kation von MMP9, jedoch liegt die Veranderung homogen im Tumor verteilt vor. Es konn-
ten geringe Unterschiede zwischen den beiden Methoden festgestellt werden: die absolute
Kopienzahl in der qPCR liegt bei 3,4 bis 4 und in der FISH bei 2,5 bis 3. Es handelt sich um
verschiedene Methoden, auferdem wurde unterschiedliches Ausgangsgewebe verwendet, was
die Unterschiede erkliren konnte. Es ist fraglich, welche Auswirkungen die Amplifikation von
MMP9 hat. Junnila et al. konnten zeigen, dass die Amplifikation von MMP9 in Magenkarzi-
nomen mit der Uberexpression des Gens korreliert [71]. Fiir kolorektale Karzinome ist dies

bisher noch nicht gezeigt worden.

Das EDEM2-Gen liegt laut der Analyse mittels CNVPanelizer in allen Tumorproben am-
plifiziert vor. Die Uberpriifung von vier Tumorproben mittels PCR kann eine Amplifika-

tion bestitigen. Das EDEM2-Gen kodiert fiir ein Protein, das als Teil der Degradation von
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Glykoproteinen durch das endoplasmatische Retikulum fungiert (ER-associated degradation,
ERAD) [75]. Der ERAD-Prozess wird dabei durch Zellstress getriggert [76]. Es spielt eine
wichtige Rolle in der Homdostase der Zellen, da falsch gefaltete Glykoproteine erkannt und
anschliefend proteasomal abgebaut werden kénnen [77|. Die Bedeutung von EDEM?2 fiir
die Entstehung von Tumoren im Allgemeinen und von kolorektalen Karzinomen im Speziel-
len ist bisher nicht untersucht worden. Auferdem kann keine Aussage iiber die Folge einer
Amplifikation des EDEM2-Gens auf den ERAD-Prozess gemacht werden.

Die Analyse mittels CNVPanelizer zeigt fiir alle Tumorproben eine Amplifikation des GNAS-
Gens. Die Uberpriifung von vier Tumorproben mittels qPCR kann eine Amplifikation bestiti-
gen. Das GNAS-Gen kodiert u.a. fiir die alpha-Untereinheit eines stimulierendes G-Proteins,
welches als Teil von Signalkaskaden eine Rolle im Hormon- und Knochenstoffwechsel spielt
[78]. In Tumoren sind Verdnderungen des GNAS-Gens schon hiufig beschrieben worden. Ei-
ne wichtige Rolle scheinen GNAS-Mutationen in der Entstehung von Pankreaskarzinomen
zu spielen. Lee et al. konnten in einer Metaanalyse zeigen, dass GNAS-Mutationen mit 56 %
hiufig in intraduktalen papillir-muzingsen Neoplasien des Pankreas vorkommen [79]. Die
Haufigkeit von GNAS-Mutationen in kolorektalen Karzinomen und ihren Vorlduferldsionen
wird mit unterschiedlichen Zahlen angegeben. Laut Liu et al. liegt eine Mutation im GNAS-
Gen in 2,0 % der kolorektalen Karzinome vor [80]. Hingegen konnten Lee et al. in 100
kolorektalen Karzinomen und 96 Polypen bzw. Adenomen keine GNAS-Mutation finden
[81]. In einer anderen Arbeiten haben Lee et al. in einem von 12 untersuchten ,high-grade”
Adenomen des Kolons eine GNAS-Mutation detektiert sowie in weiteren drei Adenomen
eine Amplifikation des GNAS-Gens [54|. Ebenso konnten Han et al. eine Amplifikation von
GNAS in kolorektalen Karzinomen beobachten. In 13 von 60 untersuchten Tumoren lag eine
Amplifikation vor [82]. In den genannten Arbeiten kann jedoch keine Aussage iiber eine mog-
liche Folge der Amplifikation auf die Expression getroffen werden. Es ist somit nicht moglich,
eine Aussage liber die Bedeutung einer Amplifikation von GNAS im kolorektalen Karzinom

zu treffen.

Fiir das EGFR-Gen bestétigt die Untersuchung mittels FISH die Ergebnisse der Analyse
mittels CNVPanelizer. Die FISH wurde an 12 Tumorproben sowie einer Probe des Normal-
gewebes durchgefithrt. In allen Tumorproben wurde eine Amplifikation nachgewiesen, die
absolute Anzahl der EGFR-Kopien variiert zwischen 2,5 und 4,2 Kopien. EGFR ist ei-
ne membranstindige Rezeptorproteinkinase und Teil des RAS-MAPK- sowie des PI3K-
AKT-Signalweges; die Signalwege spielen eine entscheidende Rolle bei Zellwachstum und
-proliferation [83]. In Tumoren ist hiufig eine Komponente des RAS-MAPK-Signalweges
mutiert oder EGFR amplifiziert, sodass es zur vermehrten Aktivitidt des Signalweges kommt.
EGFR-Inhibitoren wie Cetuximab und Panitumumab kénnen bei metastasierten kolorektalen
Karzinomen eingesetzt [84]. Die monoklonalen Antikorper binden dabei an den extrazellu-

liren Anteil von EGFR und inhibieren so den Signalweg [83]. Klinisch relevant ist in die-
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sem Signalweg besonders eine KRAS-Mutation, die die Ansprechrate von EGFR-Inhibitoren
reduziert [85]. Ebenso ist die Amplifikation von EGFR im Rahmen dieses Signalweges ent-
scheidend; sie kommt in bis zu 15 % der kolorektalen Karzinomen vor [86]. Die Amplifikation
des Gens ist ein Mechanismus fiir die Uberexpression von EGFR [87]. Jedoch korreliert laut
Italiano et al. weder die mit FISH nachgewiesene Amplifikation von EGFR noch eine erhoh-
te Expression von EGFR in metastasierten kolorektalen Karzinomen mit der Ansprechrate
einer Cetuximab-haltigen Therapie [86]. Park et al. haben fiir triple negative Mammakarzi-
nome gezeigt, dass eine hohe Aneuploidie und eine Amplifikation von EGFR signifikant mit
einer erhohten Expression von EGEFR korrelieren [87]. Italiano et al. haben fiir 31 metasta-
sierte kolorektale Karzinome gezeigt, dass eine erhhte Anzahl des EGFR-Gens nicht mit
einer erh6hten Expression einhergehen muss. So haben von den 31 kolorektalen Karzinomen
8 eine erhohte Anzahl des EGFR-Gens gezeigt, von denen zeigten jedoch nur 3 auch eine hohe
EGFR-Expression [86]. Im Rahmen meiner Arbeit konnte zusétzlich gezeigt werden, dass sich
die Kopienzahlen von EGFR zwischen den Zellen einer einzelnen Probe stark unterscheiden
kénnen. In den meisten der untersuchten Proben variieren die Kopienzahlen von mindestens
2 bis 5 Kopien. Es liegt somit Heterogenitdt innerhalb der Tumorproben vor. Heterogeni-
tat von EGFR-Amplifikationen wurde im kolorektalen Karzinomen bisher nicht untersucht.
Stahl et al. konnten jedoch fiir Magenkarzinome eine heterogene Verteilung von EGFR-
Kopien zeigen. In 7 von 109 untersuchten Tumoren zeigte sich eine EGFR-Amplifikation, in
5 der 7 Karzinome zeigte sich eine heterogene Verteilung. Das zeigt, dass eine Amplifikation
in Magenkarzinomen selten ist, wenn sie vorliegt, jedoch hiufig heterogen. Stahl et al. haben
jedoch nicht untersucht, inwiefern die Amplifikation eine Auswirkung auf die Expression von
EGFR hat [17]. Die Bedeutung einer Amplifikation von EGFR muss somit weiter untersucht

werden.

Die Analyse mittels CNVPanelizer zeigt eine Amplifikation von BRCA2 auf, welche mittels
FISH bestitigt wird. Es liegt neben intratumoraler Heterogenitit auferdem Heterogenitét
zwischen den Zellen innerhalb der Tumorproben vor. Die Heterogenitét ist innerhalb der ein-
zelnen Tumorproben stark ausgepragt, die Kopienzahlen variieren in den meisten Tumorpro-
ben von mind. 1 bis 6 Kopien, und erreichen einen maximalen Wert von 18 Kopien. BRCA2
ist wie auch BRCA1 ein Tumorsuppressorgen und u.a. involviert in die DNA-Reparatur und
Zellzykluskontrolle [88]. Das Vorhandensein einer BRCA2-Mutation geht mit einer erhthten
Rate an Mamma-, Ovarial-, Prostata- und Pankreaskarzinomen einher [89]. Laut Corre et
al. haben Triger von BRCAl- und BRCA2-Mutationen ebenfalls ein erhdhtes Risiko, an
einem kolorektalen Karzinom zu erkranken [88]. Phelan et al. konnen das nur fiir BRCA1-
Trédgerinnen unter 50 Jahre und nicht fiir BRCA2-Tréigerinnen bestétigen [90]. Die Rolle von
Verdnderungen von BRCAZ2 ist somit im kolorektalen Karzinom nicht abschliefsend bestétigt.
Der Verlust beider BRCA2-Allele geht im Allgemeinen jedoch mit einer erhhten Tumorrate

einher [91]. Auferdem konnen Verdnderungen in BRCA2 in kolorektalen Karzinomen regel-
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mékig beobachtet werden. So konnten Han et al. in 60 von ihnen untersuchten kolorektalen
Karzinomen in einem Karzinom eine Mutation sowie in einem weiteren eine Deletion von
BRCAZ2 feststellen [82]. Eine Mutation oder ein Verlust von BRCA1 bzw. BRCA2 kann dabei
eine therapeutische Konsequenz haben, da die Verdnderungen die Sensitivitdt von Platin-
haltigen Chemotherapeutika und von Inhibitoren der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP-
Inhibitoren) erhthen kann [92]|. Im Rahmen meiner Arbeit wurde jedoch eine Amplifikation
von BRCA?2 festgestellt. Ob diese mit einer erhohten Expression von BRCA2 einhergeht,
bleibt unklar. Unsere eigenen Ergebnisse zeigen in gut 35 % der untersuchten kolorektalen
Karzinome ebenfalls eine erhthte Kopienzahl von BRCA2 [51]. Corre et al. konnten bei der
Untersuchung von kolorektalen Karzinomen zeigen, dass die mRNA von BRCA2 im Ver-
gleich zu Kolon-Normalgewebe vermehrt vorliegt [88]. Sie haben die Tumoren jedoch nicht
auf Ebene der DNA untersucht, sodass sie keine Aussage iiber die Kopienzahl von BRCA2
treffen kdnnen. Die Bedeutung einer Amplifikation von BRCA2 in kolorektalen Karzinomen
ist somit insgesamt noch unklar und es bedarf weiterer Untersuchungen. Dabei ist es no-
tig, sowohl weitere kolorektale Karzinome als auch weitere Aspekte, wie die Expression von
BRCAZ2, zu betrachten.

Die Analyse mittels CNVPanelizer hat fiir CARD11 eine heterogen verteilte Amplifikati-
on aufgezeigt, welche mittels FISH nicht bestiitigt werden konnte. Die Uberpriifung mittels
FISH ergibt, dass sowohl im Normalgewebe als auch in den Tumorproben eine absolute
Kopienzahl von 2 vorliegt. Jedoch zeigen sich zwischen den Zellen innerhalb der einzelnen
Proben deutliche Unterschiede in der Héhe der Kopienzahlen. Die absoluten Kopienzah-
len von CARD11 liegen im Grofteil der Tumorproben bei 2 bis 4 Kopien, erreichen jedoch
auch Werte von bis zu 6 Kopien. Die Heterogenitéit innerhalb der Tumorproben kann ein
Grund sein, warum die beiden Methoden unterschiedliche Ergebnisse liefern, denn sie unter-
suchen unterschiedliches Ausgangsmaterial. CARD11 spielt eine Rolle bei der Aktivierung
des NF-kappa-B-Signalweges [93]. Das Geriistprotein verbindet dabei Membranrezeptoren
mit Untereinheiten von NF-kappa-B [94]. CARDI1 ist in Lymphomen héufig mutiert; Lohr
et al. zeigen in 20 % der untersuchten diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphome eine CARD11-
Mutation [95], wie auch Wu et al. in 5,5 % der untersuchten Mantelzelllymphome [93]. Watt
et al. zeigen, dass CARDI11 in Plattenepithelkarzinomen der Haut mit einer Haiufigkeit von
38 % ebenfalls oft mutiert ist. Dabei konnten sie zusétzlich feststellen, dass die Expression
von CARD11 im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe der Haut erhoht ist [94]. Wir
haben eine Mutation in CARD11 in einer Lungenmetastase nach der Behandlung des kolo-
rektalen Karzinoms mittels Chemotherapie detektiert, sowie Amplilfikationen von CARD11
in iiber 40 % der untersuchten kolorektalen Karzinome [51]. Die Bedeutung von Verdnderun-
gen von CARDI11 in kolorektalen Karzinomen ist bisher jedoch wenig erforscht. So bedarf
auch die Auswirkung einer Amplifikation auf die Expression von CARD11 weiterer Unter-

suchungen.
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Die Analyse mittels CNVPanelizers zeigt fiir SOX9 eine heterogen verteilte Amplifikation.
Die qPCR konnte dies nicht eindeutig bestitigen. Fiir drei der untersuchten vier Proben
zeigt die qPCR dhnliche Ergebnisse wie die Analyse mittels CNVPanelizer. Fiir die verblei-
bende Probe, Tumorprobe 3.2.3A, zeigt die qPCR eine Deletion statt einer Amplifikation
an. Moglicherweise liegt bei dieser Probe ein technischer Fehler vor, allerdings zeigen die im
Rahmen der qPCR erstellten Triplikate jeweils vergleichbare Ergebnisse. SOX9 ist mit wei-
teren Genen in die Regulation des Wnt-Signalweges involviert [55]. Dabei ist SOX9 sowohl
ein Zielgen als auch ein Inhibitor des Signalweges [96]. Laut TCGA zeigen 4 bzw. 7 % der
kolorektalen Karzinome SOX9-Mutationen (nicht-hypermutierte bzw. hypermutierte kolo-
rektale Karzinome) [97]. Javier et al. zeigen mit 10,7 % eine etwas hohere Haufigkeit in den
von ihnen untersuchten kolorektalen Karzinomen [98]. SOX9 wird wie andere Zielgene des
Wnt-Signalweges in kolorektalen Karzinomen im Vergleich zum Normalgewebe des Kolons
vermehrt exprimiert [99]. Javier et al. zeigen, dass die Expression sowohl in kolorektalen
Karzinomen mit einer SOX9-Mutation als auch in Wildtyp-Karzinomen erhéht sein kann
[98]. Uber das Vorliegen von Kopienzahl-Verinderungen des SOX9-Gens und iiber daraus
resultierende Folgen ist bisher nichts bekannt. Mutationen von SOX9 liegen héufig in kolo-
rektalen Karzinomen vor, die Bedeutung einer Amplifikation von SOX9 und die mdoglichen

Folgen fiir die Expression miissen jedoch noch untersucht werden.

4.3 Bewertung des methodischen Ansatzes

4.3.1 Einteilung des Tumors

Der in meiner Arbeit untersuchte Tumor wurde in 68 Proben unterteilt. Die fiinf Blocke des
Tumors wurden, wie in den Methoden beschrieben, dabei von oral nach aboral zunéchst in 17
Gruppen eingeteilt. Jede dieser Gruppen wurde in vier Quadranten unterteilt. Dabei wurde
der luminale Teil, die Invasionsfront sowie der rechte und linke Teil des Tumors jeweils als
eine Probe verwendet. Die Einteilung der Quadranten basiert auf Beobachtungen, dass sich
die Invasionsfront von den anderen Teilen des Tumors unterscheiden kann. So haben Jung
et al. gezeigt, dass sich die Expression von nukledrem [-Catenin sowie die Proliferation der
Zellen zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront unterscheiden [100]. Des Weiteren haben
Kosmidou et al. in kolorektalen Karzinomen zwischen Zentrum und Peripherie Unterschiede
in KRAS-Mutationen detektiert [18]. In meiner Arbeit konnten keine Unterschiede zwischen
den Quadranten festgestellt werden, die Invasionsfront unterscheidet sich nicht von den ande-
ren Quadranten. Wichtig ist jedoch, dass durch die gewihlte Probeneinteilung Unterschiede
hétten detektiert werden konnen. Es wurde nur ein Tumor mit friihem Stadium sowie 100

ausgewahlte Gene untersucht, sodass die Aussagekraft moglicherweise zu gering ist.
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Die Analyse des gesamten Tumors, d.h. die Sequenzierung und Rekonstruktion der geneti-
schen Alterationen als dreidimensionale Anordnung wie sie dem Tumor entspricht, ist eine
Besonderheit meiner Arbeit. Die bisher gezeigte Heterogenitit in Tumoren basiert darauf,
dass einige Proben aus unterschiedlichen Regionen eines Tumors untersucht werden. So ha-
ben Kosmidou et al. im kolorektalen Karzinom zwei Proben pro Tumor untersucht, eine aus
dem Zentrum des Tumors und eine aus der Peripherie [18]. Friemel et al. haben im hepa-
tozelluldren Karzinom pro Tumor drei Regionen untersucht [16]. Gerlinger et al. haben in
den zwei zum Nierenzellkarzinom verdffentlichten Arbeiten bis zu elf Regionen pro Tumor
untersucht [14]. In den drei gerade genannten Arbeiten konnte in 44 % (33/75 Tumoren),
22 % (5/23 Tumoren) bzw. 100 % (10/10 Tumoren) der Tumoren Heterogenitit festgestellt
werden |14, 16, 18|. In keinem Fall wurde eine aufeinanderfolgenden Anordnung von Proben,
die den gesamten Tumor einbezieht, analysiert. Die genannten Arbeiten zeigen, dass es auch
moglich ist, mit wenigen untersuchten Regionen Heterogenitit zu detektieren. Jedoch ist
auch die Anzahl der untersuchten Verdnderungen entscheidend, sodass die Arbeiten nicht
direkt verglichen werden konnen. Gerlinger et al. stellen dar, dass die Detektion von hetero-
gen verteilten Verdnderungen mit der Anzahl der untersuchten Regionen steigen kann [14].
Sottoriva et al. haben in ihrer Arbeit neben gréfseren Tumorteilen auch einzelne Krypten
von kolorektalen Karzinomen untersucht. Sie konnten dadurch Informationen zur Tumorent-
stehung gewinnen und gehen davon aus, dass die meisten kolorektalen Karzinome mittels
verzweigter Entwicklung entstehen. Die Heterogenitét innerhalb der kolorektalen Karzinome
entstehe dabei friih in der Entwicklung der Tumoren [19]. Wie oben schon erldutert, ist es
durchaus moglich, dass der im Rahmen meiner Arbeit analysierte Tumor Heterogenitit von
Mutationen beinhaltet und diese durch das gewédhlte Untersuchungsmethode nicht detektiert

wurden.

4.3.2 Next Generation Sequencing mittels PGM™

In meiner Arbeit wurde das Kolonkarzinom mittels gezielter Sequenzierung analysiert. Dabei
wurden 100 ausgewéhlte Gene untersucht. Durch das Verwenden von gezielter Sequenzierung
im Gegensatz zur Sequenzierung des gesamten Genoms oder Exoms kann die Tiefe der un-
tersuchten Regionen erhéht werden [47|. Eine Besonderheit meiner Arbeit ist die sehr hohe
Tiefe, die im Durchschnitt bei 1868 Reads liegt. In vergleichbaren Arbeiten zur Tumorhete-
rogenitat fallt die Tiefe deutlich geringer aus, so liegt sie z.B. bei Gerlinger et al. in den zwei
untersuchten Nierenzellkarzinomen bei 61 bzw. 74 Reads [13|. Durch die hohe Tiefe ist es
moglich, Mutationen mit einer geringen H&ufigkeit sicher zu detektieren. Gleichzeitig wird
bei der gezielten Sequenzierung jedoch nur eine begrenzte Auswahl an Genen untersucht,
was die Aussagekraft bestimmter Analysen einschrinken kann. Sottoriva et al. haben im Ge-
gensatz dazu in ihrer Arbeit das gesamte Genom von kolorektalen Karzinomen sequenziert,

was zusétzliche genetische Informationen bringt [19]. Neben der Tiefe werden alle Liufe der
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Sequenzierung hinsichtlich weiterer Qualitdtsmerkmale ausgewertet. Die sogenannten Run
Reports geben dabei u.a. Aufschluss tiber die Leseldnge, die Beladung der Sequenzier-Chips
und die verwendbaren ITon Sphere Particles. Die analysierten Proben haben, wie in den Ergeb-
nissen beschrieben, eine gute Qualitat erreicht, sodass sie alle in die Auswertung einbezogen
werden konnen, siehe Abschnitt 3.2.1, Seite 31.

In den verschiedenen Arbeiten zur Tumor-Heterogenitit werden unterschiedliche NGS-
Methoden und -Gerite mit unterschiedlichen Starken und Schwichen verwendet. Ein Vorteil
der PGM"ist ihre kurze Laufzeit, die bei ca. 2 Stunden liegt [47]. Die maximale Leselinge
liegt aber mit 200 Basenpaaren im Mittelfeld [47]. Ein Nachteil von PGM "ist die Fehleran-
filligkeit in homopolymeren Sequenzen [48]. Die Verifizierung der mittels PGM " detektierten
Mutationen durch die Sanger-Sequenzierung ist sinnvoll [101] und zeigt, dass viele single
nucleotide variants (SNVs) technische Artefakte der PGM™-Sequenzierung darstellen. Die
Fehler der Sequenzierung mittels PGM und Sanger sind unterschiedlicher Natur, sodass die
Verifizierung von suspekten NGS-Ergebnissen mit Sanger moglich ist [29]. Durch die De-
tektion von falsch-positiven Mutationen werden so die Schwichen von PGM aufgedeckt.
Auferdem hat die Sanger-Sequenzierung ein Limit beziiglich der Sensitivitit von Muta-
tionen < 10 %. Mutationen mit einer geringeren Hé&ufigkeit konnen hingehen durch die
PGM"detektiert werden. In meiner Arbeit wurden durch die Sanger-Sequenzierung alle bis
auf zwei Mutationen (APC p.1367 und TP53 p.175) widerlegt. Alle Mutationen, die nicht
bestitigt werden konnten, liegen in homopolymeren Sequenzen. Sie wurden filschlicherweise
vor der Weiterverwendung der Quelldaten vom Variant Caller der Pipeline nicht herausgefil-
tert. Trotz des Wissens um ihre Lage in homopolymeren Sequenzen wurden sie sicherheits-
halber mit Sanger-Sequenzierung iiberpriift. Durch das systematische Widerlegen solcher
Mutationen kann auf die Uberpriifung in sich anschliekenden Arbeiten verzichtet werden.
Gleichzeitig war es durch den Variant Caller der Pipeline mdoglich, viele der SNVs, die im
Rahmen der Sequenzierung mittels PGM " das erste Mal detektiert wurden, aufzudecken. So
konnten diese vor der Weiterverwendung der Daten ausgeschlossen werden. Aufserdem ist im
Rahmen meiner Arbeit offensichtlich geworden, dass an den Réndern der Amplikons auch
hdufiger Fehler passieren, was eine weitere Schwéiche der verwendeten Methoden darzustellen

scheint.

4.3.3 CNVPanelizer - Kopienzahl-Verianderungen aus gezielter Sequenzierung

Die Analyse der Kopienzahlen mittels CNVPanelizer ist noch neu, es gibt bisher keine Er-
kenntnisse iiber ihre Genauigkeit. Deshalb wurden die Ergebnisse teilweise mittels qPCR
sowie FISH iiberpriift. Die Uberpriifung bestiitigt fiir ausgewihlte Gene die Analyse mittels
CNVPanelizer, zeigt jedoch auch Unterschiede zwischen den Methoden auf. Bisher wurde die
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Analyse von Kopienzahl-Verdnderungen auf Basis von Sequenzierergebnissen v.a. des gesam-
ten Exoms (whole exome sequencing) [102], oder auch des gesamten Genoms (whole genome
sequencing) [103] durchgefiihrt. In meiner Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auch mit
gezielter Sequenziererung funktionieren kann. Problematisch ist hierbei, dass nur einzelne
Abschnitte innerhalb der DNA untersucht werden, die jedoch nicht zusammenhéngen. Die
Amplifikation der untersuchten DNA-Abschnitte kann deshalb die Analyse von Kopienzahl-

Verdnderungen erschweren [47].

Die qPCR ist der Goldstandard in der Analyse von Genexpression. Die Methode ist kosten-
giinstig und weit verbreitet |104]. Die Analyse von Kopienzahl-Verdanderungen mittels gPCR
ist noch nicht geldufig, findet aber immer wieder Verwendung. Sie wurde 2010 von D’haene
et al. [22] sowie Weaver et al. beschrieben [23]. Die Planung des Versuches ist fiir eine erfolg-
reiche qPCR wichtig. Werden, wie in meiner Arbeit, fiir ein Gen mehrere Proben verglichen,
sollten diese alle wihrend eines Laufes analysiert werden. Denn nur so kénnen Unterschiede
eines Gens zwischen verschiedenen Laufen vermieden werden [104]. In meiner Arbeit wurde

Q—AACt

der Ansatz zur Berechnung der relativen Anderung im Vergleich zum Normalgewebe

verwendet [105].

FISH wird routineméifig fiir die Diagnostik einiger Tumoren angewendet und ist ein gut
etabliertes Verfahren. Sie zeigt als einzige hier verwendete Methoden die Verdnderungen
auf Zellniveau und kann somit auch Heterogenitét zwischen Zellen innerhalb einer Probe
aufzeigen. Zusatzlich kann iiberpriift werden, ob das Zentromer des Chromosoms, auf dem
das zu untersuchende Gen liegt, ebenfalls verdndert vorliegt. In mehreren Arbeiten wurde
FISH zur Analyse von Kopienzahl-Verdnderungen eingesetzt; so weisen Italiano et al. [86|
sowie Han et al. |[82] mittels FISH Amplifikationen in kolorektalen Karzinomen nach. Die
Verwendung zur Detektion von intratumoraler Heterogenitit ist noch selten, wurde jedoch

u.a. von Stahl et al. fiir die Analyse von Magenkarzinomen [17] durchgefiihrt.

Meine Arbeit geht iiber die reine Detektion von Heterogenitit hinaus. Das Untersuchen
des gesamten Tumors ldsst auch Riickschliisse auf die Entstehung des Tumors zu. Durch das
Projizieren der Ergebnisse der Kopienzahl-Verdnderungen auf die eingescannten HE-Schnitte
konnte eine dreidimensionale Rekonstruktion des Tumors angefertigt werden. So konnte ge-
zeigt werden, dass der Tumor sich aus zwei Clustern zusammensetzt, die sich entlang der

oral-aboralen Achse erstrecken.

Die Untersuchung des Kolonkarzinomes mittels PGM und CNVPanelizer hat gut funktio-
niert. Die beiden Methoden eigenen sich somit zu Detektion von intratumoraler Heterogenitét
auf Ebene der Mutationen bzw. Kopienzahl-Verdnderungen. Allerdings ist die Verifizierung
mit weiteren, unabhingigen Methoden im Rahmen meiner Arbeit ein wichtiger Bestandteil
gewesen. Es ist davon auszugehen, dass die Durchfithrung der Verifizierungen bei der Analyse

weiterer Tumoren erneut notig ist.

— 80 —



4 Diskussion

4.4 Ausblick

Im Rahmen meiner Arbeit wird ein Kolonkarzinom sehr detailliert in 68 Proben unterteilt.
Diese Einteilung ist bisher einzigartig und erlaubt in Verbindung mit den HE-Schnitten
der Proben eine dreidimensionale Rekonstruktion des Tumors und der Ergebnisse. Der un-
tersuchte Tumor zeigt zwei klonale Hotspot-Mutationen (APC p.1367 und TP53 p.175),
klonale Kopienzahl-Verdnderungen und heterogen verteilte Kopienzahl-Verdnderungen. Der
Tumor lasst sich anhand der Kopienzahl-Verdnderungen in zwei Cluster einteilen, die sich in
der 3D-Rekonstruktion als rdumlich getrennt erweisen. Die Arbeit zeigt, dass Unterschiede
der Kopienzahl-Verdnderungen innerhalb eines Kolonkarzinoms vorliegen kénnen. Die Er-
gebnisse heben sich jedoch von anderen Untersuchungen in kolorektalen Karzinomen ab, die
deutlich mehr Heterogenitét, auch in Hotspot-Mutationen, nachweisen konnten. Im Rahmen
meiner Arbeit wird ein frithes Stadium eines Kolonkarzinoms untersucht, was eine Ursache
fiir die geringe Heterogenitit bieten kann. Deshalb wire es sinnvoll, ein Kolonkarzinom eines
spateren Stadiums auf die hier gezeigte Art und Weise zu untersuchen. Zusétzlich sollten
weitere Aspekte wie die Morphologie und Gen-Expression untersucht werden. Zudem ist es
moglich, bei spéteren Stadien die dazugehdrigen Metastasen zu untersuchen und somit ggf.
Heterogenitét zwischen den verschiedenen Tumorldsionen zu detektieren. Auch andere Me-
thoden der DNA-Gewinnung wie die liquid biopsy oder die Entnahme mehrerer Biopsien im
Verlauf einer Erkrankung, besonders bei dem Auftreten eines Rezidives, sind Moglichkeiten,

um weitere Informationen iiber die Entstehung von Tumor-Heterogenitit zu erlangen.
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