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2. Abkirzungsverzeichnis

Abklrzung Beschreibung

AAPC Attenuierte Familidre Adenomatdse Polyposis

ANOVA Methode: Univariate Varianzanalyse (Analysis of Variance)

APC Gen: Adenomatosis Polyposis Coli

bp Basenpaar (aus komplementaren Nukleotiden)

CA2 Gen: Carbonic Anhydrase I

cDNA Copy-DNA (wird mittels der reversen Transkriptase aus RNA
synthetisiert)

CED Chronisch entzindliche Darmerkrankung

CEA Tumormarker: Carcino-Embryonales Antigen

CGH Methode: Comparative Genomic Hybridisation; vergleichende

genomische Hybridisierung zur Untersuchung genetischer

Veranderungen

CIMP CpG-Insel-Methylator-Phanotyp

CIMP-H CpG-Insel-Methylator-Phanotyp mit hoher Methylierung

CIMP-L CpG-Insel-Methylator-Phanotyp mit niedriger Methylierung

cRNA Copy-RNA (die komplementar zur cDNA)

Cy3 und Cy5 Wasserldslicher, synthetischer, organischer Farbstoff (Cy3 ist grtn,
Cy5 rdtlich)

DCC Gen: Deleted in Colorectal Cancer

DNA Desoxynukleinséure

DEG Differentiell exprimiertes Gen

DPC4 Gen: Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus 4

EGFR Gen: Epidermal-Growth-Factor-Receptor

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer

EU Europaische Union

FAP Familiare Adenomatdse Polyposis

FFPE Formalin fixiert, Paraffin eingebettet

FJP Familiare Juvenile Polyposis Coli

FOLFIRI Therapieschema zur adjuvanten Chemotherapie des kolorektalen

Karzinoms mit den Wirkstoffen Folinsaure (Leucovorin),

Fluorouracil (5-FU) und Irinotecan
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5-FU
GEO

GSPT2
HER2/neu
HMPS
HNPCC
HOXA9
HPCS
KRAS
KRK
LOH
MAP
MCC
mMiRNA
MMR
MLH1

MSH2

MSH3

MSH6

MSI
MSI-H
MSI-L
MSS
MUTYH
MYC

LAPTM4b
p53
PCA

Fluorouracil / 5-Fluoruracil

Gene Expression Omnibus (Offentliche Datenbank fiir funktionelle
genomische Daten)

Gen: G1 to S Phase Transition 2

Gen: Epidermal Growth Factor Receptor 2
Hereditary-Mixed-Polyposis Syndrome

Hereditares Nicht Polyp&ses Kolorektales Karzinom

Gen: Homeobox Protein Hox-A9

Hyperplastic Polyposis Coli Syndrome

Gen: Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog

Kolorektales Karzinom

Loss of Heterozygosity

MUTHY assoziierte Polyposis

Gen: Mutated in Colorectal Cancer

Micro RNA (kurze, hoch konservierte, nicht kodierende RNA)
Mismatch-Repair (DNA-Reparatursystem)

Gen: MutL homolog 1 (kodiert fur das Protein MLH1, welches Teil
des Mismatch-Repair-Systems ist)

Gen: MutL homolog 2 (kodiert fur das Protein MLH2, welches Teil
des Mismatch-Repair-Systems ist)

Gen: MutL homolog 3 (kodiert fur das Protein MLH3, welches Teil
des Mismatch-Repair-Systems ist)

Gen: MutL homolog 6 (kodiert fr das Protein MLH6, welches Teil
des Mismatch-Repair-Systems ist)

Mikrosatelliteninstabilitat

Hoch-mikrosatelliteninstabil

Niedrig-mikrosatelliteninstabil

Mikrosatellitenstabilitat

Gen: MutY Homolog (E. coli)

Gen: Benannt nach der Myelocytomatose, einer Viruserkrankung
von Vogeln, bei der MYC als erstes beschrieben wurde

Gen: Lysosome-associated Protein Transmembrane 4 beta

Gen: Benannt nach der scheinbaren Molekularmasse von 13 kDa

Methode: Principal Component Analysis
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PJS
PMS1

PMS2

RNA
Robo1l
RTqg-PCR

SNP

TME
TNM

uICC

Peutz-Jeghers-Syndrom

Gen: Postmeiotic Segregation Increased 1 (S. cerevisiae) (kodiert
fur das Protein PMS1, welches Teil des Mismatch-Repair-Systems
ist)

Gen: Postmeiotic Segregation Increased 2 (S. cerevisiae) ( kodiert
fur das Protein PMS2, welches Teil des Mismatch-Repair-Systems
ist)

Ribonukleinsare

Gen: Roundabout homolog 1

Real-Time-quantitative-PCR (PCR-Methode, die die Amplifikation
und gleichzeitige Quantifizierung von Nukleinsauren ermoglicht)
Single Nucleotide Polymorphism (Variationen einzelner
Basenpaare in einem DNA-Strang)

Total mesorektale Exzision

Facettenklassifikation, die der Stadieneinteilung von malignen
Tumoren dient. Die Kategorie T (Tumor) beschreibt die
Ausdehnung des Primartumors, N (Nodus/Lymphknoten) das
Fehlen bzw. Vorhandensein von regionaren
Lymphknotenmetastasen und M (Metastasen) das Fehlen bzw.
Vorhandensein von Fernmetastasen

Union for International Cancer Control



3.  Einleitung und Stand der Forschung

Das kolorektale Karzinom ist mit einer Inzidenz von ca. 70 000 Patienten / Jahr und
einer Mortalitatsrate von circa 30 000 Patienten / Jahr weiterhin einer der haufigsten
malignen Tumore in Deutschland. Unter leitliniengerechter, multimodaler Therapie
mit onkologischer Resektion versterben heute immer noch bis zu 47 % aller
Patienten tumorbedingt im Verlauf ihrer Erkrankung (Husmann et al. 2010). Bei
derzeit prognostisch nahezu ausgereizten chirurgischen Therapiestrategien stellen
die Identifikation und Validierung a) neuer molekularer Angriffspunkte fur die
medikamentése Tumortherapie (Targets), b) neuer Marker fir die individuelle
Vorhersage der Vertraglichkeit und des Ansprechens der medikamentbsen
Tumortherapie und c) neuer individueller Prognosemarker, aktuelle Heraus-
forderungen fur die Tumorforschung dar. Mit der Entwicklung von Microarrays Mitte
der 90er Jahre wurde eine Technologie geschaffen, mit der die Expression von
anfanglich hunderten und zuletzt zehntausenden von Genen simultan analysiert
werden kann und damit die Korrelation vom Phé&notyp einer Erkrankung mit dem
molekularen Profil, dem Genotyp, erméglicht (Dangond et al. 2000; Mahadevappa et
al. 1999).

3.1. Das kolorektale Karzinom

3.1.1. Epidemiologie & Atiologie

Definitionsgemal} gelten Tumore als Kolonkarzinome, deren aboraler Rand bei der
Messung mit dem starren Rektoskop mehr als 16 cm von der linea dentata entfernt
liegt. Da anatomisch keine scharfe Grenze am Ubergang vom Rektum zum Sigma
besteht und die Hohe der peritonealen Umschlagfalte individuell variiert, ist fur die
Definition des Rektumkarzinoms entscheidend, dass der untere Tumorrand weniger
als 16 cm zur linea dentata misst (Dielding et al. 1991; Soreide et al. 1997). Von den
Karzinomen entfallen 69 % auf das Kolon und 31 % auf das Rektum (Coates et al.
1995). Nach der WHO werden das Adenokarzinom, welches mit Gber 90 % den
groten Anteil ausmacht, das muzindse Karzinom (Gallertkarzinom), das
Siegelringzellkarzinom, das medullare Karzinom, das adeno-squamoése Karzinom,
das kleinzellige Karzinom, das Plattenepithelkarzinom und das undifferenzierte
Karzinom unterschieden (Hamilton et al. 2000). Mit einer Inzidenz von ca. 37 000 fur
Manner und ca. 36 000 fur Frauen pro Jahr und einer Mortalitatsrate von ca. 30 000
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pro Jahr in Deutschland ist das KRK einer der haufigsten malignen Tumoren und fur
beide Geschlechter die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache. Das Lebens-
zeitrisiko fur einen Deutschen, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, betragt
ca. 6 %, das Risiko, daran zu versterben 2,5 - 3 %. Im Gegensatz zur Stagnation der
Inzidenz nimmt die Sterberate fir beide Geschlechter ab (Husmann et al. 2010). Im
internationalen Vergleich findet man die hochsten Inzidenzraten in Europa,
Nordamerika und Australien. Die niedrigsten Erkrankungsraten werden in Afrika,
Asien und Lateinamerika verzeichnet (Karsa et al. 2010). Unter den EU-Landern liegt
die Inzidenz fir Manner in Polen und Frankreich am héchsten, fir Frauen in
Luxemburg und Belgien. VerhaltnismaRig niedrige Erkrankungsraten finden sich in
Griechenland, Finnland, Spanien und der Schweiz. Die Inzidenz in Deutschland liegt
im mittleren Drittel (Husmann et al. 2010).

Neben den bekannten exogenen Risikofaktoren, wie einer kalorienreichen sowie
ballaststoffarmen Kost mit hohem Anteil an tierischen Proteinen und Fetten, einem
erhohten Korpergewicht, sowie einer geringen korperlichen Aktivitat und sitzender
Tatigkeit, die mit dadurch assoziierten genetischen Alterationen fir die Entstehung
des sporadischen KRK verantwortlich gemacht werden kénnen (Almendingen et al.
2001; Norat et al. 2002), laRt sich bei bis zu 20 % aller kolorektalen Karzinome eine
familiare Haufung nachweisen, was entweder einen genetischen Hintergrund oder
eine gemeinsame Exposition der Familienangehdrigen bezlglich externer
Risikofaktoren oder eine Kombination von beidem nahelegt (Fuchs et al. 1994;
Haggar et al. 2009). Vor allem beim frihzeitigen Auftreten kolorektaler Karzinome,
das hei3t vor dem 40. Lebensjahr, spielen genetische Pradispositionen eine
entscheidende Rolle, was sich zumeist auch in einer erhéhten familidren Belastung
widerspiegelt. Zu den haufigsten hereditaren Prakanzerosen zéhlen die autosomal
dominant vererbte Familidre Adenomatése Polyposis Coli (FAP) und das
nichtpolypdse kolorektale Karzinom (HNPCC). Das HNPCC Syndrom ist fur ca.
2 - 7 % aller kolorektalen Karzinome verantwortlich (Katballe et al. 2002; Lamberti et
al. 2006; Lynch et al. 2003), die FAP hingegen nur fur etwa 1 % aller kolorektalen
Karzinome (Gibbons et al. 2010). Erbliche Syndrome wie das Peutz-Jeghers-
Syndrom, die juvenile Polyposis Coli, das Turcot-Syndrom, das Muir-Torre-Syndrom
und das Cronkhite-Canada Syndrom scheinen zwar auch fur die Entstehung des
kolorektalen Karzinoms zu pradisponieren, sind jedoch aufgrund ihres seltenen

Auftretens von untergeordneter Bedeutung. Ein weiterer endogener Risikofaktor ist
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das Vorliegen einer CED. Patienten mit Colitis Ulcerosa weisen ein erhéhtes Risiko
fur ein KRK auf. In einer Metaanalyse betrug das kumulative Karzinomrisiko bei
Pancolitis Ulcerosa 2 % nach zehn Jahren, 9 % nach 20 Jahren und 18 % nach
30 Jahren (Eaden et al. 2001). Beim Morbus Crohn ist ebenfalls von einem erhéhten
Karzinomrisiko auszugehen, welches mit einer zwei- bis dreifachen Erhéhung im
Vergleich zum Risiko bei der Colitis Ulcerosa geringer eingeschatzt wird (Laukoetter
et al. 2010).

3.1.2. Therapie & Prognose

Die chirurgisch-onkologisch radikale Resektion ist bis heute das einzige potenziell
kurative Therapieverfahren fur das kolorektale Karzinom. Das operative Vorgehen
umfasst dabei die Resektion des Tumor tragenden Darmabschnitts mit zentraler,
radikularer Ligatur der regionar versorgenden Arterien und Venen und die En-bloc-
Entfernung des regionaren Lymphabflussgebietes. Das Ausmald der Darmresektion
wird durch die Resektion der versorgenden Gefal3e und das hierdurch definierte
Lymphabflussgebiet vorgegeben. Liegt der Prim&rtumor zwischen zwei zentralen
Gefallen, werden beide mit entfernt. An dem Versorgungsgebiet der radikular
durchtrennten Gefale orientiert sich das Resektionsausmal3, welches jedoch
aufgrund des regionaren Lymphabflussgebietes mindestens 10 cm beidseits des
Tumors betragen sollte (Fielding et al. 1991; Goligher et al. 1984). Bei der Chirurgie
des Rektumkarzinoms stellt neben der radikuldren Ligatur der A. mesenterica inferior
die En-bloc-Entfernung des Mesorektums, die totale mesorektale Exzision (TME),
eine der entscheidenden Saulen fur die radikale Resektion dar, da Rektumkarzinome
typischerweise schon frihzeitig extramurale Satellitenmetastasen im Mesorektum
bilden (Heald et al. 1982a; Heald et al. 1982b). Das Rektumkarzinom wird je nach
Tumorlokalisation und -gro3e klassischerweise durch die kontinenzerhaltende tiefe
anteriore oder intersphinktare Rektumresektion und die abdomino-perineale
Rektumexstirpation jeweils mit TME radikal reseziert, wobei bei Vorliegen
sogenannter low-risk-Rektumkarzinome (pT1, G1-2, LO, VO, MO) eine lokale
transanale chirurgische Tumorexzision in kurativer Absicht vertretbar ist (Schmiegel
et al. 2010).

Bis zur Mitte der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts war die kurativ intendierte
Behandlung des kolorektalen Karzinoms, wie auch anderer solider Tumore, ein

monomodales Therapiekonzept. Die Prognose der Patienten mit einem KRK konnte
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bis dahin therapeutisch ausschliel3lich durch die chirurgische Technik beeinflusst
werden (Turnbull et al. 1967). Mit dem Nachweis einer Verbesserung des Uberlebens
beim Kolonkarzinom durch eine adjuvante Chemotherapie (Wolmark et al. 1988) und
beim Rektumkarzinom durch eine adjuvante kombinierte Radiochemotherapie
(Fisher et al. 1988) wurde die Ara der multimodalen Therapie beim KRK eingelautet.
Die Entwicklung neuer Substanzen fihrte zu einer besseren Vertraglichkeit und
einem weiter verbesserten 5-Jahresiuberleben beim Kolon- und Rektumkarzinom.
Durch Etablierung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie konnte zudem die
Problematik der hohen Rate an lokalen Rezidiven im kleinen Becken nach
Resektionen von Rektumkarzinomen verringert werden (Sauer et al. 2004).

Um das Risiko fur ein Tumorrezidiv abschéatzen zu kénnen und entscheiden zu
kénnen, ob eine Indikation flr eine adjuvante Therapie besteht, werden die Patienten
anhand der pathologischen und Kklinischen Ausbreitung des Tumors klassifiziert.
Bereits in den 30er und 40er Jahren des letzten Jahrhunderts untersuchten Dukes et
al. den Zusammenhang zwischen pathologischen Charakteristika und der Prognose
von Patienten mit einem Rektumkarzinom. Das Ergebnis war die Dukes-
Klassifikation, die im Original (Dukes et al. 1932) und in modifizierter Version (Astler
et al. 1954; Kirklin et al. 1949; Turnbull et al. 1967) bis heute Anwendung findet. In
Deutschland hat sich die TNM-Klassifikation der UICC durchgesetzt, die im
wesentlichen Uber die Infiltrationstiefe in die Darmwand bzw. die Infiltration
angrenzender Strukturen (T), die Anzahl der befallenen Lymphknoten (N) und das
Auftreten von Fernmetastasen (M) die Tumorausbreitung und die Prognose
abschéatzt (Denoix et al. 1959; Sobin et al. 2010). Die postoperative Tumorformel ist
ein wichtiger prognostischer Faktor und stellt Gber die Verknlpfung eines definierten
Tumorstadiums mit einer statistischen Uberlebenswahrscheinlichkeit auch einen
ersten Schritt in Richtung individualisierter Therapie dar.

Nach einer kompletten Entfernung des Tumors in kurativer Absicht (RO-Resektion)
werden unter Einsatz der multimodalen Therapie in Abhangigkeit vom Tumorstadium
Funfjahrestberlebensraten zwischen 97 % (UICC 1) und 73 % (UICC lll) bei einem
Gesamtuberleben von 71 % erzielt (Andreoni et al. 2007). Verbleiben postoperativ
mikroskopische (R1) oder makroskopische Tumorreste (R2) im Patienten, so sinkt
die Funfjahrestberlebensrate auf 4,3 % bzw. 10,7 % (Hermanek et al. 1997).

Die derzeit gebrauchliche Beurteilung der Prognose anhand der TNM-Klassifikation

wird jedoch trotz regelmaRiger Anpassungen nur unzureichend dem biologischen
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Verhalten und somit den individuell variierenden Krankheitsverlaufen gerecht. Als
Gruppenklassifikation kann sie nur Patienten einer dem Gruppendurchschnitt
entsprechenden Funfjahresiberlebensrate zuordnen, aber nicht das individuelle
Risiko fur ein Tumorrezidiv voraussagen.

Auf der Suche nach unabhangigen Prognoseparametern wurden zahlreiche
histopathologische Veranderungen, wie z. B. der histologische Differenzierungsgrad,
Veneneinbriche, Lymphgefal3- und Perineuralscheideninvasion, die histologische
Beschaffenheit des Tumorrandes und das Ausmal3 der peritumorésen lymphozytéren
Infiltration beschrieben. Auch wenn innerhalb der Studien ein UICC-Stadien
unabhangiger prognostischer oder pradiktiver Wert gezeigt werden konnte, steht eine
externe Validierung der Parameter fur den taglichen Gebrauch aus (Compton et al.
2003). Tumor-, Patienten- und Behandlungs-assoziierten Kriterien, wie die
Lokalisation des Primartumors, Tumorileus / Tumorperforation, das Geschlecht des
Patienten, die Technik der Tumormobilisation, die intraoperative Tumorzell-
dissemination, der Chirurg und die Erfahrung der behandelnden Klinik scheinen
ebenfalls prognostisches Potential zu besitzen und stellen beispielsweise in der
Situation des Kolonkarzinoms im Stadium UICC Il mit Kolonperforation oder lleus
eine Entscheidungshilfe zu Gunsten einer adjuvanten Chemotherapie dar (Hermanek
et al. 1997; Schmiegel et al. 2010).

Neben neuen und etablierten histopathologischen und anderen Parametern wurden
in zahlreichen Studien molekulare Marker mit diagnostischem, pradiktivem,
prognostischem und therapeutischen Potenzial beschrieben, deren klinische
Relevanz mdoglich bis wahrscheinlich ist, aber in unabhangigen Studien noch
bestéatigt werden muss. Die potenziell relevanten molekularen Marker umfassen
Onkogene, Tumorsuppressorgene, Angiogenese-, Adhasions-, Apoptosefaktoren,
Proteasen, Proteaseinhibitoren sowie die entsprechenden Rezeptoren. Zu den am
besten untersuchten prognostischen und pradiktiven Faktoren gehdren der Verlust
der Heterozygotie am Chromosom 18q, die Mutation von p53, die KRAS-Mutation,
die Mikrosatelliteninstabilitdét und die Thymidilatsynthase. Obwohl sich fir einige
Gene und Genprodukte Alterationen in kolorektalen Karzinomen regelmafig
nachweisen lie3en, blieb deren prognostische Relevanz aufgrund uneinheitlicher
Studienergebnisse letztendlich ungeklart. So =zeigten Studien widersprichliche
Ergebnisse fur den prognostischen Wert von KRAS-Mutationen (Andreyev et al.

2001; Andreyev et al. 1998; Ince et al. 2005), zur prognostischen Relevanz von p53
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(Munro et al. 2005) sowie der sogenannten Loss-of-Heterozygosity von Chromosom
18g (Popat et al. 2005; Popat et al. 2007). In zahlreichen Studien konnte eine
signifikante Korrelation des krankheitsfreien Uberlebens bzw. des Gesamtiiberlebens
mit einer erhdhten Expression der Thymidilatsynthase, einem der am besten
evaluierten prognostischen Marker fur 5-FU. Jedoch ist im Hinblick auf die
Heterogenitat der vorliegenden Studien und dem damit verbundenen Bias eine
Ubertragung der Ergebnisse in die klinische Situation nur eingeschrankt méglich
(Popat et al. 2004). Zudem konnten aktuellere retrospektive Analysen keine
prognostischen Wertigkeit von TYMS beim KRK herausarbeiten (Koopman et al.
2009). Andere Ansatze haben versucht, durch Kombination verschiedener
molekularer Marker bei Patienten mit einem Kolonkarzinom im UICC Stadium III und
bei Patienten im UICC Stadium Il mit einem erhéhten Rezidivrisiko ("High Risk®) die
Prognose durch Indikatoren eines fortgeschrittenen Tumorstadiums, einer
aggressiven Tumorbiologie, einer gesteigerten Proliferation, einer gesteigerten
Migration und Invasivitat und aus Indikatoren einer verminderten Apoptose
abzuschatzen (Watanabe et al. 2001). Jedoch steht auch hier die Validierung fur den
klinischen Gebrauch aus.

Unter der Plethora analysierter molekularbiologischer prognostischer Marker wurde
bisher lediglich die Bestimmung des CEA-Serumspiegels in die Klinik Gbertragen, die
nach Empfehlungen des American Joint Committee aus dem Jahr 2000, das
etablierte, auf den TNM Kategorien basierende, Stadieneinteilungssystem fir das
kolorektale Karzinom erganzen soll (Compton et al. 2000; Compton et al. 2000;
Hermanek et al. 1997). Als Beispiel fur einen pradiktiven Marker mit klinischem
Einsatz ist die Bestimmung des Mutationsstatus des KRAS-Gens im Tumorgewebe
zur Abklarung des Ansprechens einer Antikdrper basierten EGFR-Rezeptorblockade
hervorzuheben.

In der Zusammenfassung stellt weiterhin die TNM-Klassifikation die Basis zur
Abschatzung der Prognose und zur Therapieplanung des KRK dar, molekulare
Marker spielen noch eine untergeordnete Rolle. Unter den zahlreichen Markern mit
potentiell pradiktivem und prognostischem Wert gibt es jedoch vielversprechende
Ansétze, die die Identifikation von Risikogruppen innerhalb der UICC-Stadien als
auch unabhangig von den etablierten Klassifikationen in Zukunft erlauben kdénnten.
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Kenntnis, Untersuchung und Nutzung

der molekularen Veranderungen eine wichtige Voraussetzung fur das Verstandnis
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der Karzinogenese und damit fir die Entwicklung neuer diagnostischer,

prognostischer und therapeutischer Ansétze fir die Behandlung des KRK darstellen.

3.1.3 Molekulare Pathogenese

Die sequenzielle Entwicklung vom normalen Epithel Uber den adenomatésen
Polypen und das Adenom mit intraepithelialer Neoplasie (Dysplasie) bis zum
invasiven kolorektalen Karzinom wurde erstmals 1951 von Jackmann et al.
beschrieben und galt lange Zeit als das Progressions-Modell fiir die Mehrheit der
KRK (Jackman et al. 1951). Analog konnte auf molekularer Ebene gezeigt werden,
dass Adenome Uber eine Inaktivierung des APC-Gens initiiert und die
Tumorprogression durch linear sequenzielle molekulare Alterationen vorangetrieben
werden (Vogelstein et al. 1988). Dieser spater als sogenannter Gatekeeper Pathway
beschriebene Mechanismus umfasst Gene mit Zellzyklus regulierender Funktion,
auch sogenannte Protoonko- und Tumorsuppressorgene (Kinzler et al. 1997;
Lengauer et al. 1998). Durch Mutation von Protoonkogenen entstehen Onkogene,
die eine abnorm gesteigerte Zellproliferation und das autonome Wachstum der Zelle
induzieren. Da dieser Effekt bereits durch Mutation eines der beiden Allele eintritt,
handelt es sich um einen dominanten Wirkungsmechanismus. Typischerweise
zeigen die sporadischen Karzinome des Gatekeeper Pathways Allelverluste auf dem
kurzen Arm von Chromosom 8 und 17 und auf dem langen Arm von Chromosom 5,
18 und 22, die mit den genannten Genmutationen assoziiert sind. Aufgrund dieser
chromosomalen Instabilitat (CIN) werden die genetischen Alterationen auch als CIN-
Phéanotyp zusammengefasst. Eines der bekanntesten Onkogene ist KRAS.
Genprodukte von Tumorsuppressorgenen schiitzen die Zelle vor maligner Entartung,
indem sie in genetisch veranderten Zellen die Apoptose einleiten und somit negativ
regulierend auf die Zellproliferation wirken. Zum Funktionsverlust von Tumor-
suppressorgenen kommt es erst durch die Mutation bzw. Verlust beider Allele,
weshalb auch von einem rezessiven Wirkungsmechanismus gesprochen wird. Die flr
die Genese des Kolonkarzinoms wichtigsten Tumorsuppressorgene sind das p53,
das DCC, das MCC und das APC-Gen. Kommt es also beim einem Gatekeeper zur
Akkumulation von Mutationen nach dem Modell von Vogelstein (Kinzler et al. 1997)
oder zu einer Anderung epigenetischer Regulationsmechanismen der Expression
(z. B. durch DNA-Methylierung) (Jubb et al. 2001), hat dies einen Ausfall der

Proliferationskontrolle und somit eine klonale Expansion von Zellen als
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Ausgangspunkt der malignen Transformation zur Folge. Dabei ist die Mutation des
Tumorsuppressorgens APC, welches Uber Vermittlung des proteosomalen Abbaus
von B-Catenin mal3geblich dessen intrazellulare Konzentration reguliert (Munemitsu
et al. 1995), ein Schllsselereignis des Gatekeeper Pathway (Bodmer et al. 1987;
Groden et al. 1991). Dieser Pathway wird bei ungefahr 85 - 90 % der sporadischen
kolorektalen Karzinome beschritten und ist bei den hereditaren KRK fir die
autosomal-dominant vererbte familidre adenomattse Polyposis Coli (FAP), bei der
eine Keimbahnmutation des APC-Gens zugrunde liegt, verantwortlich. Im Jahre 2002
wurde eine weitere hereditare Polyposis-Form beschrieben, die dem CIN-Phéanotyp
zugeordnet wird. Dabei handelt es sich um die autosomal-rezessiv vererbbare
MUTYH-assoziierte Polyposis mit einer Mutation des MUTYH-Gens auf
Chromosom 1, welche in die DNA-Reparatur involviert ist (de Miranda et al. 2009).
Neben dem APC-Gen, welches bei 35 - 80 % aller sporadischen Karzinome und bei
29 - 63 % der sporadischen Adenome mutiert ist, sind zahlreiche weitere Tumor-
suppressorgene (u.a. MCC, DCC, DPC4 und p53) und Protoonkogene (u.a. KRAS,
MYC und HER2/neu) uUber diverse Signalwege in die Genese des kolorektalen
Karzinoms involviert. Beispielsweise werden Mutationen des KRAS-Gens in etwa
10 % der Adenome kleiner als 1 cm, in 40 - 58 % der Adenome grof3er als 1 cm und
in 47 - 60 % der KRK beschrieben (Vogelstein et al. 1988).

Neben dem Gatekeeper Pathway entstehen etwa 10 - 15 % aller sporadischen KRK
Uber einen alternativen Mechanismus, den sogenannten Caretaker Pathway, bei
dem es mutationsbedingt zu Funktionsstorungen von DNA-Reparaturenzymen
(MMR) kommt, die wéahrend der Replikation entstandene Basenfehlpaarungen
korrigieren (Kinzler et al. 1997). Die Mutationen in den MMR-Genen (hMLH1,
hMSH2, hPMS1, hPMS2, hMSH3, hMSH6) kdnnen spontan wie im Fall des
sporadischen KRK auftreten oder autosomal dominant vererbt werden (HNPCC-
Syndrom) (Lynch et al. 2003). Eine Inaktivierung der MMR-Gene flihrt zu einer
Akkumulation von Mutationen in Protoonko- und Tumorsuppressorgenen, wodurch
die betroffene Zelle einen malignen Phanotyp entwickelt. Neben den resultieren
Mutationen innerhalb kodierender Sequenzen kommt es charakteristischerweise
auch zu Veranderungen in repetitiven Sequenzelementen nichttranskribierter
Bereiche des Genoms, den sogenannten Mikrosatelliten, die etwa 10 % des
humanen Genoms ausmachen. Die Alterationen zeigen sich in der DNA der

Tumorzellen als Veranderung der Lange der repetitiven Sequenz im Vergleich zur
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DNA aus gesundem Gewebe desselben Patienten. Diese Langendifferenz wird auch
als Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) bezeichnet. Dieses auch als MSI-Phanotyp
bezeichnete Charakteristikum wird beim HNPCC-Syndrom in 80 - 90 % aber auch in
10 - 15 % der sporadischen kolorektalen Karzinome beschrieben (de la Chapelle et
al. 2010; Liu et al. 1995).

Neben dem CIN- und MSI-Phanotyp wurde als dritter verantwortlicher Mechanismus
fur die Tumorprogression beim KRK die fehlerhafte DNA-Methylierung von Cytosin-
Guanin(CpG)-reichen Promotor-Regionen bzw. -Inseln definierter Gene, unter
anderem zahlreicher Tumorsuppressorgene, beschrieben. Durch die aberrante DNA-
Methylierung der CpG-Inseln, die die Transkription vor allem von Reparaturgenen
(z. B. hMLH1) regulieren, kommt es zum ,Abschalten” (Silencing) der Transkription
der betroffenen Gene (Toyota et al. 1999), was im Fall von MMR-Genen zum
Auftreten von MSI fuhrt. Dieser Weg wird unter dem Begriff des CIMP-Pathway
zusammengefasst (Kondo et al. 2004). Ahnlich wie bei der Mikrosatelliteninstabilitét
lassen sich ein CIMP-Phanotyp mit einer hohen (CIMP-H) und einer niedrigen
Methylierung (CIMP-L) unterscheiden. Uber die Rolle des CIMP fiir das KRK existiert
eine kontroverse Diskussion. Wahrend Toyota et al. die fehlerhafte Methylierung als
alternatives und eigenstandiges Progressionsmodell fir das KRK beschrieben
(Toyota et al. 1999), zeigen neuere Arbeiten eine Normalverteilung des CIMP Uber
das KRK ohne Betonung bestimmter Subgruppen und stellen den CIMP als
eigenstandigen Signalweg in Frage (Hawkins et al. 2002; Yamashita et al. 2003).

Der serratierte Phanotyp mit Entwicklung des Adenokarzinoms aus einem
serratiertem Polypen wurde als ein weiterer distinkter Subtyp des KRK erstmalig
2000 beschrieben (Yao et al. 2000) und ist mittlerweile ein akzeptierter alternativer
Karzinogeneseweg zur Adenom-Karzinom-Sequenz (Makinen et al. 2001). Der
serratierte Phanotyp kann bei 7,5 % aller KRK nachgewiesen werden (Makinen et al.
2007) und unterscheidet sich pathohistologisch und auch auf molekularer Ebene vom
klassischen Adenom. Aufgrund morphologischer und molekulargenetischer
Charakteristika werden nach Jass drei Typen des serratierten Phanotyps mit
distinkten prognostischen und molekularen Charakteristika unterschieden, die
zusammen mit dem CIN- und dem MSI-Phanotyp, mit nicht serratierten, klassischen
Adenomen als Vorstufe, eine Klassifikation des KRK auf dem Boden klinischer,
morphologischer und molekularer Kriterien mit funf Subgruppen vorschlagt (Jass et

al. 2007). Somit hat sich das lange bestehende Bild des kolorektalen Karzinoms als
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eine morphologisch und molekular homogene Tumorentitat im Laufe der letzten
20 Jahre deutlich gewandelt. Die Deutung und der Impact der neuen molekularen
Erkenntnisse fur die Diagnostik und Therapie des KRK sind Gegenstand der

aktuellen Forschung.

3.2. Genexpressionsanalyse - Gene Expression Profil  ing

Durch die moderne Molekularbiologie lassen sich globale als auch detaillierte
molekulare Veranderungen im Rahmen der Tumorprogression darstellen, was ein
besseres Verstandnis der Karzinogenese und die ldentifikation neuer molekularer
Marker fir Diagnose und Prognose und Therapie-Targets ermdglicht. Durch neue
Erkenntnisse Uber die molekulare Heterogenitat von Tumoren ergeben sich Ansétze
zu alternativen Klassifikationen fir Therapie und Prognose von Tumorerkrankungen,
die die etablierten klinisch-pathologischen Parameter erganzen oder in Zukunft auch
ersetzen kénnen. Die molekulare Analyse komplexer Signalwege ist dartiber hinaus
eine Voraussetzung fur die Identifikation von potentiellen Angriffspunkten fur die
Tumortherapie als auch fur die Entwicklung neuer Medikamente im Hinblick auf die
individualisierte Therapie von Tumorerkrankungen. In diesem Zusammenhang stellt
die Genexpressionsanalyse mit Hilfe der Microarray-Technologie, die die simultane
Untersuchung des Expressionsniveaus zehntausender Gene einer Tumorprobe in
nur einem Experiment erlaubt, das sogenannte Gene Expression Profiling, einen

innovativen und vielversprechenden Ansatz dar.

3.2.1. Microarray-Technologie

Ein Array ist eine Matrix, auf der Gensonden definierter Gene aufgebracht sind. Mit
Entwicklung der sogenannten Genchip Arrays Mitte der neunziger Jahre war es mit
dieser Untersuchungsplattform mdglich, das Expressionsniveau hunderter Gene in
Gewebeproben in Form von RNA-Transkripten simultan zu untersuchen. Durch
Weiterentwicklung dieser Technologie ist es mittlerweile mdglich, zehntausende
Gensonden auf die Arrays aufzubringen, so dass durch die sogenannten Microarrays
das genomweite Expressionsprofii von Zellen in einem Experiment simultan
abgebildet werden kann und molekulare Gesichter bzw. Phanotypen mit
phé&notypischen Veranderungen korreliert werden kdnnen. Die annotierten
Gensonden sind dabei je nach Microarray-Technologie auf einer festen Oberflache
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aus Kunststoff, Glas oder Silizium von ca. 2 cm? aufgebracht. Als Ausgangsmaterial
kénnen Zellen aus Blut, Gewebe, Knochenmark oder Zellkulturen eingesetzt werden,
die frisch gewonnen, Kryo asserviert oder auch in Paraffin eingebettet wurden. Aus
diesen Zellen wird zunachst die Gesamt-RNA extrahiert, die nach Umschreibung in
cDNA und cRNA schlieBlich mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wird. Nach
Vorbereitung der Transkripte erfolgte die Hybridisierung der markierten cDNA mit den
annotierten Gensonden auf dem Microarray. Die Intensitat der spezifischen
Hybridisierung jeder annotierten Gensonde wird nach einem Waschvorgang, der
nicht gebundene Transkripte entfernt, mit einem Scanner erfasst und als relatives
Expressionsniveau jedes einzelnen Gens dokumentiert.

Die gegenwartig am haufigsten eingesetzten Plattformen sind die cDNA-Arrays und
hochdichte Oligonukleotid-Arrays. Beide Verfahren sind effektiv und unterscheiden
sich insbesondere beziglich ihres Designs, Herstellung und ihrer Messprinzipien.
Waéhrend kurze Oligonukleotide (20 - 60 bp) fur die Herstellung der Oligonukleotid-
Arrays mit Hilfe photolithographischer Techniken direkt auf der Oberflache des
Arrays synthetisiert werden (Fodor et al. 1993), werden auf der Oberflache von
cDNA-Arrays lange cDNA-Fragmente (500 -5 000 bp) Roboter gesteuert auf
definierte Felder aufgebracht, die fur jeweils ein Gen spezifisch sind
(Duggan et al. 1999). Im Vergleich zu den cDNA-Arrays haben Oligonukleotidarrays
den Vorteil, dass die kiirzeren Sonden gezielt sequenzspezifisch aus dem Genom
ausgewahlt werden konnen und sich damit das Problem der Kreuzhybridisierung
reduzieren laft und die Hybridisierung auf Oligonukleotidarrays spezifischer ist
(Golub et al. 1999). Oligonukleotidarrays werden mit nur einer Probe farbmarkierter
cRNA hybridisiert (Farbstoff Biotin), so dass bei der Messung die Intensitat des
Fluoreszenzsignals der Starke der Genexpression des jeweilige Gens entspricht
(Lockhart et al. 1996). Bei cDNA-Arrays erfolgt die Hybridisierung der annotierten
Gensonden mit einem Gemisch aus der zu analysierenden cRNA und einer
Referenz-RNA, die mit jeweils einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff (Cy3
und Cy5) markiert werden. Die relative Genexpressionshdéhe wird hierbei Gber den
Quotienten der Fluoreszenz-intensitaten errechnet (Schena et al. 1995). Die Menge
der hybridisierten cRNA ist bei beiden Methoden proportional zur Menge der Starke
der jeweiligen Genexpression in den zu untersuchenden Zellen. Mit beiden
Methoden kann aber nur die relative Genexpression und keine absoluten Mengen

oder gar die Kopienzahl bestimmt und miteinander verglichen werden.
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3.2.2. Erwartungen & Anwendungsbereiche

Mit der Entschlisselung des menschlichen Genoms (Lander et al. 2001; Venter et
al. 2001) und der Entwicklung der Microarray-Technologie war man davon uberzeugt,
dass die Ursachen von Tumorerkrankungen auf molekulargenetischer Ebene bald
aufgeklart sein wirden. Der simultanen Analyse der genomweiten Genexpression
von Tumoren wurde ein grofRes translationales Potential zugesprochen. Das
Anwendungsspektrum reichte von der molekularen Diagnose und molekularen
Klassifikation von Erkrankungen Uber die molekulare Stratifizierung in Bezug auf die
Prognose, die Therapie-Response und Patientenselektion hin zur Entdeckung neuer
Therapie-Targets (Target Discovery) (Wadlow et al. 2005). Auch wenn heute das
Verstandnis der molekularen Veranderungen bei Tumoren seit Einfihrung der
grofl3formatigen Analysetechniken gewachsen ist und bei einer Vielzahl von
Anwendungen ein klinischer Nutzen ableitbar ist, kann der Stellenwert des Gene
Expression Profilings fur die Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen noch
nicht abschliel3end bewertet werden.

Das KRK stellt aus mehreren Griinden ein interessantes Gebiet fir die Mikroarray-
Technologie dar. Zum einen zeigen Daten zur molekularen Karzinogenese, dass
parallel zur klassischen pathohistologischen und molekularen Progression des KRK
im Sinne der Adenom-Karzinom-Sequenz (Vogelstein et al. 1988) alternative
molekulare Veranderungen vorliegen, die potenzielle Subtypen charakterisieren
(siehe Abschnitt 3.1.3). Des Weiteren stol3en auf der einen Seite etablierte klinische
und pathologische Klassifikationen bei der individuellen Vorhersage des klinischen
Verlaufs und der Diskriminierung zwischen Patienten mit einem hohen und einem
niedrigen Rezidivrisiko an ihre Grenzen. Auf der anderen Seite gibt es derzeit noch
keine validierten molekularen Marker mit prognostischem Potenzial. Auch sind die
Daten zu molekularen Marker fir die Vorhersage der Therapie-Response auf
zytotoxische und biologische Medikamente noch widersprichlich (Spano et al. 2008).
Die potenziellen Anwendungsgebiete fir die Microarray-Technologie beim KRK
lassen sich somit in Studien zur Karzinogenese, Studien zur Vorhersage der
Therapie-Response und Studien zur Vorhersage der Prognose gliedern.
Vergleichende Genexpressionsanalysen zur Karzinogenese beim KRK haben die
differenzielle Geneexpression zwischen normaler Schleimhaut, Adenomen und
Karzinomen (Alon et al. 1999; Bertucci et al. 2004; Croner et al. 2005; Kitahara et al.

2001; Kwon et al. 2004; Lin et al. 2002; Notterman et al. 2001; Williams et al. 2003;
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Zou et al. 2002), zwischen Primartumor und Metastasen (Agrawal et al. 2002; Ki et
al. 2007; Kleivi et al. 2007; Koehler et al. 2004; Li et al. 2004; Lin et al. 2007;
Yanagawa et al. 2001) als auch zwischen Karzinomen unterschiedlicher Lokalisation
untersucht (Croner et al. 2008; Frederiksen et al. 2003; Friederichs et al. 2005;
Kwong et al. 2005). Aus den zahlreichen Studien der letzten zehn Jahre ist
erkennbar, dass neben einigen Transkripten mit bislang unklarer Funktion die
meisten Gene, die in die Karzinogenese involviert sind, der Zellproliferation, der
Zellmigration und der Zelladh&sion zugeordnet werden kénnen. Sie stellen damit
eine Basis fur die Entwicklung von neuen molekularen Markern und neuen Therapie
Targets dar. Auch wenn eine Metaanalyse von Expressionsstudien beim KRK eine
signifikante Uberlappung der Datensatze bei der Unterscheidung zwischen Tumor-
und Normalgewebe und zwischen Adenom und normaler Mukosa zeigen konnte
(Chan et al. 2008), muss jedoch festgehalten werden, dass bislang kein Marker und
auch keine Signatur fur die klinische Anwendung daraus hervorgegangen ist.

Die Entwicklung der rein chirurgischen Therapie des kolorektalen Karzinoms zur
multimodalen Therapie impliziert heutzutage die Anwendung zytotoxischer und
zytostatischer Medikamente in der neoadjuvanten, adjuvanten und palliativen
Situation. Die Response und die Nebenwirkungen sind individuell unterschiedlich, so
dass im Hinblick auf den medizinischen Nutzen fir den einzelnen Patienten und auch
auf die entstehenden Kosten eine Vorhersage der Response von grof3em Nutzen
ware. Ein gutes Beispiel fir die Ubersetzung molekularer Erkenntnisse in den
klinischen Alltag ist die Bestimmung des Status des Onkogens KRAS vor Einleitung
einer Therapie mit monoklonalen Antikérpern gegen den EGFR. Die Bindung der
Antikorper am Rezeptor blockiert die EGFR-Signale und hemmt so die
nachgeschalteten intrazellularen Signale, die unter anderem fir das Zellwachstum
verantwortlich sind. Das KRAS-Gen ist an dieser Signalkette mal3geblich beteiligt.
Sofern die nicht mutierte Variante (Wildtyp) vorliegt, kann diese Kette durch die
Signalblockade ausgeschaltet werden. Mutationen im KRAS-Gen dagegen fuhren zu
einem standig angeschalteten KRAS-Protein, das Signale auch ohne vorhergehende
EGFR-Signale weiterleitet. Die Anti-Tumor-Effekte, die durch die EGFR-Blockierung
vermittelt werden, werden durch das mutierte KRAS wieder aufgehoben (Siddiqui et
al. 2010). Microarray-Studien zur Response-Vorhersage auf FOLFIRI und Cetuximab
beim fortgeschrittenen KRK (Del Rio et al. 2007; Khambata-Ford et al. 2007), aber

auch zur Vorhersage des Ansprechens auf eine neoadjuvante Radiochemotherapie
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beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (Ghadimi et al. 2005) sind trotz
ausstehender Validierung der Daten vielversprechende Ansatze fir ein klinische
Anwendung.

Microarray-Studien zur Prognose untersuchen die differentielle Genexpression
zwischen zwei vorgegebenen Gruppen mit unterschiedlichen klinischen Verlaufen.
Ziel der sogenannten supervidierten Analysen ist die Identifikation eines
sogenannten Classifiers, mit dessen Hilfe eine Stratifizierung von Patienten nach der
Hohe des Risikos fir ein Rezidiv méglich ist. Dies ist insbesondere in den Bereichen
der Tumortherapie interessant, wo Patienten anhand etablierter klinisch-
pathologischer Klassifikationen in prognostische Gruppen zusammengefasst werden,
und trotz eines individuellen Risikoprofils und unterschiedlichen klinischen Verlaufs
der gleichen Therapie zugefihrt werden. Beispielsweise wird der Nutzen einer
adjuvanten Chemotherapie beim Kolonkarzinom im Stadium UICC Il weiter
kontrovers diskutiert und es gelang bislang nicht, einen Vorteil tiber alle Patienten in
diesem Stadium nachzuweisen (Gill et al. 2004). Neben dem Versuch mit klinisch-
pathologischen Parametern Risikogruppen zu definieren, die einer adjuvanten
Chemotherapie zugefuhrt werden (Schmiegel et al. 2010), wurden mehrere Classifier
zur Risikostratifizierung auf molekularer Ebene beschrieben (Barrier et al. 2006;
Barrier et al. 2007; Cavalieri et al. 2007; D'Arrigo et al. 2005; Eschrich et al. 2005;
Wang et al. 2004), wovon einer die Grundlage fur die Entwicklung eines
diagnostischen Test bildete (Salazar et al. 2010).

Neben dem kolorektalen Karzinom ist das Mammakarzinom ebenfalls ein fihrendes
Beispiel fur die translationale Forschung auf dem Gebiet des Gene Expression
Profiling. Nach Etablierung und Validierung von prognostischen Gensignaturen zur
Risikostratifizierung von Patientinnen mit einem Mammakarzinom im Frihstadium
(UICC 1 und 1) (van 't Veer et al. 2002) wurde basierend auf diesen Signaturgenen
ein kommerzieller Test entwickelt (MammaPrint®) (Glas et al. 2006). Ziel der
laufenden internationalen EORTC Phase llI-Studie ,MINDACT" (Mlcroarray for Node
negative Disease may Avoid Chemo Therapy) ist die prospektive Validierung des
Tests, um die klinische Relevanz und den Stellenwert im Verhdltnis zu etablierten

prognostischen Parametern zu evaluieren (Cardoso et al. 2007).
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3.2.3. Grenzen & Herausforderungen

Trotz vielversprechender Ergebnisse ist die Microarray-Technologie noch nicht im
klinischen Alltag angekommen. Dafiir gibt es zahlreiche Grinde. Zum einen tragt das
heterogene Studiendesign der einzelnen Arbeiten dazu bei, dass die Ergebnisse nur
eingeschrankt vergleichbar sind und nicht beziehungsweise nur teilweise tberlappen.
Die Anwendung unterschiedlicher Microarray-Plattformen, wie zum Beispiel cDNA-
Arrays oder Oligonukleotid-Arrays, bedingen Unterschiede bei der RNA-
Aufarbeitung, Hybridisierung, Prozessierung der Daten und deren Normalisierung.
Auch wenn gezeigt werden konnte, dass nach Standardisierung dieser Variablen die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Labore verbessert werden
konnte, lassen sich die vorhandenen Daten ruckwirkend nur schwer miteinander
vergleichen (lrizarry et al. 2005; Larkin et al. 2005; Bammler et al. 2005). Die
Zusammensetzung und die Herkunft des analysierten Gewebes hat ebenfalls einen
gro3en Einfluss auf die Vergleichbarkeit der einzelnen Studienergebnisse. Haufig
handelt es sich um Genexpressionsprofile aus heterogenen Gewebeproben, in
denen neben den gewlnschten Tumorzellen auch umgebende Zellen, wie zum
Beispiel Bindegewebszellen das Tumor-Profil verzerren kénnen. Andere Studien
haben wiederum Techniken, wie zum Beispiel die Laser gestutzte Mikrodissektion
eingesetzt (Bonner et al. 1997), um in einem aufwéndigen Verfahren die
gewilnschten Zellen anzureichern, ohne die Qualitdt der RNA signifikant zu
beeintrachtigen (Ohyama et al. 2000). Ein weiterer entscheidender Faktor, der
Einfluss auf den Vergleich der einzelnen Studien hat, ist die Qualitdt der RNA, die
aus dem zu untersuchenden Gewebe gewonnen wird. Diese hangt maf3geblich von
der Behandlung, der Asservierung (Ischamiezeit) und Konservierung des Gewebes
ab (FFPE vs. -80 ), da die RNA bekanntermal3en ins tabiler als die DNA ist (Huang
et al. 2001; Paik et al. 2005; Specht et al. 2001).

Die beim Gene Expression Profiling gewonnenen riesigen Datenmengen stellen eine
grol3e Herausforderung fur die Bioinformatik dar. Vor der eigentlichen Analyse
mussen die Rohdaten vorbereitet werden (Preprocessing). Die Normalisierung stellt
dabei einen entscheidenden Schritt dar, um die einzelnen Microarray-Experimente
untereinander vergleichbar zu machen. Hierfur gibt es zahlreiche Methoden. Auch
wenn erwartet wird, dass die Wahl der Methode fur die fur das Preprocessing die
Kernaussagen der Microarray-Daten nicht beeinflusst, ist es doch wahrscheinlich,

dass unterschiedliche Normalisierungsverfahren zu unterschiedlichen Ergebnissen
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fuhren kdnnen (Bolstad et al. 2003). Das gleiche gilt fir den Einfluss des eigentlichen
Testverfahrens, welches nach Vorbereitung der Daten zur Uberprifung der
Hypothese eingesetzt wird. Auch hier sind unterschiedliche Methoden beschrieben,
die sich grundsatzlich in differenzielle Analysen (z. B. t-test, ANOVA), supervidierte
Klassifikationsmethoden (Lineare diskriminierende Analyse), Dimensionsreduktions-
methoden (Hauptkomponentenanalyse / PCA) und nicht supervidierte Clusteranalyse
(hierarchische Clusteranalyse, K-means Clusteranalyse) gliedern lassen und folglich
die Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden nicht automatisch (bertragen
werden kdnnen.

Bei der genomweiten Chip basierten Genexpressionsanalyse tritt das Problem der
hochdimensionalen Datensatze (bis zu 50 000 Transkripte auf einem Chip) bei einer
in der Regel kleinen Zahl an Beobachtungen auf (Overfitting). In der Folge solcher
Konstellationen besteht die Gefahr, dass sich fur die supervidierte Analyse, also die
Suche nach differentieller Expression zwischen vorgegebenen Gruppen, immer
Signaturen finden lassen, die eine Diskriminierung mdoglich machen. Neben
unterschiedlichen Plattformen und Probenzusammensetzungen der einzelnen
Studien stellt das Overfitting daher ebenfalls ein bedeutendes Problem fir die
Vergleichbarkeit der Datenséatze und Ergebnisse dar. Damit ein pradiktiver Classifier
angewendet werden kann, muss er in der Lage sein, die Klassenzugehdorigkeit neuer
Proben, deren Zuordnung nicht bekannt ist, mit einer hohen Genauigkeit
vorhersagen zu koénnen (Class Prediction). Einer der am haufigsten daflr
gebrauchten Ansétze ist die Teilung des Kollektivs in einen Trainingsdatensatz und
in einem Testdatensatz. Der Classifier wird mit dem Trainingsdatensatz entwickelt
beziehungsweise trainiert und anschlieBend am Testdatensatz, der nicht fur das
Training des Classifiers eingesetzt wurde, angewendet. Stimmt die vorhergesagte
Klassenzugehorigkeit nicht mit der tatsachlichen Klassenzugehorigkeit tberein, liegt
ein Vorhersagefehler vor.

Bei kleinen Studien-Kollektiven und im Falle, dass kein unabhéngiger Testdatensatz
vorliegt, stellt das Kreuzvalidierungsverfahren (Cross Validation) einen alternativen
Ansatz dar, um einen pradiktiven Classifier zu trainieren. Es konnte gezeigt werden,
dass die Misklassifikationsrate durch VergroRerung des Trainingdatensatzes
prinzipiell verringert werden konnte (Michiels et al. 2005), so dass fur eine effektive
Cross Validation eine ausreichend grof3es Probenkollektiv notwendig ist. Nicht nur

die Vergleichbarkeit, sondern auch Fehler bei der Anwendung von Trainings-
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algorithmen fur die Etablierung pradiktiver Classifier haben somit einen wesentlichen

Einfluss auf die Vergleichbarkeit von Genexpressionsanalysen.
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4. Ziele, Patientenkollektiv & Ergebnisse

4.1. Zielstellung

Ziel dieser prospektiven Studie war die Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen Veranderungen auf der Ebene der Genexpression und phanotypischen
Merkmalen beim kolorektalen Karzinom durch die genomweite Analyse der
Transkription, dem sog. Gene Expression Profiling. Zur Erstellung Tumor-
spezifischer Expressionsprofile ist Voraussetzung, dass die extrahierte RNA
vornehmlich aus Tumorzellen stammt. Samtliche intraoperativ gewonnenen und fir
die spéateren Untersuchungen verwendeten Gewebeproben wurden daher durch den
Einsatz der Laser gestutzten Mikrodissektion aufbereitet, um die zu untersuchenden

Zellen anzureichern.

4.1.1. Analyse der differentiellen Genexpression zw ischen Normal- und
Tumorepithel
In einem ersten Schritt sollte die differentielle Genexpresion zwischen gesundem
Epithel und korrespondierendem Tumorepithel kolorektaler Karzinome untersucht
werden und dabei den unterschiedlichen Regionen eines Karzinoms Rechnung
getragen werden. Ziel war die ldentifikation von einzelnen differentiell exprimierten
Genen auf mRNA-Ebene, deren Validierung auf RNA- und Proteinebene und
Bewertung in Bezug auf eine Funktion im Rahmen der Karzinogenese und eine
potentielle Rolle als Zielgen fir die Tumortherapie. Hierbei war es wichtig,
unterschiedliche Herangehensweisen zur Selektion von Genen, sogenannten

Kandidatengene fir die weitere Validierung darzustellen.

4.1.2. Untersuchung des Zusammenhangs zwischen diff  erentieller
Genexpression und etablierten klinisch-pathologisch en Prognose-
Klassifikationen (TNM)

In einem zweiten Schritt der prospektiven Studie sollten in Bezug auf die

Genexpression bioinformatisch zusammenhangende Gengruppen, sogenannte

Gensignaturen, aus dem Tumorgewebe identifiziert werden, die mit etablierten

klinisch-pathologischen  Prognose-Klassifikationen korrelieren. Es sollte die

Hypothese gepriuft werden, ob der Tumorausbreitung (TNM-Klassifikation) zum
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Zeitpunkt der Operation bzw. der Probenentnahme ein definiertes, reproduzierbares

und damit Stadien-spezifisches molekulares Genexpressionsprofil zu Grunde liegt.

4.1.3. Etablierung von Genexpressionssignaturen zur Vorhersage des
Krankheitsverlaufs
Im letzten Schritt der Studie sollte geprtft werden, ob ein Zusammenhang zwischen
Gensignaturen aus Tumorgewebe und individuellen Verlausdaten bzw. der Prognose
hergestellt werden kann. Im Gegensatz zur Prognosevorhersage anhand der
etablierten Klassifikationen (TNM), die Gruppen mit einer statistischen
Uberlebenswahrscheinlichkeit  definiert, jedoch keine individuelle Prognose-
abschatzung zulasst, sollte gepruft werden, ob anhand eines ,molekularen Gesichts*”
(Genexpressionssignatur) des untersuchten Resektates eine individuelle

Prognosevorhersage maoglich ist.

4.2. Patientenkollektiv

Fur die Untersuchungen wurde das Gewebe aus Operationsresektaten von
156 Patienten mit einem histologisch gesicherten kolorektalen Adenokarzinom (G1-
3), die im Zeitraum von 2001 bis 2004 in der Chirurgischen Klinik | elektiv radikal
onkologisch operiert wurden und der Untersuchung schriftlich zugestimmt haben
(Ethikvotum vom 08.01.2001; Ethikkomission des Universitatsklinikums Benjamin
Franklin der FU Berlin), verwendet. Der Anteil der Kolonkarzinome in dem Kollektiv
betrug 53 % (82 / 156 Patienten) bei 74 Rektumkarzinomen. Das durchschnittliche
Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Operation im Mittel 64 Jahre bei einer
Streuung von 22 bis 87 Jahren, das Verhdltnis Frauen zu Mannern betrug 1,0 zu
1,16. Die Eingriffe umfassten die Hemikolektomie rechts, die erweiterte Hemi-
kolektomie rechts, die Hemikolektomie links, die erweiterte Hemikolektomie links, die
anteriore Rektumresektion und die Rektumexstirpation mit total mesorektaler
Exzision. Eine adjuvante und palliative Therapie wurde im Rahmen der Vorstellung
der Patienten in der interdisziplindren Tumorkonferenz am Standort empfohlen.

Die Nachsorge der Patienten erfolgte entsprechend der Vorgaben der S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom flr einen postoperativen Zeitraum von funf Jahren Uber die
Chirurgische Poliklinik und tber die weiterbehandelnden Haus- bzw. Fachérzte. Die
Nachsorgedaten wurden Uber die Chirurgische Poliklinikk und Udber die
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weiterbehandelnden Kollegen erfasst. Das postoperative Tumorstadium verteilte sich
Uber die UICC Stadium I - IV (26 x Stadium 1, 48 x Stadium II, 58 x Stadium Ill und
24 x Stadium IV mit Lebermetastasen). Die Finfjahresuberlebensrate tber alle
Stadien betrug 67 % (100 % im Stadium I, 83 % im Stadium II, 62 % im Stadium Il
und 8 % im Stadium V). Das mediane Uberleben im Stadium IV betrug 21 Monate
(3 - 60 Monate).

4.3. Ergebnisse
4.3.1. Analyse der differentiellen Genexpression zw ischen Normal- und
Tumorepithel

Mit Hilfe der genomweiten Analyse der Genexpression in Epithelien aus kolorektalen
Karzinomen und korrespondierendem Normalepithel mittels hochdichter GeneChips
(Affymetrix U133 Set) konnten wir Gene mit einer signifikanten differentiellen
Genexpression identifizieren (DEG). Die Mehrzahl der tber 39 000 synchron
analysierten Transkripte zeigte jedoch keinen Unterschied in der Expressionshdhe,
also dem Aktivitdtszustand des jeweils kodierenden Gens, zwischen Normal- und
Tumorgewebe. Diese Beobachtung war unabhangig von dem Bereich des
untersuchten Tumorgewebes (Invasionsfront oder zentraler Tumor). Diejenigen
Gene, bei denen eine differentielle Expression detektiert werden konnte, wurden in
Bezug auf das Ausmald und die Richtung der differentiellen Expression (starkere
Expression im Tumor / starkere Expression im Normalgewebe) bioinformatisch
vergleichend bewertet und in einer Rangliste sortiert. Fir die Auswahl von Genen,
die im Rahmen einer Validierung weiter untersucht werden sollten, waren neben dem
Ausmall bzw. der Auspragung des Expressionsunterschiedes (Ranglistenplatz)
Information Uber die Funktion und die Assoziation mit Tumor relevanten Signalwegen
ausschlaggebend. Die Transkripte von drei Membran-assoziierten Proteinen,
LAPTM4b (Lysosome-associated protein transmembrane 4 beta), Robol
(Roundabout homolog 1) und Claudin-1 zeigten im mikrodissezierten Tumorgewebe
eine hoch signifikant starkere Expression als im korrespondierenden Normalgewebe.
Durch weitere Untersuchungen der LAPTM-Familie konnten wir zeigen, dass das
LAPTM4b-Gen in einer Vielzahl von soliden Karzinomen, unter anderem beim

Mamma-, Uterus-, Bronchial-, Ovarial- und Kolon- / Rektumkarzinom isoliert hoch-
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reguliert ist, wohingegen bei weiteren Mitgliedern der LAPTM-Familie, LAPTM4a und
LAPTMS keine differentielle Expression nachgewiesen werden konnte (Gréne I).

Im Rahmen der Validierung der differentiellen Expression von Robol konnte auf
RNA-Ebene mittels RTq-PCR gezeigt werden, dass neben dem Genprodukt von
Robol auch das von Robo4 im Tumorgewebe starker exprimiert ist als im
Normalgewebe. Wahrend Robol immunhistologisch im Zytoplasma der Tumorzellen
angefarbt werden konnte und auf Proteinebene eine starkere Expression im
Tumorgewebe als im korrespondierenden Normalgewebe zeigte, konnte Robo4
mittels In-situ-Hybridisierung vornehmlich in den Endothelzellen der Tumorgefalie
nachgewiesen werden (Grone Il).

Unsere Analyse des Expressionsmusters der Claudine in Kkolorektalem
Tumorgewebe zeigte eine frequente differentielle Genexpression fir Claudin-1,
Claudin-8 und Claudin-12. Auf Proteinebene konnte mittels Immunhistochemie und
Western Blot Analyse eine kraftige Expression von Claudin-1 im Tumorgewebe vs.
Normalgewebe nachgewiesen werden, wohingegen die Proteinexpression von
Claudin-8 und Claudin-12 im Western Blot keine signifikanten Anderungen zwischen

Tumor- und Normalgewebe zeigte (Grone llI).

Wir haben uns die Frage gestellt, welchen Effekt die genetische Heterogenitat des
Tumors auf die Ergebnisse der genomweiten Genexpressionanalyse hat. Hierzu
wurden die Tumorepithelien definierter Regionen, der Invasionsfront, welche direkt
an das Normalgewebe angrenzt, und zentral gelegener, vitaler Tumorgebiete mittels
Laser gestutzter Mikrodissektion separat gewonnen und auf dem Genchip Arrays
getrennt hybridisiert. Wir konnten dabei zeigen, dass in beiden Tumor-
kompartimenten, Invasionsfront und zentralem Tumor, zahlreiche Gene im Vergleich
zwischen dem jeweiligen Tumor- und Normalgewebe differentiell exprimiert waren
(1 128 und 1 528 differentiell exprimierte Gene). Es zeigte sich eine weit-reichende
Uberlappung der DEG beider Kompartimente (>80 %). Es konnte weder auf
Einzelgenebene noch auf Gruppenebene eine signifikante differentielle
Genexpression zwischen beiden Kompartimenten detektiert werden. Die
bioinformatischen Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Genexpression zwischen
beiden Kompartimenten eines Patienten waren grol3er als die Gemeinsamkeiten

zwischen der Invasionsfront bzw. der zentralen Tumoranteile aller untersuchten
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Patienten, was durch die hierarchische Clusteranalyse deutlich gemacht werden

konnte (Grbne 1V).
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transcript is upregulated in various types of solid tumours and seems to play a dual
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4.3.2 Untersuchung des Zusammenhangs zwischen diffe  rentieller
Genexpression und etablierten Klinisch-pathologisch en Prognose-
Klassifikationen (TNM)

Beim Vergleich des Aktivitdtszustandes der Gene zwischen Tumor-und

korrespondierendem Normalgewebe konnten wir im ersten Teil unserer

Untersuchungen reproduzierbar nachweisen, dass eine Vielzahl von Genen auf

RNA-Ebene differentiell exprimiert ist. Das Genexpressionsmuster aller untersuchten

Gene im Tumorgewebe unterschied sich signifikant von dem des

korrespondierenden Normalgewebes, vergleichbar mit einem ,molekularen Gesicht*

des Phénotyps ,Tumorgewebe®. Unter der Hypothese, dass der genomweite

Aktivitdtszustand der Gene nicht nur eine Unterscheidung zwischen Normal- und

Tumorgewebe zulasst, sondern auch Rickschlisse auf das Tumorverhalten und die

Tumorausdehnung zum Zeitpunkt der Operation ermdéglicht, fuhrten wir eine

Genexpressionsanalyse der Tumorgewebe unterschiedlicher klinisch-pathologischer

Ausbreitungsstadien (UICC) durch. Ziel war es, eine Gensignatur zu identifizieren,

die eine Diskriminierung zwischen phanotypisch und damit prognostisch

unterschiedlichen Stadien erlaubt. Auf der Suche nach differentiell exprimierten

Genen wurden zwei Ansétze verfolgt. Zum einen wurden alle Gene mit in die Analyse

einbezogen (genomweiter Ansatz). Zum anderen wurden nur zuvor definierte

Gengruppen verwendet, um eine rationale Reduktion bzw. Filterung auf potentiell

relevante Gene zu erzielen und damit die Analyse zu unterstitzen (Ansatz

Signalweg). Die insgesamt 12 Gengruppen wurden anhand ihrer Zugehdrigkeit zu

Signalwegen und funktionellen Gruppen ausgewahlt, die mit der Progression des

kolorektalen Karzinoms in der Literatur beschrieben wurden. In die Analyse wurden

18 Patienten mit einem auf die Darmwand begrenzten (UICC II) und 18 Patienten mit

einem bereits nodal metastasierten kolorektalen Karzinom (UICC l1ll) eingeschlossen.

Uber die Analyse der 12 Gengruppen konnte keine diskriminierende Signatur

identifiziert werden. Durch den genomweiten Ansatz und Anwendung von drei

Klassifikationsalgorithmen (shrunken centroids, support vector machines und

penalized logistic regression) war es jedoch moglich, eine Signatur von

45 Uberlappenden Genen einzugrenzen, die eine korrekte Klassifizierung von

Tumorproben in das Stadium UICCII oder UICCII in bis zu 80 % der

Patientenproben zulie3. Zwei Gene, das GTP-bindende Protein GSPT2 und der

Transkriptionsfaktor HOXA9, hatten dabei innerhalb der Signatur den grofl3ten
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Einfluss auf die Trennung. Der Vergleich der Signatur mit externen publizierten
Microarray-Daten zur Vorhersage von Lymphknotenmetastasen beim kolorektalen
Karzinom (Croner et al. 2005) unterstrich die Gultigkeit unserer Daten, indem
statistisch strukturelle Ubereinstimmungen auf der Ebene der Ausrichtung der
Genexpression (Fold Changes) gezeigt werden konnten (Grone V). Somit konnten
wir durch unsere bisherigen Untersuchungen zeigen, dass genomweite
Verdnderungen des Aktivitatszustandes von Genen (Genexpressionsprofile) mit
morphologischen Charakteristika bzw. dem Phéanotyp a) unterschiedlicher
Gewebetypen (Normal- und Tumorgewebe) und b) gleicher Gewebetypen (Vergleich

von Tumorgewebe unterschiedlicher Stadien untereinander) korrelieren.

Y,
J. Groene**, U. Mansmann**, R. Meister, E. Staub, S. Roepcke, M. Heinze, |. Klaman,
T. Brummendorf, K. Hermann, C. Loddenkemper, C. Pilarsky, B. Mann, H.P. Adams,
H.J. Buhr, A. Rosenthal. Transcriptional census of 36 microdissected colorectal cancers
yields a gene signature to distinguish UICC Il and lll. Int J Cancer. 2006 Oct

15;119(8):1829-36. Erratum in: Int J Cancer. 2007 Jul 15;121(2):466.
** Gemeinsame Erstautorenschaft
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4.3.3 Etablierung von Genexpressionssignaturen zur Vorhersage des
Krankheitsverlaufs

Durch die Klassifikation der Ausbreitung von Tumoren anhand klinischer und
histopathologischer Parameter (TNM-Klassifikation) kann eine statistische
Uberlebenswahrscheinlichkeit, jedoch nicht der individuelle Verlauf als Grundlage
einer individualisierten Tumortherapie abgeleitet werden (Puppa et al. 2010).
Entsprechende Bestrebungen, individuelle Krankheitsverlaufe bei  Tumor-
erkrankungen anhand von molekularen Veranderungen besser abschéatzen zu
kénnen, haben zahlreiche vielversprechende Marker hervorgebracht, die jedoch
Uberwiegend aufgrund der fehlenden Universalitat der Befunde bislang nicht ihren
Weg in die klinische Routine geschafft haben (Chan et al. 2008; Pritchard et al. 2010;
Ross et al. 2010; Tejpar et al. 2010; Walther et al. 2009). Es erscheint auch
unwahrscheinlich, dass die Aktivitditsanderung von nur einem Gen fir den
individuellen Krankheitsverlauf spezifisch ist. Nahe liegender ist vielmehr, dass sich
die Vorhersage des individuellen Verlaufs auf charakteristische Genexpressions-
profile bzw. Genexpressionssignaturen, also Gruppen bioinformatisch zusammen-
hangender Gene, stitzen wird.

Ziel der weiteren Untersuchungen war nun die ldentifikation und Validierung einer
Prognose-Signatur flr das kolorektale Karzinom unter Nutzung eines erweiterten
Datensatzes mit eigenen und o6ffentlich zuganglichen Daten (GEO Datenbank) mit
100 bzw. 59 Patienten unterschiedlicher Stadien kolorektaler Karzinome (Ayers et al.
2007; Kaiser et al. 2007). Basierend auf den Expressionsdaten beider externen
Datensatze wurde in einem ersten Schritt eine Prognose-Signatur von 112 ko-
exprimierten Genen entwickelt und validiert. Unter den Signatur-Genen fand sich
eine Anreicherung bekannter transkriptioneller Zielgene von MYC, ESR1 und p53. Im
zweiten Schritt erfolgte mit Hilfe des k-Nearest-Neighbor-Algorithmus die
Klassifizierung eines eigenen gemischten Genexpressionsdatensatzes von
62 Patienten (29 Kolon & 33 Rektum; 13 x UICC I, 21 x UICC II, 23 x UICC llI,
5x UICC 1V) anhand der zuvor etablierten Prognosesignatur in zwei Cluster.
Patienten mit einer geringen Expression der Signatur (Cluster A; n=9) hatten dabei
eine vergleichsweise gunstigere Prognose als die 53 Patienten des Cluster B
(p=0.011).

Dartber hinaus konnten wir zeigen, dass eine geringe Expression der auf dem

Boden von Genexpressionsdaten kolorektaler Karzinome generierten Prognose-

73



signatur auch bei offentlich verfligbaren Genexpressionsdatensatzen anderer
Tumorentitaten, wie dem Mammakarzinom (Wang et al. 2005) und dem Glioblastom
(Phillips et al. 2006), mittels Cox Regression in prognostisch differente Gruppen

signifikant trennt (Gréne VI).

VI
Staub E**, Groene J** , Heinze M, Mennerich D, Roepcke S, Klaman |, Hinzmann B,
Castanos-Velez E, Pilarsky C, Mann B, Brimmendorf T, Weber B, Buhr HJ, Rosenthal A.
An expression module of WIPF1-coexpressed genes identifies patients with favorable

prognosis in three tumor types. J Mol Med. 2009 Jun;87(6):633-44. Epub 2009 Apr 28.
*Gemeinsame Erstautorenschaft
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5. Diskussion

Trotz eines innerhalb der letzten 30 Jahre gestiegenen Verstandnis der molekularen
Veranderungen im Rahmen der Tumorgenese und Progression des kolorektalen
Karzinoms und zahlreicher beschriebener molekularer Marker (Gryfe et al. 2009;
Markowitz et al. 2009) hat sich das molekulare Wissen noch nicht nachhaltig auf die
Therapie und Prognose ausgewirkt. Das kolorektale Karzinom ist mit einer Inzidenz
von ca. 70000 Patienten / Jahr und einer Mortalitatsrate von circa 30 000
Patienten pro Jahr weiterhin einer der haufigsten malignen Tumore in Deutschland.
Unter leitliniengerechter, multimodaler Therapie mit onkologischer Resektion
versterben heute immer noch bis zu 47 % aller Patienten tumorbedingt im Verlauf
ihrer Erkrankung (Husmann et al. 2010). Bei derzeit prognostisch nahezu
ausgereizten chirurgischen Therapiestrategien stellen daher die ldentifikation und
Validierung a) neuer molekularer Angriffspunkte fur die medikamentbse
Tumortherapie (Targets), b) neuer Marker fur die individuelle Vorhersage der
Vertraglichkeit und des Ansprechens der medikamentdsen Tumortherapie und
c) neuer individueller Prognosemarker aktuelle Herausforderungen fir die
Tumorforschung dar. Mit der Entwicklung von Microarrays Mitte der 90er-Jahre
wurde die Mdglichkeit geschaffen, die Expression von anfanglich hunderten und
zuletzt zehntausenden von Genen synchron zu analysieren und damit nahezu das
gesamte Genom auf Genexpressionsebene analysieren zu kénnen (Dangond et al.
2000; Mahadevappa et al. 1999). Durch Nutzung dieser Technologie, dem Gene
Expression Profiling, konnten wir im Rahmen der Untersuchungen beim kolorektalen
Karzinom einen Zusammenhang zwischen Verdnderungen auf der Ebene der
Genexpression und phanotypischen Merkmalen im Hinblick auf potentielle Marker fur

Therapie und Prognose und das Verstandnis der Karzinogenese nachweisen.

5.1. Analyse der differentiellen Genexpression zwis  chen Normal-

und Tumorepithel
Durch Einsatz hochdichter Microarrays, welche mehr als 39 000 Transkripte ab-
bilden, konnte bei bis zu 1 500 Transkripten eine differentielle Expression zwischen
kolorektalem Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe detektiert werden.
Unter den Transkripten mit einer stark ausgepragten Aktivitatsdnderung fanden sich

neben zahlreichen bekannten Genen, die bereits im Zusammenhang mit der
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Karzinogenese solider Tumore und im Speziellen der des kolorektalen Karzinoms
beschrieben wurden, auch Gene ohne bislang beschriebenen onkologischen Bezug.
Die weitere Bearbeitung und Interpretation der grof3en Datenmengen erforderte im
ersten Schritt eine Sortierung und Wertung. Die Gene wurden heuristisch mittels drei
verschiedener statistischer Tests (Wilcoxon-Test, Diskriminanzscore nach Golub
(Golub et al. 1999) und Tumor-Normalgewebe-Quotient / Fold Change) nach dem
Ausmal und der Ausrichtung ihrer differentiellen Expression in einer Gesamtrangliste
geordnet. Durch dieses Vorgehen wollten wir eine gro3tmdgliche Wertung der
differentiellen Expression auf bioinformatischer Ebene erzielen.

In einem zweiten Schritt erfolgte eine Zuordnung der in der Rangliste geordneten
Gene zu publizierten funktionellen Gruppen im Sinne einer biologischen
Plausibilitatsprifung der Ergebnisse. Die funktionelle Annotation der im Tumor
herunter regulierten Gene ergab eine im Vergleich zu den hochregulierten Genen
geringere Anzahl an signifikant vertretenen Gengruppen. Darunter fanden sich u.a.
Gruppen, die herunterregulierte Gene des Wnt/B-Catenin Signalwegs umfassten.
Eine solche Deregulation vergleichbarer Gene konnte im Tiermodell ebenfalls gezeigt
werden (Sansom et al. 2004). Interessanterweise wird der Wnt/B-Catenin Signalweg
beim kolorektalen Karzinom jedoch haufig Mutations-bedingt als aktiviert beschrieben
(Herbst et al. 2007). Diese unterschiedlichen Befunde werfen die Frage auf, ob flr
die kolorektale Karzinogenese eher eine Suppression als eine Verstarkung der
Expression des Wnt/B-Catenin Signalwegs eine entscheidende Rolle spielt.
Zahlreiche hochregulierte Gene konnten, wie bereits beschrieben, den Kategorien
Proliferation und Tumorentstehung (maligne Transformation) zugeordnet werden
(Whitfield et al. 2006). Interessanterweise fanden sich unter den hochregulierten
Genen auch einige Gruppen mit Bezug zur ,Degradation von Proteasomen®. Dieser
Befund untermauert die Rolle von Proteasomen fir die Tumorentstehung, welche
bereits durch die 2003 publizierte Entwicklung des Proteasomen-Inhibitors
Bortezomib gezeigt werden konnte (Paramore et al. 2003). Prognose assoziierte
Gengruppen, wie z. B. eine viel diskutierte Gensignatur fir das Mammakarzinom, die
zahlreiche Gene aus Proliferations-Signaturen umfasst, waren ebenfalls unter den
hochregulierten Genen frequent vertreten (van 't Veer et al. 2002,
Whitfield et al. 2006). Die am starksten vertretene Gengruppe unter den
hochregulierten Genen beinhaltete das Tumor-Gen RAN mit seinen koexprimierten
Genen (Su et al. 2004) (Gréne V).
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In einem dritten Schritt erfolgte der Abgleich der differentiell exprimierten Gene
unserer Analysen mit publizierten Genexpressionsdatensatzen beim kolorektalen
Karzinom (Birkenkamp-Demtroder et al. 2002; Chan et al. 2008; Kitahara et al. 2001;
Lin et al. 2002; Notterman et al. 2001; Williams et al. 2003; Zhang et al. 1997). Dabei
zeigte sich eine Ubereinstimmung bei zahlreichen im Tumor hoch- und
herunterregulierten Genen. Hervorzuheben war dabei die Uber einen Grofteil der
Studien konstante Suppression der Expression der Carbonic Anhydrase Il (CA2). Die
Carboanhydrasen sind Zink-Metalloenzyme und kommen beim Menschen in
mehreren Isoformen vor. Ihre Aufgabe besteht vornehmlich in der reversiblen
Katalyse der Hydratation von Kohlenstoffdioxyd. CA2 kommt in nahezu allen
Zelltypen des menschlichen Korpers vor und findet sich im Zytosol (Sly et al. 1995).
In Ubereinstimmung zu den konsistenten Befunden auf RNA-Ebene konnte in einer
Studie gezeigt werden, dass unter allen immunhistochemisch untersuchten
Carboanhydrasen auch CA2 eine geringere Expression im Kkolorektalen
Tumorgewebe vs. korrespondierende gesunde Mukosa zeigte (Kivela et al. 2001).
Die Expression der Carboanhydrasen 1 und 2 wurden im Zusammenhang mit
Prognose und metastatischem Potential/Aggressivitdt beim kolorektalen Karzinom
beschrieben (Bekku et al. 2000). Die prognostische Bedeutung konnte durch die
Ergebnisse einer anderen Studie untermauert werde. Dort konnte gezeigt werden,
dass der durchschnittiche Gehalt von CA2 im Stuhl von Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom signifikant hoher war als bei der gesunden Kontrollgruppe
(Yokoyama et al. 1997).

Fur die Selektion von Genen, die fur die Identifikation potentieller Marker fur die
Therapie und Prognose im Rahmen unserer weiteren Untersuchungen in Frage
kamen, wurden folgende Kriterien angelegt: a) Nachweis einer Hochregulation des
Gens im Tumorgewebe in unseren Untersuchungen, b) Kenntnis der biologischen
Funktion des Gens, c) Integration des Gens in Prozesse, die im Zusammenhang mit
der Karzinogenese stehen oder denkbar sind und d) bislang fehlender Nachweis
einer Assoziation des Gens mit dem kolorektalen Karzinom bzw. der Karzinogenese
des kolorektalen Karzinoms. Die Transkripte von drei Membran-assoziierten
Proteinen, LAPTM4b, Robol und Claudin-1, zeigten im mikrodissezierten
Tumorgewebe eine hoch signifikant starkere Expression als im korrespondierenden

Normalgewebe und fanden sich unter den hundert am starksten differentiell
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exprimierten Genen in unserer Rangliste. Publizierte Daten zu allen drei Genen
legten dartber hinaus einen Zusammenhang mit der Karzinogenese
unterschiedlicher Tumorentitdten nahe. Fur LAPTM4b, ein Mitglied der LAPTM-
Familie, konnte eine Rolle fur die Zellproliferation und Tumorgenese durch
Regulation des Zellzyklus und der Signaltransduktion gezeigt werden (He et al. 2003;
Shao et al. 2003), dem Slit/Robo Signalweg wurde eine Rolle in der Tumorgenese
und Angiogenese zugeschrieben (Wang et al. 2003) und fur Claudin-1 wurde eine
Beteiligung am Wnt-Signalweg beschrieben werden (Dhawan et al. 2005; Miwa et al.
2001), dem eine zentrale Rolle bei verschiedenen Wachstums- und Differenzierungs-
prozessen und bei der Karzinogenese zahlreicher Tumorentitaten zukommt (Kolligs
et al. 2002; Polakis et al. 2007).

LAPTM4b: Durch unsere Untersuchungen der LAPTM-Familie konnten wir zeigen,
dass das LAPTM4b-Gen in einer Vielzahl von soliden Karzinomen, u.a. beim
Mamma-, Uterus-, Bronchial-, Ovarial- und kolorektalen Karzinom isoliert
hochreguliert ist, wohingegen bei weiteren Mitgliedern der LAPTM-Familie, LAPTM4a
und LAPTM5 keine differentielle Expression nachgewiesen werden konnte. Die
besondere Tumor-spezifische Aktivierung von LAPTM4b kann als Folge einer
Promotoranderung interpretiert werden, z. B. als nachgeordnetes (downstream)
Target eines Onkogens. Genauso aber kann sie als Zeichen einer essentiellen
Funktion fur das Wachstum und/oder das Uberleben der Tumorzelle gewertet
werden. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten (NIH3T3 Zelllinie), die
mit LAPTM4b cDNA transfiziert wurden, hdhere Proliferationsraten, eine verstarktes
autarkes Wachstum und Veranderungen der Zellmorphologie aufwiesen (He et al.
2003). Damit in Ubereinstimmung konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
von LAPTM4b auch in der humanen Leberzelllinie HLE ein verstarktes autarkes
Wachstum begtinstigt (Shao et al. 2003). Dariuiber hinaus konnte die Proliferation der
Leberkarzinomzelllinie BEL-7402 durch Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden
gegen LAPTM4b gehemmt werden (Liu et al. 2000). In Zusammenschau der
Ergebnisse konnten wir somit zeigen und bestatigen, dass LAPTM4b neben der
postulierten Rolle fur die Zellproliferation und Tumorgenese (He et al. 2003; Shao et
al. 2003), eine Rolle als Prognosemarker (Yang et al.; Yang et al.), als Therapietarget
fur das Hepatozellulare Karzinom (Liu et al. 2009; Yang et al.) und fur das Problem

der Chemotherapieresistenz (Li et al. 2010), als intrazellulares, membranassoziiertes
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Zielgen fur die Entwicklung einer spezifischen Tumortherapie fir solide Karzinome

geeignet und relevant erschien (Grone I).

Robol: Im Rahmen der Validierung der differentiellen Expression von Robol und
assoziierten Genen aus dem Slit/Robo Signalweg, der fur die Neurogenese,
Angiogenese, Myogenese, Leukozytenmigration und Tumorproliferation eine zum
Teil bedeutende Rolle inne hat (Latil et al. 2003; Vargesson et al. 2001), konnte auf
RNA-Ebene mittels RTq-PCR gezeigt werden, dass neben dem Genprodukt von
Robol auch das von Robo4 im Tumorgewebe starker exprimiert ist als im
korrespondierenden Normalgewebe. Wahrend Robol immunhistologisch im
Zytoplasma der Tumorzellen angefarbt werden konnte und auf Proteinebene eine
starkere Expression im Tumorgewebe als im korrespondierenden Normalgewebe
zeigte, konnte Robo4 mittels In-situ-Hybridisierung vornehmlich in den
Endothelzellen der Tumorgefalle nachgewiesen werden. Dieser Befund der
exklusiven Expression von Robo4 in Tumorendothelien steht im Einklang mit Daten
zu Hirn-, Mamma-, Harnblasen-, Nieren- und Kolonkarzinomen (Huminiecki et al.
2002). Daruber hinaus konnte in vivo gezeigt werden, dass eine Blockade von Robo4
die Angiogenese hemmt bzw. die Koordination der Angiogenese stort (Bedell et al.
2005; Suchting et al. 2005). Ahnliche Befunde konnten zu Robo1l in vitro gezeigt
werden. Durch Blockade des Robol-Rezeptors kam es auch hier zu einer Abnahme
der Dichte der MikrogefaRe und des Tumorvolumens (Wang et al. 2003). Diese
funktionellen Daten gemeinsam mit unseren Ergebnissen einer erh6hten Aktivierung
beider Rezeptoren in Tumorzellen und Tumorendothelien untermauern deren
potentielle Rolle bei der Tumorgenese. Wéahrend wir beim kolorektalen Karzinom
eine Hochregulation im Tumorgewebe und Tumorendothelien im Einklang mit der
Literatur nachweisen konnten, konnte beim Prostatakarzinom eine im Vergleich zum
korrespondierenden Normalgewebe geringere Expression des Gens nachgewiesen
gezeigt werden (Latil et al. 2003). Bei Robol-Knockout-Mausen konnte eine
Hyperplasie des Bronchialgewebes nachgewiesen werden (Xian et al. 2001), was
einen Zusammenhang zwischen Runterregulation bzw. Knockout von Robol und
Tumorgenese auch beim Bronchialkarzinoms wahrscheinlich macht.

In Zusammenschau der Ergebnisse und der publizierten Daten konnten wir zeigen,
dass Robol und Robo4 beim Kkolorektalen Karzinom ein spezifisches

Expressionsmuster zeigen und als membranassoziierte Rezeptoren fur die
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Entwicklung einer spezifischen Tumortherapie geeignet und relevant erschienen
(Grone ).

Claudin-1: Unsere Analyse des Genexpressionsmusters der Claudine beim
kolorektalen Karzinom zeigte eine frequente differentielle Expression fur Claudin-1,
Claudin-8 und Claudin-12, wohingegen beim Grol3teil der Claudine keine signifikante
Aktivitatsdnderung auf RNA-Ebene detektiert werden konnte. Der Familie der
Claudine, die mittlerweile 24 Proteine umfasst, kommt eine entscheidende Aufgabe
bei der Erstellung von Zell-Zell-Kontakten (Tight Junctions) zu. Die Dysregulation
kodierender Gene fur Proteine der Tight Junctions bei verschiedenen Tumor-
entitdten, die in zahlreichen Studien bestétigt werden konnte (Aung et al. 2006; de
Oliveira et al. 2005; Heinzelmann-Schwarz et al. 2004; Michl et al. 2003; Michl et al.
2001; Nichols et al. 2004; Rangel et al. 2003), unterstreicht die herausragende
Bedeutung von Zell-Zell-Kontakten fur die Integritat der Zellen und Zellverbande im
Rahmen der Karzinogenese. Interessanterweise zeigten sich zwischen den
einzelnen Tumorentitaten auffallige Unterschiede im Expressionsmuster einiger
Claudine u.a. in Bezug auf die Ausrichtung der Expression, so dass auch bei den
Claudinen von tumorspezifischen Signaturen ausgegangen werden muss. Auch
innerhalb der Tumorentitaten zeigten sich heterogene Befunde. Die Hochregulation
von Claudin-1 auf RNA- und Proteinebene zeigte sich konsistent tber die meisten
Studien beim kolorektalen Karzinom, wohingegen die differentielle Expression der
Gene fur Claudin-2 bis Claudin-4 in unserer Arbeit nicht bestatigt werden konnte
(Aung et al. 2006; de Oliveira et al. 2005; Dhawan et al. 2005; Miwa et al. 2001). Auf
der anderen Seite konnten wir eine frequente Runterregulation des kodierenden
Gens fur Claudin-8 bei 90 % der untersuchten Patientenproben nachweisen,
wahrend Berichte Gber das Expressionsmuster von Claudin-8 bei soliden
Karzinomen rar sind. Lediglich bei Mammakarzinom- und Pankreaskarzinomzelllinien
konnte eine differentielle Expression von Claudin-8 nachgewiesen werden (Offner et
al. 2005).

Um die potentielle Eignung von Claudin-1 als membranstandige Zielstruktur fir eine
spezifische Tumortherapie, wie z. B. den Einsatz von Antikdrpern, abschatzen zu
kénnen, wurde die Verteilung der Expression Uber gesundes humanes Gewebe
mittels Normalgewebe Tissue Arrays untersucht. Dabei zeigte sich eine Expression

von Claudin-1 in zahlreichen Organgeweben, u.a. dem Herzmuskelgewebe. Auf der
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einen Seite birgt die heterogene Verteilung der Expression das Risiko schwerer und
diffuser Nebenwirkungen einer Antikorpertherapie, insbesondere vor dem
Hintergrund der hohen Bedeutung von Claudin-1 fir die Aufrechterhaltung der
epidermalen Barriere und somit fir das Uberleben von Saugetieren (Furuse et al.
2002). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise daflr, dass der Einsatz von
Antikoérpern auch bei Expression des Targets in gesundem Organgewebe denkbar ist
(Offner et al. 2005) (Grone lII).

Intratumordse Genexpressionsunterschiede

Bei zahlreichen Tumorentitdten, wie z. B. dem Prostatakarzinom (Konishi et al.
1995), dem Mammakarzinom (Szollosi et al. 1995) und neben dem kolorektalen
Karzinom (Baisse et al. 2001) auch weiteren gastrointestinalen Karzinomen (Nagel et
al. 1995), konnte schon frih eine Heterogenitét flir genetische Abberation innerhalb
von Tumoren gezeigt werden. Weitere Arbeiten unterstiitzen diese Beobachtung,
dass unterschiedliche Regionen innerhalb eines Tumors auch unterschiedliche
genetische Merkmale innehaben. Der Nachweis von Tumorzellnestern im Bereich
der Invasionsfront kolorektaler Karzinome konnte mit einer schlechteren Prognose
assoziiert werden (Guzinska-Ustymowicz et al. 2005; Prall et al. 2005) und legt somit
auch ein differentes genomische Profil dieser Tumorareale im Vergleich zum
zentralen Tumor nahe. Ein weiterer Hinweis fur Unterschiede in der Genexpression
innerhalb  desselben Tumors liefern Beobachtungen im  Bereich der
Tumorangiogenese. Durch Proliferation bedingte Hypoxie im zentralen
Tumorgewebe kommt es zur Aktivierung der Angiogenese Uber Regulation der
Transkription durch Hypoxie induzierte Faktoren und zur Induktion der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) (Lester et al. 2007; Liao et al. 2007). Hingegen gibt
es Berichte, dass phanotypisch relevante Expressionsmuster, z. B. prognostische
Genexpressionsprofile, eher durch den Grof3teil der Zellen von Primartumoren als
nur von ausgewahlten Regionen definiert werden (Bertucci et al. 2004; Miller et al.
2007). Insgesamt fanden sich zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Analysen nur
wenige Daten Uber genomische Vergleiche zwischen Zellverbanden aus
unterschiedlichen Regionen desselben Tumors. Noch sparlicher waren die Daten zu
Unterschieden von Genexpressionsprofilen.

Wir hatten uns daher die Frage gestellt, welchen Effekt die genetische Heterogenitat

des Tumors auf die Ergebnisse der genomweiten Analyse der differentiellen
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Genexpression beim kolorektalen Karzinom hat. Hierzu wurden die Tumorepithelien
definierter Regionen, der Invasionsfront, welche direkt an das Normalgewebe
angrenzt, und zentral gelegener, vitaler Tumorgebiete mittels Laser gestitzter
Mikrodissektion separat gewonnen und auf dem Genchip Array getrennt hybridisiert.
Wir konnten zeigen, dass in beiden Tumorkompartimenten, Invasionsfront und
zentralem Tumor, zahlreiche Gene im Vergleich zwischen dem jeweiligen Tumor-
und Normalgewebe differentiell exprimiert waren (1128 und 1528 differentiell
exprimierte Gene). Es zeigte sich eine weitreichende Uberlappung der differentiell
exprimierten Gene beider Kompartimente (>80 %). Es konnte weder auf
Einzelgenebene noch auf Gruppenebene eine signifikante differentielle
Genexpression zwischen beiden Kompartimenten detektiert werden. Die
bioinformatischen Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Genexpression zwischen
beiden Kompartimenten eines Patienten waren grol3er als die Gemeinsamkeiten
zwischen der Invasionsfront bzw. der zentralen Tumoranteile aller untersuchten
Patienten, was durch die hierarchische Clusteranalyse deutlich gemacht werden
konnte (Grone IV). Vergleichbare Arbeiten, die den Effekt der intratumordsen
Heterogenitat auf die Ergebnisse von Microarray basierten Genexpressionsanalysen
bei zahlreichen anderen Tumorentitaten untersucht haben, konnten ebenso zeigen,
dass der Einfluss der konsistent nachgewiesenen Heterogenitat auf die Aussagen
der Analysen in Bezug auf die differentielle Genexpression und die prognostische
Wertigkeit vernachlassigbar war (Bachtiary et al. 2006; Barry et al. 2010; Francis et
al. 2005; Jochumsen et al. 2007; Trautmann et al. 2005).

5.2. Untersuchung des Zusammenhangs zwischen differ  entieller
Genexpression und etablierten  Klinisch-pathologisch en

Prognose-Klassifikationen (TNM)
Die Klassifikation von Tumoren stellt eine Voraussetzung fur die Optimierung der
Tumortherapie dar. Neben der Differenzierung von Tumorentitdten wurde im Laufe
der letzten Jahrzehnte die Unterscheidung von pathogenetischen Subgruppen
etabliert und weiterentwickelt, um die Therapieeffizienz zu steigern, um die
Nebenwirkungen der Therapie zu minimieren und somit die Therapie zu
individualisieren. Die Klassifikation von Karzinomen erfolgt primar anhand des

morphologischen Phanotyps des Resektates, wie z. B. der Infiltrationstiefe des
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Primartumors und dem metastatischen Befall von resezierten Lymphknoten (Sobin et
al. 2010). Auf der einen Seite gelingt es mit Hilfe von Klassifikationen, Risikogruppen
zu definieren und die Therapie zu adaptieren. Auf der anderen Seite ist dieser Ansatz
limitiert, da sich innerhalb der morphologisch definierten Rahmen Patienten finden,
die trotz gleicher Tumorausbreitung Unterschiede im klinischen Verlauf, der
Prognose, als auch im Ansprechen auf eine medikamentose Therapie zeigen.
Grof3formatige  Genexpressionsanalysen bieten die Mdoglichkeit  eines
systematischen, genomweiten Ansatzes, um Patienten-Subgruppen auf molekularer
Ebene zu definieren. Golub et al. pragten bereits 1999 in diesem Zusammenhang die
Begriffe der sogenannten Class Discovery, der Suche nach bislang unbekannten
Tumor-Subtypen, und der sogenannten Class Prediction, bei der Tumorproben
anhand ihres Genexpressionsprofils einer bereits etablierten Tumor-Klassifikation
zugeordnet werden. In dieser Studie war es erstmalig gelungen, anhand der
Genexpressionsprofile von Leukamiezellen die akute lymphoblastische und akute
myeloische Leukd&mie voneinander zu unterscheiden (Golub et al. 1999). Diese
Unterscheidung war durch etablierte zytologische, histologische und immun-
zytologische Untersuchungstechniken nattrlich vergleichsweise weniger aufwendig,
schneller und vor allem kostengunstiger mdglich. Dennoch hat diese Arbeit die Tar
fur die molekulare Klassifikation und Einschatzung der Prognose von Tumor-
erkrankungen durch Genexpressionssignaturen gedéffnet.

Nachdem wir zunéchst die differentielle Expression einzelner Gene zwischen Tumor-
und korrespondierendem Normalgewebe untersucht haben galt im folgenden
Abschnitt unserer Analysen unsere Aufmerksamkeit der Korrelation zwischen
phanotypischen Veranderungen von Tumoren und dem Expressionsmuster von
Gengruppen, sogenannten Genexpressionssignaturen. Wir haben uns die Frage
gestellt, ob sich hinter den etablierten pathologischen und Prognose relevanten
Klassifikationen der Tumorausbreitung, der TNM-Klassifikation der UICC, stereotype
Genexpressionsmuster identifizieren lassen kénnen und sich somit ein Zusammen-
hang zwischen Tumorprogression und molekularen Verédnderungen auf
Genexpressionsebene darstellen liel (Class Prediction). Wir konnten zeigen, dass
sich das Stadium UICC I, bei dem keine Lymphknotenmetastasen nachgewiesen
werden (NO), vom Stadium UICCIII mit Metastasen in den entnommenen
Lymphknoten (N1) mittels einer 45-Gen Signatur signifikant separieren lassen. Das

bedeutet letztendlich, dass sich hinter den phanotypischen Veréanderungen und der
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Progression des kolorektalen Karzinoms von einem lokal begrenzten
Tumorwachstum ohne Lymphknotenmetastasierung hin zu einer fortgeschrittenen
Erkrankung uniforme Veranderungen auf Genexpressionsebene darstellen lassen.
Vergleichbare Untersuchungen beim kolorektalen Karzinom stitzen diese
Beobachtung (Agrawal et al. 2002; Bertucci et al. 2004; Birkenkamp-Demtroder et al.
2002; Croner et al. 2008; Croner et al. 2005; Frederiksen et al. 2003; Friederichs et
al. 2005; Habermann et al. 2007; Zou et al. 2002) und zeigen beim Vergleich der
Signaturen untereinander zumindest eine strukturelle Ubereinstimmung der
Ausrichtung der differentiellen Expression, was im Sinne einer externen Validierung
der eigenen Daten gewertet werden kann (Croner et al. 2005) (Grone V).
Interessant ist dieser Zusammenhang insbesondere vor dem Hintergrund der
Heterogenitat der Genexpression innerhalb der Tumoren (Baisse et al. 2001). Wir
konnten zeigen, dass vorgegebene Gengruppen und Signalwege von 43 bis
315 Genen mit einer zweifellosen Bedeutung fur die Genese und Progression des
kolorektalen Karzinoms, wie z. B. Wnt-, p53- und KRAS-Signalwege, innerhalb der
Patienten einer prognostischen Gruppe (UICC Il bzw. UICC IllI) unterschiedlich
reguliert sind. Das heif3t, dass wir innerhalb der analysierten Signalwege keinen
homogenen Effekt darstellen konnten, der eine Diskriminierung des Stadium UICC Il
und UICC Il erlaubte. Dieser Befund unterstreicht die Heterogenitat der molekularen
Veranderungen beim KRK.

Im Gegensatz zum sogenannten supervidierten Ansatz (Golub et al. 1999) konnten
wir durch Analyse aller (>20 000) synchron untersuchten Gene, dem sogenannten
nicht supervidierten Ansatz, eine aus 45 Genen bestehende diskriminierende
Signatur identifizieren. Einige der Gene dieser Signatur, bei denen wir in UICC Il
Tumoren eine starkere Expression nachweisen konnten, wurden bereits im
Zusammenhang mit der Entstehung und der Progression des kolorektalen Karzinoms
beschrieben, wie z. B. Amphiregulin (AREG) und Epiregulin (EREG) (Baba et al.
2000; Cook et al. 1992). Den starksten biomathematischen Einfluss auf die
diskriminatorische Power der Signatur konnte fur den Transkriptionsfaktor HOXA9
und das regulatorische Zellzyklus-Gen GSPT2 gezeigt werden, welches bereits im
Zusammenhang mit der Genese anderer gastrointestinaler Tumore beschrieben
wurde (Brito et al. 2005; Jakobsen et al. 2001; Wallrapp et al. 1997). Eine Anderung
der Genexpression von HOXA9 und anderen Mitgliedern der HOX-Familie wurde bei

zahlreichen Tumorentitaten, wie dem Plattenepithelkarzinom des Osophagus, dem
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Bronchialkarzinoms und der Leuka&mie, beschrieben, wobei beides, die verstarkte
Expression als auch der Verlust der Genexpression, mit der Karzinogenese
assoziiert wurde (Abate-Shen et al. 2002; Abate-Shen et al. 2003; Ayton et al. 2003;
Calvo et al. 2000; Chen et al. 2005).

Bei der Bewertung der eigenen Ergebnisse und der publizierten Daten muss das
Problem der kleinen Gruppen bei hochdimensionalen Datensatzen berlcksichtigt
werden. Bei der genomweiten Chip basierten Genexpressionsanalyse tritt das
Problem der gro3en Zahl an Parametern (bis zu 50 000 Transkripte auf einem Chip)
bei einer in der Regel kleinen Zahl an Beobachtungen (Patientenproben) auf, da aus
einer Vielzahl von Grinden (u.a. technischer und finanzieller Aufwand) die Anzahl
der zu untersuchenden Proben immer deutlich geringer sein wird als die Anzahl der
Parameter. In der Folge solcher Konstellationen besteht die Gefahr, dass sich fur die
supervidierte Analyse, also die Suche nach differentieller Expression zwischen
vorgegebenen Gruppen (z. B. UICC Il vs. UICC IIl), immer Signaturen finden lassen,
die eine Diskriminierung moglich machen (Overfitting). Neben unterschiedlichen
Plattformen und Probenzusammensetzungen der einzelnen Studien stellt das
Overfitting daher ein weiteres bedeutendes Problem fir die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen dar. Auch in unserer Studie lagen die Zahl
der Beobachtungen im zweistelligen und die der Parameter im funfstelligen Bereich,
was auf der einen Seite als Schwachpunkt bewertet werden muss. Auf der anderen
Seite ist es statistisch gelungen mit Hilfe der internen Kreuzvalidierung die
Aussagekraft der eigenen Ergebnisse zu starken. Dariiber hinaus konnte durch
Einbeziehung externer Datensatze in Teilaspekten eine Konformitat der Ergebnisse
gezeigt werden, was diese Daten weiter stitzt (Gréne V). Auch wenn die Ergebnisse
grol3formatiger Genexpressionsanalysen auf dem Feld der Class Prediction im Detail
auf Einzelgenebene nicht Uberlappen und heterogen erscheinen, macht die Summe
an Untersuchungen auf der Ebene der Chromosomen, der Genexpression und der
Proteinexpression einen Zusammenhang zwischen molekularen Veranderungen und
klinisch-pathologischen Parametern, und somit der Progression des kolorektalen
Karzinoms, evident und stellt damit eine Grundlage fir die Entwicklung

prognostischer Signaturen dar.
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5.3. Etablierung von Genexpressionssignaturen zur V  orhersage

des Krankheitsverlaufs
Durch die Klassifikation der Ausbreitung von soliden Karzinomen anhand etablierter
klinischer und histopathologischer Parameter (TNM-Klassifikation) kann eine
statistische Uberlebenswahrscheinlichkeit bzw. das mediane Risiko fiir das Auftreten
eines Tumorrezidivs, jedoch nicht der individuelle Verlauf als Grundlage einer
individualisierten Tumortherapie abgeleitet werden (Puppa et al. 2010).
Entsprechende Bestrebungen, individuelle Krankheitsverlaufe von Tumor-
erkrankungen anhand von molekularen Veranderungen besser abschéatzen zu
kénnen, haben in der letzten Dekade mit Hilfe der Microarray-Technologie bei einer
Vielzahl von Tumorentitdten sogenannte Prognosesignaturen hervorgebracht (Kim et
al. 2010; Nannini et al. 2009; Subramanian et al. 2010; Timar et al. 2010; Yeh et al.
2009). Die gemeinsame Hypothese dieser Studien war, dass die Transkripte des
Primartumors Informationen Uber die Prognose enthalten. Das gemeinsame Ziel
dieser Studien war, Veranderungen der Genexpression zu identifizieren, mit deren
Hilfe es moglich war, 1) Patienten mit einem hohen von Patienten mit einem niedrigen
Rezidivrisiko unterscheiden zu kdnnen, Il) eine Risikostratifizierung bezuglich des
klinischen Verlaufs vornehmen zu kénnen, und lll) das metastatische Potential des
Primartumors einschatzen zu konnen. Diese Art von Studien arbeiten nach dem
Prinzip der Class Prediction und verwenden dabei zum Training einer prognostischen
Signatur, einem sogenannten Classifier, diejenigen Gene, die eine differentielle
Expression zwischen definierten Gruppen, z. B. Patienten mit versus ohne Rezidiv,
zeigen. Dieser supervidierte Ansatz ist im Gegensatz zur Analyse der differentiellen
Genexpression zwischen Tumor- und Normalgewebe deutlich komplexer. Wahrend
beim Vergleich zwischen Karzinomzellen und korrespondierendem gesundem Epithel
zwei makros- und mikroskopisch klar voneinander zu differenzierende Gewebetypen
analysiert werden, werden bei der Etablierung von Prognosesignaturen Tumoren
miteinander verglichen, die trotz eines unterschiedlichen postoperativen Verlaufs
mitunter derselben klinisch-pathologischen Klassifikation bzw. demselben
Tumorstadium  zugeordnet  werden. Der  Unterschied zwischen den
Vergleichsgruppen besteht somit nicht in morphologisch fassbaren Kriterien, sondern
in einem hypothetischen metastatischen bzw. malignen Potential des Primarius. Vor
dem Hintergrund dieser Komplexitat muss hervorgehoben werden, dass in den

genannten Arbeiten Entitdten Ubergreifend Ubereinstimmend gezeigt werden konnte,
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dass sich ein definiertes Ereignis, wie z. B. der postoperative Verlauf, Uber ein
spezifisches Genexpressionsmuster innerhalb der jeweiligen Studie mit variierender
Trennscharfe charakterisieren liel3. Ein Groldteil dieser Signaturen hat jedoch
Uberwiegend aufgrund der kleinen Kollektive und der ausstehenden
Reproduzierbarkeit und externen Validierung bislang nicht seinen Weg in die
klinische Routine geschafft und kommt derzeit nicht Uber den Status eines
sogenannten Proof of Principle hinaus. Voraussetzung fur eine Weiterentwicklung,
also fur einen klinisch anwendbaren diagnostischen Test, ist, dass der
vorgeschlagene Classifier die Gruppen-zugehdrigkeit (Patienten mit versus ohne
Rezidiv) von neuen bzw. prospektiven Proben, deren Klinischer Verlauf noch
unbekannt ist, voraussagen kann.

Ziel unserer Arbeit war die Identifikation und Validierung einer Prognose-Signatur fur
das kolorektale Karzinom. Dabei haben wir den Ansatz verfolgt, dem ,Problem der
kleinen Zahlen“ mit einer Erweiterung des eigenen Datensatzes durch o6ffentlich
verfugbare externe Datensatze zu begegnen. Basierend auf zwei publizierten
kolorektalen Genexpressionsdatensatzen (Ayers et al. 2007; Kaiser et al. 2007)
konnte in einem ersten Schritt eine Prognose-Signatur von 112 Genen entwickelt und
intern validiert werden. Im zweiten Schritt erfolgte mit Hilfe des k-Nearest-Neighbor-
Algorithmus im Sinne der externen Validierung die Klassifizierung eines eigenen
kolorektalen Genexpressionsdatensatzes anhand des zuvor etablierten Classifiers in
zwei Gruppen (Cluster). Patienten mit einer geringen Expression der Signatur
(Cluster A) hatten dabei eine signifikant gunstigere Prognose als Patienten des
Cluster B. Somit war anhand unseres Classifiers eine Stadien unabhéngige
Stratifizierung von Patienten in unterschiedliche Risikogruppen maoglich. Mit unserem
Ansatz konnten wir zeigen, dass 6ffentlich gemachte Genexpressionsdatensétze in
eigene Analysen erfolgreich integriert werden konnen (In Silico Validierung) und auf
diesem Weg die Fallzahl signifikant erhoht werden kann. Das Ergebnis des ersten
Teils unserer Analyse, dass komplexe Phanotypen, wie die individuelle Prognose,
durch eine Signatur abgebildet werden kdnnen, bestatigt zahlreiche Publikationen
zum Thema Gene Expression Profiling und Prognose beim KRK. Hier finden sich
prinzipiell zwei Ansatze, mit denen das prognostische Potential von Microarrays
analysiert wurde. In der ersten Gruppe lassen sich Arbeiten zusammenfassen, die
Stadien Ubergreifend nach einer Prognosesignatur suchen. Bertucci et al.

beschrieben bei 22 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom mit und ohne
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Metastasen eine Signatur von 194 diskriminierenden Genen, die eine signifikante
Unterscheidung zwischen Patienten mit einem unterschiedlichen 5-Jahrestiberleben
ermdglichte (Bertucci et al. 2004). Eschrich et al. publizierten eine Signatur mit
43 Genen, die das 3-Jahres-Gesamtiiberleben von Patienten mit einem KRK im
Stadium UICC Il und Il mit einer Genauigkeit von 90 % voraussagen konnte
(Eschrich et al. 2005). Cavalieri et al. konnten eine Assoziation zwischen der
Prognose von Patienten mit einem KRK im Stadium UICC IIl und IV und einer 8-Gen-
Signatur zeigen (Cavalieri et al. 2007). Weitere Arbeiten konnten einen Bezug
zwischen dem metastatischen Potential des Primartumors und molekularen
Signaturen zeigen (D'Arrigo et al. 2005; Yamasaki et al. 2007). Die zweite Gruppe
der Analysen fokussierte sich auf definierte UICC-Stadien auf der Suche nach
prognostischen Subgruppen. Beim Kolonkarzinom im Stadium UICC IlI, in dem der
Nutzen einer adjuvanten Therapie eindeutig belegt ist (Gill et al. 2004), wurden
Classifier beschrieben, die mit 17 (Arango et al. 2005) und 30 Genen (Barrier et al.
2005) Patienten mit unterschiedlichem Rezidivrisiko signifikant diskriminieren
konnten. Die bis heute gefuhrte Kontroverse uber die Indikation und den Nutzen
einer adjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit einem Kolonkarzinom im Stadium
UICC Il bzw. DukesB (Gill et al. 2004) fuhrte auch hier zur Suche nach
Risikofaktoren, um Patienten innerhalb dieser prognostischen Gruppe in Bezug auf
ihr individuelles Risiko fur ein postoperatives Rezidiv und eine potentielle adjuvante
Therapie stratifizieren zu konnen. Durch Einsatz der Microarray-Technologie konnten
Wang et al. 2004 bei 74 Primartumoren im Stadium UICC Il eine Prognosesignatur
von 23 Genen identifizieren, die das Rezidiv mit einer Genauigkeit (Accuracy) von
78 % voraussagen konnte (Wang et al. 2004). Barrier et al. entwickelten zwei
Prognosesignaturen anhand eines kleinen Kollektivs aus 18 Kolonkarzinomen im
Stadium UICC Il und III (Barrier et al. 2005). Der erste Classifier basierte auf der
differentiellen Expression von 30 Genen im Tumorgewebe mit einer Genauigkeit der
Diskriminierung von 78 %. Der zweite Classifier, bestehend aus 70 Genen, wurde an
einem Genexpressionsdatensatz aus korrespondierenden gesunden Normalepithel
trainiert und zeigte eine Genauigkeit von 83 %. Die Genauigkeit beider Signaturen
konnten an einem prospektiven Kollektiv von Patienten mit einem Kolonkarzinom im
Stadium UICC Il durch die Autoren validiert werden (Barrier et al. 2006; Barrier et al.
2007). Das positive Ergebnis des Normalgewebe-Classifiers ist unerwartet und daher

bemerkenswert. Es wirft auf der einen Seite die Frage auf, inwieweit das ,molekulare
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Gesicht" des metastatischen Potentials von Tumorerkrankungen bereits in gesunden
Epithelien erkennbar ist. Daten zum Tumor umgebenden Stromagewebe beim
Mammakarzinom sprechen zumindest fur einen Einfluss von nicht neoplastischen
Zellen auf die Tumorprogression (Kim et al. 2005). Auf der anderen Seite steht ein
solcher Befund vor dem Hintergrund der kleinen Fallzahl und der fehlenden externen
Validierung bei kritischer Betrachtung fur die Gefahr der Beliebigkeit der Ergebnisse
und fur eine Uberreizung der statistischen Moglichkeiten. Das gleiche Problem muss
auch im Hinblick auf die Gdultigkeit der zuvor genannten Tumor-Signaturen
beriicksichtigt werden. Durch Integration eines dritten, eigenen Datensatzes konnten
wir den zuvor im ersten Teil unserer Studie entwickelten Classifier anwenden und
seine Giultigkeit an einem neuen Kollektiv im Sinne einer externen Validierung testen.
Neben den eigenen Ergebnissen gibt es jedoch auch unter den zahlreichen
Genexpressionsstudien beim kolorektalen Karzinom andere Beispiele fir eine
externe Validierung von Prognosesignaturen. Lin et al. haben zwei unabhangige
Genexpressionsdatensatze kolorektaler Karzinome aus Neuseeland auf In-House
Oligonukleotid-Arrays und aus Deutschland auf Affymetrix U133A Chips generiert.
Mit Hilfe der klinischen Daten und der Expressionsdaten wurden unabhangig vom
jeweils anderen Datensatz Classifier berechnet. Die Classifier aus Neuseeland bzw.
Deutschland zeigten eine Vorhersage-Power von 77 % bzw. 84 %. Bemerkenswert
hierbei war, dass die Vorhersage-Power nicht abfiel, nachdem die Classifier an dem
jeweils anderen Datensatz angewandt wurden (Lin et al. 2007). Eine ebenfalls
international angelegte Studie konnte die Robustheit ihres Classifiers fir die
Vorhersage der Prognose beim KRK durch Validierung an einem externen Datensatz
eindrucksvoll belegen. Die 18 Gene des Classifiers bildeten die Grundlage fur die
Entwicklung eines diagnostischen Assays (Coloprint®). Der Test klassifizierte ca.
zwei Drittel der Patienten mit einem KRK im Stadium UICC Il als Patienten mit einem
geringen Rezidiv-Risiko, von denen 91 % tatsachlich rezidivfrei blieben (Salazar et al.
2010). Mit der Etablierung solcher Assays ist ein grofRer Schritt ,From bench to
bedside” im Bereich der klinischen Evaluierung des prognostischen Gene Expression
Profiling getan und die Hypothese, dass die Transkripte des Primartumors
Informationen lber die Prognose enthalten, wird damit untermauert. Inwieweit sich
die Ergebnisse der Microarray-Technologie in Zukunft in die klinische Routine

integrieren lassen und somit einen Beitrag zur individualisierten Tumortherapie
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leisten werden, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend beurteilt werden und

muss in weiteren Validierungsstudien analysiert werden.
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6. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist einer der haufigsten malignen Tumore weltweit mit einer
weiterhin hohen Mortalitdtsrate. Bei derzeit prognostisch nahezu ausgereizten
chirurgischen Therapiestrategien stellen die ldentifikation und Validierung a) neuer
molekularer Angriffspunkte fir die medikamentése Tumortherapie (Targets), b) neuer
Marker fur die individuelle Vorhersage der Vertraglichkeit und des Ansprechens der
medikamentésen Tumortherapie und c) neuer individueller Prognosemarker, aktuelle
Herausforderungen fir die Tumorforschung dar. Ziel unserer Arbeiten war die
Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Veranderungen auf der Ebene der
Genexpression und phanotypischen Merkmalen beim kolorektalen Karzinom durch
die genomweite Microarray basierte Analyse der Transkription, dem sog. Gene
Expression Profiling. In einem ersten Schritt konnten zahlreiche differentiell
exprimierte Gene identifiziert werden, deren Validierung auf RNA- und Proteinebene
eine Bewertung in Bezug auf funktionelle Einordnung in die Karzinogenese und eine
Evaluierung in Bezug auf eine potentielle Rolle als Zielgen fur die Tumortherapie
ermdglichte. Wir konnten dariber hinaus einen Zusammenhang zwischen
Tumorprogression und molekularen Veranderungen auf Genexpressionsebene
darstellen und anhand einer 45-Gen-Signatur zeigen, dass sich hinter den
phénotypischen Verdnderungen und der Progression des kolorektalen Karzinoms
von einem lokal begrenzten Tumorwachstum ohne Lymphknotenmetastasierung hin
zu einer fortgeschrittenen Erkrankung uniforme Verdnderungen auf Gen-
expressionsebene abspielen. Interessant ist dieser Zusammenhang insbesondere
vor dem Hintergrund der Heterogenitat der Genexpression innerhalb der Tumoren,
die wir im Rahmen der Analyse von Signalwegen belegen konnten.

Durch unsere Ergebnisse im Bereich der prognostischen Signaturen konnten wir die
Hypothese unterflittern, dass die Transkripte des Primartumors Informationen tber
die Prognose enthalten, die Uber die Genexpressionsanalyse gelesen werden
kbnnen. Die grol3e Liste der identifizierten Gene im Rahmen der
Genexpressionsanalysen stellt eine Quelle fur potenzielle Therapie-Targets dar, da
die meisten der Gene in Schlisselmechanismen der Tumorentstehung und
Tumorprogression, von der Zellproliferation und Zelldifferenzierung bis hin zum
Uberleben der Zelle, involviert sind. Das systematische Verstandnis der molekularen

Basis einer jeden Tumorentitat erfordert letztendlich drei Schritte. Eine umfassende
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Analyse charakteristischer genomischer Abberationen, die Interpretation der
biologischen Rolle bei der Karzinogenese und die Evaluation der Einsetzbarkeit fur
die Entwicklung von Diagnostika, Prognoseparametern und Therapeutika. Daher ist
eine umfassende Charakterisierung des Genoms und des Proteoms mithilfe neuer
Technologien, wie GenChip Arrays, miRNA Arrays, Array-CGH und SNP Arrays
notwendig, um neue Therapie-Targets zu identifizieren und die Mdglichkeiten fur die
Behandlung des kolorektalen Karzinoms zu erweitern. Im Gegensatz zur
Prognosevorhersage anhand der etablierten Tumor-Klassifikationen, die Gruppen
Uber pathomorphologische Befunde und Fiinfjahresiiberlebensraten definiert, jedoch
keine individuelle Prognoseabschatzung zulésst, sollte gepruft werden, ob anhand
eines ,molekularen Gesichts* der Erkrankung eine individuelle Prognosevorhersage
erganzend oder unabhangig moglich wird. Inwieweit sich die Ergebnisse der
Microarray-Technologie in Zukunft in die klinische Routine fir Diagnostik, Prognostik
und Therapie integrieren lassen, und somit einen Beitrag zur individualisierten
Tumortherapie leisten, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend beurteilt

werden und muss in weiteren Validierungsstudien analysiert werden.
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