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Zusammenfassung 

Kolorektale Karzinome zählen in Deutschland heute zu den häufigsten Tumorentitäten 
beider Geschlechter. Nach wie vor bildet die chirurgische Resektion des Tumors den 
Hauptpfeiler der Therapie. In den letzten Jahren konnte durch den Einsatz neuer 
Chemotherapeutika und die Entwicklung der target-controlled therapy ein multimodales 
Therapiekonzept immer weiter in den Vordergrund gerückt werden. So wird seit 2004 
Cetuximab, ein Antikörper, der gegen den EGF-Rezeptor gerichtet ist, in der Therapie 
des metastasierten kolorektalen Karzinoms eingesetzt. Im Jahr 2007 folgte die 
Zulassung von Panitumumab, eines weiteren Antikörpers. 
 
Durch zahlreiche Studien der letzten Jahre konnte jedoch belegt werden, dass von 
einer solchen Therapie nur Patienten profitieren, welche keine KRAS Mutation 
innerhalb des Tumorgewebes aufweisen.  
Allerdings zeigen auch bis zu 50% der zuvor als KRAS Wildtyp getesteten Patienten 
eine Therapieresistenz.   
 
Ziel dieser Dissertation war es daher, weitere prädiktive Biomarker zu identifizieren, 
welche den Erfolg einer anti-EGFR-Therapie genauer voraussagen. 
 
Hierfür wurde die Prävalenz verschiedener EGFR abhängiger Genmutationen, wie 
KRAS, BRAF und PIK3CA in kolorektalen Primärtumoren sowie in deren 
korrespondierenden Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen untersucht. Weiterhin wurde 
die Möglichkeit der intratumoralen Heterogenität innerhalb des Primärtumors in 
Betracht gezogen, indem jeweils das Tumorzentrum und die Tumorinvasionsfront 
analysiert wurden. Zusätzlich wurde eine heterogene Verteilung der Genmutationen 
zwischen Primärtumor und Lymphknoten- bzw. Fernmetastase überprüft.  
 
Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:  
 
KRAS Mutationen konnten in 41%, BRAF Mutationen in 7% und PIK3CA Mutationen in 
21% der untersuchten Primärtumore nachgewiesen werden. Die intratumorale 
Heterogenität von KRAS, BRAF und PIK3CA betrug 8%, 1% bzw. 5%. Ein 
diskordantes Ergebnis zwischen Primärtumor und korrespondierender 
Lymphknotenmetastase wurde bei KRAS in 31%, bei BRAF in 4% und bei PIK3CA in 
13% der analysierten Fälle gefunden. Heterogenität zwischen Primärtumor und 
korrespondierender Fernmetastase konnte bei den 20 untersuchten Proben bei KRAS 
in 2 Fällen (10%), bei PIK3CA in einem Fall (5%) nicht aber bei BRAF nachgewiesen 
werden. Durch die erneute Untersuchung zusätzlicher Gewebeproben wurde die 
Anzahl diskordanter Ergebnisse jedoch erheblich reduziert. 
 
Ein Versagen der gegen den EGF-Rezeptor gerichteten Antikörpertherapie bei 
Patienten, deren Mutationsstatus einen KRAS Wildtyp aufdeckte, kann teilweise durch 
die aktivierende Mutation von BRAF oder PIK3CA erklärt werden. Allerdings muss 
auch die Möglichkeit der intratumoralen Heterogenität in Betracht gezogen werden.  
 
Auf Grund der hohen Rate an heterogenen Ergebnissen zwischen Primärtumor und 
Lymphknotenmetastase muss von der Gewebeuntersuchung eines Lymphknotens zur 
Mutationsanalyse in der klinischen Diagnostik abgeraten werden.  
 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass durch die ergänzende Analyse zusätzlicher 
EGFR abhängiger Gene, wie BRAF und PIK3CA die Anzahl an Therapieversagern 
reduziert werden könnte. Dennoch müssen weitere prädiktive Marker, wie 
beispielsweise PTEN, intensiv untersucht werden. 
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1 Einleitung 

1.1 Das kolorektale Karzinom 

1.1.1 Epidemiologie  

Das Dickdarmkarzinom stellt eine der häufigsten Krebserkrankungen der heutigen Zeit 

dar. Jährlich werden weltweit ca. eine Millionen Neuerkrankungen registriert. Vor allem 

in Industrienationen, allen voran Nordamerika, Australien/Neuseeland und 

Westeuropa, tritt das kolorektale Karzinom häufig auf, eher selten dagegen in Asien 

und Afrika (Parkin et al., 2005).  

In Deutschland ist das kolorektale Karzinom die zweithäufigste Tumorlokalisation bei 

Frauen nach dem Mammakarzinom und die dritthäufigste Tumorlokalisation bei 

Männern nach dem Prostata- bzw. Lungenkarzinom. Darüber hinaus handelt es sich 

bei beiden Geschlechtern um eine der häufigsten krebsbedingten Todesursachen. So 

starben nach Angaben des Robert Koch-Instituts im Jahre 2010 in Deutschland 13.489 

Männer und 12.510 Frauen an bösartigen Neubildungen des Dickdarms.  

Die Zahl der Neuerkrankungen belief sich im Jahre 2010 bei den Männern auf 33.800 

und auf 28.620 bei den Frauen. Das Durchschnittsalter einer Neuerkrankung liegt für 

Männer bei 71 Jahren, während Frauen erst in einem durchschnittlichen Alter von 75 

Jahren an Darmkrebs erkranken (Robert Koch-Institut, 2013). 

Das Lebenszeitrisiko für die Erkrankung an einem kolorektalen Karzinom beträgt für 

Männer 7,0% und 5,7% für Frauen (Robert Koch-Institut, 2013). 

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren 

Die Ätiologie der kolorektalen Karzinogenese ist noch nicht vollständig geklärt, 

vielmehr scheint es sich um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln. Grundsätzlich 

lassen sich drei ätiologische Gruppen definieren. Hereditäre Krebssyndrome spielen in 

ca. 10% der Fälle eine Rolle, ca. 5% entstehen auf Grund von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen. Die größte Gruppe mit ca. 85% tritt sporadisch auf, wobei hier vor 

allem die Ernährung sowie der Lebensstil einen besonderen Stellenwert einnehmen 

(Weitz et al., 2003). Prognostisch günstig soll sich eine ausgewogene Ernährung, 

bestehend aus ballaststoffreicher Nahrung, Bevorzugung von Fisch und Geflügel 

gegenüber „rotem“ Fleisch auswirken. Ebenso sollte der Alkoholkonsum reduziert und 
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auf das Rauchen verzichtet werden. Des Weiteren haben sportlich aktive Menschen 

mit niedrigem „Body-Mass-Index“ ein geringeres Krebsrisiko (Scheppach et al., 2000).  

Zu den häufigsten genetisch bedingten kolorektalen Karzinomen zählt das hereditäre 

nichtpolypöse Kolonkarzinom (HNPCC) auch als Lynch-Syndrom bezeichnet. Es findet 

sich in 2-3% der kolorektalen Karzinome (Steinke et al., 2013). Dieser autosomal-

dominant vererbten Erkrankung liegt eine Mutation von DNA-mismatch-repair-Genen, 

mit Vorhandensein typischer Mikrosatelliteninstabiltät, zu Grunde. Das 

Durchschnittsalter für das  Auftreten eines Kolonkarzinoms liegt bei diesen Patienten 

im Mittel bei ca. 45 Jahren, wobei sich über 50% im rechten Hemikolon befinden. Sind 

bei den Betroffenen zudem extrakolonische Neoplasien anzutreffen, z.B. im Ovar oder 

im Endometrium, so spricht man von einem Lynch II-Syndrom. Manifestiert sich diese 

Krankheit isoliert am Kolorektum, handelt es sich um ein Lynch I-Syndrom (Lynch et 

al., 1988). 

Ein weiteres Karzinomprädispositionssyndrom ist die familiäre adenomatöse Polyposis 

(FAP). Diese Form macht weniger als 1% der kolorektalen Karzinome aus (Gatalica 

und Torlakovic, 2008). Ursache dieser ebenfalls autosomal-dominant vererbten 

Erkrankung ist eine Mutation des APC-Tumorsuppressorgens (Adenomatous-

polyposis-coli) auf Chromosom 5q21 (Bodmer et al., 1987). Das APC-Gen besitzt eine 

wichtige Funktion als Gatekeeper in der Adenom-Karzinom-Sequenz (siehe 1.1.3). 

Charakteristischer Weise führt diese Erkrankung zum Auftreten multipler kolorektaler 

Adenome, am häufigsten nach dem 15. Lebensjahr. Bis zum 40. Lebensjahr entwickeln 

fast 100% der Betroffenen ein kolorektales Karzinom (Esplen et al., 2009). Auch bei 

diesen Patienten besteht die Gefahr der Entwicklung einer weiteren Neoplasie, 

beispielsweise im Gehirn oder in der Schilddrüse (Müller, 2008/09). 

Weitere polypöse Syndrome, welche ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von 

Darmkrebs aufweisen, sind das Peutz-Jeghers-, das Gardner-, das Turcot-Syndrom, 

die familiäre juvenile Polyposis und das Cowden Syndrom. Diese treten in der 

Bevölkerung allerdings wesentlich seltener auf. (Weitz et al., 2003).  

Auch die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und Colitis 

ulcerosa sind mit einem erhöhten Karzinomrisiko verbunden. Im Vergleich zur 

Normalbevölkerung haben Patienten mit Colitis ulcerosa ein 19-fach höheres Risiko, 

an Darmkrebs zu erkranken (Gillen et al., 1994). Laut Eaden et al. (2001) beträgt die 

Prävalenz eines Kolonkarzinom bei Patienten mit Colitis ulcerosa etwa 4%, wobei vor 

allem die Krankheitsdauer einen zusätzlichen Risikofaktor darstellt. So beläuft sich das 
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kumulative Risiko bei diesen Patienten auf 2% nach 10 Jahren, 8% nach 20 Jahren 

und 18% nach 30 Jahren. Patienten mit Morbus Crohn haben ein 18-fach erhöhtes 

Darmkrebsrisiko im Gegensatz zu nicht Erkrankten (Gillen et al., 1994). 

1.1.3 Molekularbiologische Pathogenese des kolorektalen 
Karzinoms 

Der überwiegende Anteil bösartiger Erkrankungen des Darms entwickelt sich aus 

benignen Neoplasien des Drüsenepithels. Die Progression von normalem Darmepithel 

zu einem Karzinom wurde durch die Adenom-Karzinom-Sequenz (Jackman und Mayo, 

1951) beschrieben. Fearon und Vogelstein gelang es 1990 dieses histologische 

Konzept durch Zuordnung genomischer Läsionen um ein genetisches Modell zu 

erweitern (Fearon und Vogelstein, 1990).  

Es handelt sich bei diesem Tumorprogressionsmodell um einen mehrstufigen Prozess, 

der sich über viele Jahre erstreckt. Dabei führt die sukzessive Anhäufung genetischer 

Veränderungen, wie die mutationsbedingte Aktivierung von Onkogenen und 

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, zur Transformation in eine neoplastische 

Zelle (Fearon und Vogelstein, 1990). Durch Mutationen in Protoonkogenen werden 

Onkogene aktiviert. Diese führen zu einer unkontrollierten Stimulation des Zellzyklus 

und zu einer stark gesteigerten Zellproliferation. Wichtige Onkogene in der 

Tumorgenese kolorektaler Karzinome sind KRAS, BRAF und PIK3CA. 

Tumorsuppressorgene, wie beispielsweise APC oder PTEN, haben die Aufgabe, die 

Zelle vor übermäßiger Proliferation zu schützen, indem sie in genetisch veränderten 

Zellen den Zelltod (Apoptose) einleiten. 

Man geht nach aktuellem Wissensstand davon aus, dass zwei verschiedene 

Grundmechanismen bei der Entstehung kolorektaler Karzinome eine Rolle spielen, der 

der Chromosomeninstabilität und der der Mikrosatelliteninstabilität (Allen, 1995). 

Der erste Pathomechanismus, welcher dem von Vogelstein et al. (1990) entspricht, 

beschreibt die Anhäufung von Mutationen von Tumorsupressorgenen und 

Protoonkogenen und wird auch als „gatekeeper pathway“  bezeichnet (Kinzler und 

Vogelstein, 1997). Bis zu 80% der kolorektalen Karzinome weisen eine Instabilität auf 

chromosomaler Ebene auf, weshalb dieses Konzept auch „Chromosomeninstabilität 

(CIN)“–Signalweg genannt wird.  

Zu den initialen genomischen Veränderungen zählt, wie im Fall der FAP bereits 

erwähnt, der Verlust des APC-Tumorsuppressorgens (Chromosom 5q21). Hieraus 
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resultiert eine unkontrollierte Proliferation der Enterozyten, womit die Entwicklung 

neoplastischer Veränderungen assoziiert ist. Für die Entstehung maligner Tumore sind 

allerdings noch weitere Mutationen von Bedeutung, wie die Aktivierung des KRAS-

Onkogens (Chromosom 12p 12.1) und der Verlust des DCC-Tumorsuppressorgens 

(Chromosom 18q 21.1). Schließlich führt der Verlust des p53 Tumorsuppressorgens 

(Chromosom 17p 13) zur Transformation eines Adenoms in ein Karzinom. Mittlerweile 

geht man davon aus, dass die genaue Reihenfolge exakt definierter Mutationen bei der 

Entwicklung kolorektaler Karzinome weniger entscheidend ist als vielmehr die 

Anhäufung unterschiedlicher Mutationen. 

Abb. 1 beschreibt die Abfolge molekularbiologischer Veränderungen bei der Adenom-

Karzinom-Sequenz 

Karzinom
Spätes 

Adenom
Frühes 

Adenom
Normales 
Ephithel

Intermediäres 
Adenom

Mutation / Verlust des APC 
Tumorsuppressorgens

Mutation des KRAS-
Onkogens

Mutation / Verlust des 
DCC-Tumorsuppressorgens

Mutation / Verlust des p53 – 
Tumorsuppressorgens

 

Abb. 1: Adenom-Karzinom-Sequenz nach Fearon und Vogelstein (1990) 

Ein bestehendes Adenom muss dabei nicht zwingend zu einem Karzinom entarten. Die 

Entwicklung vom Adenom zu einem Karzinom ist sowohl von der Größe des Adenoms 

als auch vom histologischen Adenomtyp abhängig. Die Entartungswahrscheinlichkeit 

nimmt vom tubulären über das tubulovillöse hin zum villösen Adenom zu. Sind 

Adenome < 1 cm entarten sie in 0,2% der Fälle, sind sie 1-2 cm groß in 1-6% der Fälle 

und sind sie >2cm groß, steigt das Entartungsrisiko auf bis zu 3-16% an (Gillespie et 

al., 1979; Hermanek et al., 1983). 

Den zweiten Pathomechanismus zur Entstehung kolorektaler Karzinome stellt der 

„Mikrosatelliteninstabilität (MSI)“-Signalweg dar, auch unter dem Namen „caretaker 

pathway“ bekannt (Kinzler und Vogelstein, 1997). Die MSI ist in 90% der Fälle ein 

typisches Charakteristikum des HNPCC. Aber auch bei etwa 15% der sporadischen 

kolorektalen Karzinome sind MSI anzutreffen (Dietmaier, 2010). Mikrosatelliten sind 

kurze sich wiederholende DNA-Sequenzen, welche anfällig für Fehler sind, die 

während der Replikation der DNA entstehen können. Im Normalfall sorgt ein intaktes 

DNA-Mismatchrepair-Systeme dafür, dass solche Fehler ausgebessert werden. Kommt 

es aber zu Mutationen in Mismatch-Repair-Genen, fallen wichtige Reparaturarbeiten 

der neu hergestellten DNA-Stränge aus und DNA Fehler können im gesamten Genom 

akkumulieren (Rüschoff et al., 1998).  
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Neuere Forschungsergebnisse weisen allerdings darauf hin, dass die hier 

beschriebenen Konzepte die Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms 

möglicherweise nur unvollständig widerspiegeln. So existieren z.B. Arbeiten, die eine 

gewisse Überschneidung der beiden dargestellten Pathomechanismen schildern 

(Fodde et al., 2001; Arnold et al., 2005). Des Weiteren gibt es alternative Konzepte, 

wie z.B. den „CpG-Insel-Methylierungs-Phänotyp“ (CIMP). CpG-Inseln sind Bereiche 

im Genom, die reich an Cytosin-Guanin-Basenpaarungen sind und vor allem im 

Bereich der Promotoren zu finden sind (Herman und Baylin, 2003). Im Normalfall sind 

diese Bereiche vor Methylierungen geschützt. Im Rahmen der Karzinogenese werden 

an das Cytosin vermehrt Methylgruppen gebunden, was dazu führen kann, dass die 

Expression von Tumorsuppressorproteinen unterdrückt wird (Toyota et al., 1999; 

Munding und Tannapfel, 2009). 

1.1.4 Die Lokalisation, Histologie und Morphologie kolorektaler 
Karzinome 

Die häufigste Lokalisation aller kolorektalen Karzinome stellt mit etwa 50% das Rektum 

dar. Eine exakte anatomische Grenze zwischen Rektum und Kolon existiert nicht. Per 

Definition handelt es sich dann um ein Rektumkarzinom, wenn der aborale Tumorrand 

16 cm oder weniger, gemessen mit einem starren Rektoskop, von der Anokutanlinie 

entfernt ist. Weitere mögliche Lokalisationen kolorektaler Karzinome sind mit 

absteigender Häufigkeit das Colon sigmoideum mit etwa 30% und das Coecum/Colon 

ascendens mit ca. 10%. Die verbleibenden 10% verteilen sich auf übrige 

Kolonabschnitte (Herold, 2008). In 2-3% der Fälle treten multiple Lokalisationen auf 

(Müller, 2008/09). 

 

Makroskopisch unterscheidet man drei Wachstumsformen: die schüsselförmig 

ulzerierende Form mit zentralem Gewebsdefekt und wallartiger Randverdickung 

(häufigster Typ), die polypöse Form mit blumenkohlartigem Wachstum und die diffus-

infiltrierende Wachstumsform (seltener Typ) (Durst, 1998). 

 

Histopathologisch handelt es sich bei kolorektalen Karzinomen überwiegend um 

Adenokarzinome (85-90%), gefolgt von muzinösen Adenokarzinomen (5-10%) und 

Siegelringzellkarzinomen (1%). Weitaus seltener anzutreffen sind kleinzellige 

(neuroendokrine Differenzierung), adenosquamöse, undifferenzierte und 

Plattenepithelkarzinome (Weitz, 2010). 
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1.1.5 Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome 

Entscheidend für die Therapie und Prognose des Patienten ist das Tumorstadium 

(Staging). Aus diesem Grund wird der histologische Differenzierungsgrad um das TNM 

Schema erweitert. Im Jahre 1932 beschrieb Dukes als erster ein Stagingsystem für 

Rektumkarzinome, welches mit der Zeit erweitert wurde und später auch für 

Kolonkarzinome Anwendung fand. Im klinischen Alltag sollte diese Klassifikation nicht 

mehr gebraucht werden. Im angloamerikanischen Raum findet sie allerdings auch 

derzeit noch Verwendung.  

 

In der heutigen klinischen Praxis werden kolorektale Tumore nach dem differenzierten 

System der TNM-Klassifikation der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) 

unterteilt. Dabei werden die Tumorinfiltrationstiefe (T), der regionale 

Lymphknotenstatus (N), sowie die Fernmetastasierung (M) berücksichtigt.  

Die TNM-Klassifikation kolorektaler Karzinome erfolgt aktuell nach der 7. Auflage der 

UICC von 2010. 
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (2010) 

T=Primärtumor   

TX Primärtumor nicht beurteilbar 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor infiltriert Submukosa 

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria 

T3 
Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die 
Subserosa oder in nichtperitonealisiertes perikolisches Fett 

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

 T4a Tumor perforiert das viszerale Peritoneum 

 T4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen 

 

N=regionäre Lymphknoten 

NX Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastasen in 1–3 regionären Lymphknoten 

 N1a Metastasen in einem regionären Lymphknoten 

 N1b Metastasen in 2-3 regionären Lymphknoten 

 N1c 
Satellitenherde in der Subserosa ohne regionäre 
Lymphknoten 

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionären Lymphknoten 

 N2a Metastasen in 4-6 regionären Lymphknoten 

 N2b Metastasen in 7 oder mehr regionären Lymphknoten 

 

M=Fernmetastasen 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen vorhanden 

 M1a Fernmetastasen in einem Organ 

 M1b Fernmetastasen in mehr als einem Organ oder Peritoneum 

 

Aus dem TNM- Schema  lässt sich das UICC- Stadium ableiteten, welches mit den 

Ziffern I-IV beschrieben wird. Die Stadiengruppierung ist vor allem für das weitere 

therapeutische Vorgehen und die Prognose von Bedeutung. 

Tabelle 2 zeigt den Zusammenhang zwischen TNM-Klassifikation und UICC-Stadium. 
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Tabelle 2: Zusammenhang der UICC-Stadien mit der TNM- Klassifikation (2010) 

UICC T N M 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium I T1, T2 

Stadium IIA T3 

Stadium IIB T4a 

Stadium IIC T4b 

Stadium IIIA T1, T2 N1 

T1 N2a 

Stadium IIIB T3, T4 N1 

T2-T3 N2a 

T1-T2 N2b 

Stadium IIIC T4a N2a 

T3-T4a N2b 

T4b N1-2 

Stadium IVA jedes T jedes N M1a 

Stadium IVB jedes T jedes N M1b 

 

1.1.6 Grading 

Ein weiteres Kriterium für die Bösartigkeit des Karzinoms stellt die 

Tumordifferenzierung dar. Ausschlaggebend ist hierbei der noch vorhandene Anteil 

von Drüsengewebe. So können nach der WHO gut differenzierte (G1), mäßig 

differenzierte (G2), schlecht differenzierte (G3) und undifferenzierte (G4) Karzinome 

unterschieden werden, wobei G1 und G2 Tumore als niedriggradig maligne (low-grade-

Karzinome),  G3 und G4 Karzinome als hochgradig maligne (high-grade-Karzinome) 

betrachtet werden.  

1.1.7 Residualtumor  

Von entscheidender Bedeutung ist weiterhin, ob der Tumor operativ vollständig entfernt 

werden konnte. Hierzu dient die sogenannte R-Klassifikation, welche in Tabelle 3 

wiedergegeben ist. 

Tabelle 3: R-Klassifikation 

R= Residualtumor 

RX Residualtumor kann nicht bestimmt werden 

R0 Kein Residualtumor 

R1 Mikroskopisch erkennbarer Residualtumor 

R2 Makroskopisch erkennbarer Residualtumor 
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1.1.8 Prognose des kolorektalen Karzinoms 

Die vollständige Tumorresektion (R0) gilt als einer der entscheidenden 

Prognosefaktoren. Des Weiteren spielt das Tumorstadium eine wesentliche Rolle.  

Tabelle 4 gibt Auskunft über die 5-Jahres-Überlebens-Rate nach R0-Resektion (Weitz, 

2010). Zu beachten ist, dass die Prognose von Kolon- und Rektumkarzinomen getrennt 

betrachtet werden muss. 

Tabelle 4: 5-Jahres Überlebensrate der kolorektalen Karzinome 

 Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV* 

Kolonkarzinom 70-100% 60-91% 44-60% 3-7% 

Rektumkarzinom 72-98% 54-85% 39-60% 3-7% 

*
 5-Jahres-Überlebensrate im Stadium IV ohne Therapie 

Im Falle eines makroskopisch nachweisbaren kolorektalen Residualtumors (R2) 

beträgt die mediane Überlebenszeit nur 10 Monate, bei mikroskopisch nachweisbarem 

Resttumor (R1) 18,7 Monate (Hermanek und Wittekind, 1994). Weitere, zum Teil 

umstrittene Prädiktoren einer schlechten Prognose sind die Invasion lymphatischer und 

venöser Gefäße, die perineurale Infiltration sowie die fokale Dedifferenzierung im 

Bereich der Invasionsfront (Baldus, 2003). 

1.1.9 Therapiekonzepte kolorektaler Karzinome 

In der heutigen Zeit stehen multimodale Behandlungsmethoden für die Therapie des 

kolorektalen Karzinoms zur Verfügung. Grundsätzlich ist ein operativer Eingriff mit 

vollständiger Resektion des Tumors die zuverlässigste Therapieoption mit einer 

potentiell kurativen Zielsetzung. Eine solche Operation kann bei nur etwa 75% aller 

Patienten mit kolorektalem Karzinom durchgeführt werden (Weitz, 2010). Dabei 

entscheidet die Lage des Karzinoms über Art und Ausmaß der Operation. 

 

Als Standardverfahren bei Kolonkarzinomen wird der Primärtumor unter 

Berücksichtigung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes und Mitnahme des 

drainierenden Lymphabflussgebietes mit dem zentralen Blutgefäß reseziert. Um das 

Risiko der intraoperativen Metastasierung zu minimieren, wird die „no-touch“ Technik 

nach Turnbull empfohlen (Turnbull et al., 1967). Abhängig von der Lokalisation des 

Tumors resultiert hieraus eine rechts- bzw. linksseitige Hemikolektomie, eine Kolon-

Transversum-Resektion oder eine Sigmaresektion. 

 

Auch bei Rektumkarzinomen spielt die genaue Lokalisation des Tumors eine wichtige 

Rolle für die Verfahrenswahl. In kurativer Absicht muss neben der Entfernung des 
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Primärtumors zusätzlich eine partielle oder totale Resektion des Mesorektums und des 

dazugehörigen Lymphabflussgebietes erfolgen (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 

2013). Sofern es möglich ist, sollte ein Sphinkter-(Kontinenz-)erhaltendes 

Resektionsverfahren angestrebt werden. Als Standardverfahren bei Tumoren des 

oberen Rektumdrittels (aboraler Tumorrand liegt 12 cm bis 16cm von der Anokutanlinie 

entfernt) gilt die kontinenzerhaltende anteriore Rektumresektion mit partieller 

Mesorektumexzision. Ein aboraler Sicherheitsabstand von 5 cm sollte eingehalten 

werden (Weitz, 2010). Liegt das Karzinom in den unteren zwei Dritteln, muss eine 

totale Mesorektumexzision (TME) durchgeführt werden. Der aborale 

Sicherheitsabstand sollte mindestens 2 cm betragen. Ist ein tumorfreier distaler 

Sicherheitsabstand von 2 cm zur Linea dentata nicht einzuhalten, wird eine 

abdominoperineale Rektumexstirpation (APR) mit Anlage eines endständigen Anus 

praeternaturalis vorgenommen (Müller, 2008/09). 

Handelt es sich um low-grade-T1-Rektumkarzinome ohne Lymphknotenbefall, so ist 

eine transanale Lokalexzision (TEM= transanale endoskopische Mikrochirurgie) 

ausreichend (Borschitz und Junginger, 2008). 

 

Bei einem primär resektablen Rektumkarzinom im Stadium II und III kann vor der 

Operation eine neoadjuvante Therapie durchgeführt werden. Sie kann entweder aus 

einer alleinigen Radiotherapie bestehen oder aus einer kombinierten 

Radiochemotherapie. Ziel einer solchen Therapie ist zum einen, die Lokalrezidivrate zu 

senken und zum anderen das sogenannte Downstaging des Tumors. Durch dieses 

Vorgehen kann gegebenenfalls eine spätere R0-Resektion bzw. eine 

kontinenzerhaltende Operation ermöglicht werden.  

Für das Kolonkarzinom haben neoadjuvante Therapiemaßnahmen keinen Stellenwert 

(Weitz, 2010). 

 

Postoperativ wird bei allen Rektumkarzinompatienten, die eine neoadjuvante 

Radiochemotherapie erhalten haben, eine adjuvante Chemotherapie empfohlen. Eine 

kombinierte adjuvante Radiochemotherapie sollte bei Patienten im Stadium II und III 

angewendet werden, wenn sie keine neoadjuvante Radiochemotherapie erhalten 

haben, bzw. bei Patienten nach einer inkompletten Resektion (R1) oder intraoperativer 

Tumorperforation. Die Chemotherapie sollte entweder als 5-Fluorouracil (5-FU) 

Monotherapie, oder in Kombination mit Folinsäure (FS) durchgeführt werden (S3-

Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2013).  
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Bei Patienten mit einem Kolonkarzinom setzt die Chemotherapie erst postoperativ ein. 

Hiermit soll der Anteil an Patienten gesenkt werden, die Lokalrezidive erleiden oder 

Fernmetastasen ausbilden. Patienten im UICC Stadium I–II, also nodalnegative 

Patienten, haben ein geringes Rezidivrisiko und profitieren nicht von einer adjuvanten 

Therapie. In besonderen Fällen, insbesondere bei Patienten mit Risikofaktoren im 

UICC Stadium II (z.B. Vorliegen von T4, Tumorinvasion in Venen oder Lymphgefäßen, 

Tumorperforation), muss eine adjuvante Therapie in Betracht gezogen werden (S3-

Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2013). Sobald der Lymphknotenstatus positiv ausfällt, 

ab einem UICC Stadium III, ist eine adjuvante Therapie bei Fehlen von 

Kontraindikationen grundsätzlich indiziert. Vor der Einführung einer 

Dreifachkombination galt die Kombination bestehend aus 5-Fluoruracil und Folinsäure 

als Standard (Seufferlein et al., 2003). Das sogenannte FOLFOX-Schema, bestehend 

aus einer Kombination von Folinsäure+5-Fluouracil und Oxaliplatin, stellt heute eine 

hocheffektive Form der Dreifachkombination dar (Weitz, 2010). Eine weitere Option ist 

die Verwendung von Folinsäure+5-Fluoruracil in Kombination mit Irinotecan, bekannt 

als FOLFIRI-Schema.  

 

Die Prognose von metastasierten kolorektalen Karzinomen ist trotz Anwendung neuer 

Chemotherapeutika weiterhin schlecht.  

Neue Erkenntnisse im Bereich der Zellzyklusregulation in Tumorzellen haben dazu 

geführt, dass neue zielgerichtete molekulare Substanzen entwickelt werden konnten. 

Hierdurch steht neben der konventionellen Chemotherapie, welche ubiquitär auf alle 

Zellen des menschlichen Organismus gerichtet ist und oft mit Nebenwirkungen 

assoziiert ist, eine gezielte pharmakologische Therapie zur Verfügung, welche gegen 

spezifische molekulare Strukturen in der Tumorzelle gerichtet ist. So ist es möglich 

geworden, die Angiogenese zu hemmen oder bestimmte Wachstumsrezeptoren zu 

blockieren, um so einen antiproliferativen Effekt auf den Tumor zu bewirken. Für eine 

adjuvante Therapie zugelassen sind momentan drei monoklonale Antikörper: 

Bevacizumab (Avastin®), welcher gegen den vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) gerichtet ist, sowie die 

zwei monoklonalen Antikörper Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) 

welche den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (Epidermal Growth Factor 

Receptor, EGFR) blockieren. Unter Einsatz dieses Therapieregimes konnte das 

progressionsfreie Überleben, sowie teilweise das Gesamtüberleben verlängert werden 

(Dietel et al., 2008). 
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Da dieser neue Therapieansatz Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist, soll im 

Folgenden auf die epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren, vor allem auf den EGF-

Rezeptor näher eingegangen werden. Zwei Signalkaskaden liegen dabei im Fokus der 

Untersuchungen. Im Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene Mutationen innerhalb 

dieser Kaskaden analysiert und deren mögliche Konsequenzen dargelegt. 

1.2 Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 

Charakteristika des epidermalen Wachstumsfaktors 

Der EGFR ist ein Transmembranprotein und zählt zu der Familie der Tyrosinkinase-

Wachstumsfaktor-Rezeptoren. Bisher sind vier solcher transmembranären Rezeptoren 

bekannt: EGFR (HER1/erbB-1), HER2 (erbB-2/neu), HER3 (erbB-3), und HER4 (erbB-

4) (Yarden, 2001). Bei dem EGFR handelt es sich um ein 170 kDa schweres Protein, 

bestehend aus drei funktionellen Einheiten: einer cysteinreichen, extrazellulären 

Liganden bindenden Domäne, einer transmembranären und einer zytoplasmatischen 

Domäne mit Tyrosinkinaseaktivität. Bislang ist eine Vielzahl von Liganden entdeckt, die 

an den EGFR binden können. Diese werden auch als „EGF related peptide growth 

factors“ bezeichnet. Eine wesentliche Rolle spielt hier der EGF (epidermale 

Wachstumsfaktor). Weitere Liganden sind TGF-α (tumor growth factor-α), 

Amphiregulin, Betacellulin, HB-EGF (heparin-binding epidermal growth factor), 

Epiregulin und Neuregulin G2β. Diese Liganden weisen spezifische Affinitäten zu 

verschiedenen Rezeptoren auf und können aus diesem Grund in drei Gruppen 

gegliedert werden.  

 

EGF, TGF-α und Amphiregulin binden nur an den EGF-Rezeptor, Neuregulin nur an 

den HER3-/HER4-Rezeptor und Betacellulin, HB-EGF und Epiregulin binden an den 

EGF- und HER4-Rezeptor (Riese und Stern, 1998; Wells, 1999; Hynes et al., 2001). 

Bisher konnte noch kein Ligand für den HER2 Rezeptor identifiziert werden, vermutlich 

dient er als Korezeptor für die restlichen Liganden (Graus-Porta et al. 1997). Da die 

verschiedenen Liganden bestimmte Rezeptordimerisierungen begünstigen, ergibt sich 

eine Vielzahl von Möglichkeiten der Aktivierung zytoplasmatischer Signalmoleküle, 

welche wiederum verschiedene Signalwege in Gang setzen (Alroy und Yarden, 1997). 

 

Durch die Bindung des Liganden an der extrazellulären Domäne wird eine EGFR-

vermittelte Signaltransduktion in Gang gesetzt. Zuerst führt die Aktivierung zu einer 

Dimerisierung von zwei Rezeptormonomeren, entweder zweier EGFR oder eines 

EGFR mit einem anderen Mitglied der Tyrosinkinase-Rezeptoren. Anschließend folgt 
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eine Autophosphorylierung spezifischer zytoplasmatischer Tyrosinreste (Schlessinger, 

2000). Durch Phosphorylierung werden Bindungsstellen für intrazelluläre 

Effektorproteine frei, wodurch verschiedene Signalkaskaden zum Nukleus eingeleitet 

werden. Ziel dieser Kaskaden ist die Beeinflussung der Transkripition verschiedener 

Zielgene, die für das Zellwachstum, die Differenzierung und die Zellproliferation wichtig 

sind (Hackel et al., 1999; Prenzel et al., 2001).  

Der EGFR wird entweder durch eine Internalisierung oder durch Phosphorylierung 

bestimmter Serin- und Threoninreste der intrazellulären Domäne inaktiviert. 

1.3 EGFR abhängige Signalwege 

Durch den EGFR wird eine Reihe von Signalwegen gesteuert, dazu gehören der 

KRAS-BRAF-MAPK-, PIK3CA-AKT-PTEN-, JNK/STAT-, cSrc- und der PLC𝛾 

Signalweg. Vor allem der KRAS-BRAF-MAPK- sowie der PI3K-AKT- Signalweg stellen 

zwei wichtige Signalkaskaden dar (McCubrey et al. 2006). Im Folgenden sollen diese 

beiden Signalwege genauer beschrieben werden. 

1.3.1 Der RAS-RAF-MAPK-Signalweg 

Der RAS-RAF-MAPK-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle bei zellulären Prozessen 

wie z.B. Zellproliferation, -differenzierung, Apoptose und Tumorgenese (Robinson und 

Cobb, 1997). 

Der Signalweg beginnt mit der Bindung eines Liganden an den EGF-Rezeptor. Nach 

der Phosphorylierung der Rezeptortyrosinkinase kann sich hieran das Adapterprotein 

GRB2 (growth factor receptor binding protein 2) anlagern, an welches wiederum das 

Protein SOS (son-of- sevenless) bindet (Fremin und Maloche, 2010). SOS ist dann für 

die Aktivierung des membrangebundenen RAS (rapid accelerating sarcoma) 

verantwortlich, indem es den Austausch von GDP in GTP katalysiert (Rozakis-Adcock 

et al. 1993). 

 

Das aktivierte RAS ist dann in der Lage, mit nachgeschalteten Effektorproteinen zu 

interagieren. Ein wichtiges Protein ist die Serin/Threoninkinase RAF, die nun die 

Aktivierung der MAPK-Kaskade bewirkt. Dieses führt zur Phosphorylierung von 

MEK1/2 (mitogen induced extracellular kinase) (Avruch et al., 1994), welche wiederum 

ERK1/2 (extracellular signal-regulated-kinase) phosphoryliert. Die Signalkaskade 

mündet schließlich in der Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren. Diese 

regulieren die Expression zahlreicher Gene, welche vor allem für die Zellproliferation 

verantwortlich sind. 
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In Abb. 2 wird der RAS-RAF-MAPK-Signalweg schematisch dargestellt. 
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Abb. 2: RAS-RAF-MAPK-Signalweg 

1.3.2 Das RAS-Protein 

Das RAS-Protein (Rat sarcoma) gehört zu der Familie der GTP-bindenden Proteine 

(Bourne et al., 1990). Insgesamt sind heute drei humane RAS-Proteine bekannt: HRAS 

(Harvey-RAS), KRAS (Kirsten-RAS) und NRAS (Neuroblastom-RAS) (Barbacid, 1987). 

Ihre Expression in unterschiedlichen Geweben variiert sehr stark. In Haut und 

Muskelzellen findet man vorwiegend HRAS, während im Darm und Thymus KRAS 

überwiegt und NRAS im Thymus und Hoden dominiert (Lowy und Willumsen, 1993). 

Das RAS-Protein gilt als ein wichtiger Schlüsselregulator in Signaltransduktionswegen, 

die der Zellproliferation und der Differenzierung dienen, indem es die Funktion eines 

molekularen Schalters übernimmt. RAS kann von der inaktiven GDP-bindende in die 

aktive GTP-bindende Konfirmation wechseln und so mit weiteren Signalproteinen 

interagieren (Downward, 1992). Da diese Reaktionen nur langsam ablaufen, wird der 

Prozess durch verschiedene Faktoren beschleunigt. Dies geschieht einerseits durch 

Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs= guanin nucleotide Exchange Factors), die 

für den Austausch von GDP zu GTP verantwortlich sind, andererseits wird dieser 

Prozess durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beschleunigt, wodurch GTP zu 

GDP dephosphoryliert wird (Wittinghofer und Waldmann, 2000). 
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1.3.3 Mutationen im KRAS-Gen 

In epithelialen Neoplasien treten besonders häufig Mutationen des KRAS-Gens auf, 

wohingegen Mutationen von H- oder NRAS nur selten beschrieben werden. Eine 

Mutation ist bereits in einem frühen Stadium der Karzinogenese des Kolonkarzinoms 

zu finden. Durch eine Punktmutation des KRAS-Gens wird die Konfiguration des 

Proteins so verändert, dass das GTPase-aktivierende Protein nicht mehr binden kann 

und somit KRAS dauerhaft in der aktiven GTP-bindenden Form vorliegt (Fearon, 

1993). Diese Mutationen befinden sich mit deutlich unterschiedlicher Häufigkeit in 

Codon 12, 13 und 61 (Losi et al., 1992; Bos et al., 1987). Mit etwa 80% ist das Codon 

12 am häufigsten betroffen, es folgt das Codon 13 mit etwa 10% und Codon 61 mit 

etwa 5% (Andreyev et al., 1998; Kampman et al., 2000). Über die oben beschriebene 

Signalkaskade werden durch ein mutiertes KRAS-Gen permanent 

wachstumsstimulierende Signale in den Zellkern geleitet, die die Tumorentstehung, 

das Tumorwachstum fördern oder die Metastasierungsrate steigern können (Weijzen et 

al., 1999). In einer Vielzahl menschlicher Krebszellen lassen sich Mutationen im RAS-

Onkogen nachweisen (Bos, 1989). KRAS-Mutationen treten in einem hohen 

Prozentsatz kolorektaler Karzinome auf. Dabei variiert die Inzidenz der KRAS- 

Mutationen je nach Literatur zwischen 32% und 50% (Bos, 1989; Forrester et al., 1987; 

Samowitz et al., 2000; Finkelstein et al., 1993; Olschwang et al., 1997). 

1.3.4 Das RAF-Protein 

Das RAF-Protein (rapidly growing fibrosarcoma or rat fibrosarcoma) gehört zu der 

Gruppe der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Es existieren drei Isoformen: ARAF, BRAF 

und CRAF (auch RAF1 genannt) (Roskoski, 2010). CRAF ist ubiquitär vorhanden, 

BRAF wird vor allem in neuronalen Zellen exprimiert und ARAF findet sich am 

häufigsten in Zellen des Urogenitaltrakts (Barnier et al., 1995). Diese Serin/Threonin-

Proteinkinasen spielen eine wichtige Rolle in der Signalkaskade des RAS-RAF-MAPK-

Signalwegs, indem sie als Bindeglied zwischen RAS und MEK1/2 fungieren. Es konnte 

gezeigt werden, dass zur Aktivierung von BRAF eine durch RAS vermittelte 

Membranrekrutierung ausreicht, wohingegen CRAF als auch ARAF zusätzliche 

Phosphorylierungen zur Aktivierung benötigen (Mason et al., 1999; Fabian et al., 1993; 

Wellbrock et al., 2004). Weiterhin unterscheiden sich die drei Isoformen in der 

Fähigkeit, MEK1/2 zu aktivieren (Marais et al., 1997), wobei BRAF als Hauptaktivator 

von MEK1/2 fungiert. CRAF und ARAF scheinen hingegen eher für die 

Feinabstimmung der ERK-Aktivität zuständig zu sein (Wellbrock et al., 2004). 
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1.3.5 Mutationen im BRAF-Gen 

Während Mutationen in ARAF und CRAF nur sehr selten zu finden sind, treten in etwa 

7% aller menschlichen Karzinome Mutationen im BRAF-Gen auf (Garnett et al., 2005). 

Die Häufigkeit der Mutation variiert in verschiedenen Geweben stark. In etwa 30-70% 

maligner Melanome, in etwa 30-50%  papillärer Schilddrüsenkarzinome und in etwa 

30% der Ovarialkarzinome ist eine Mutation des BRAF-Gens anzutreffen (Garnett und 

Marais, 2004). In kolorektalen Karzinomen wird eine Prävalenz von 5-17% beschrieben 

(Samowitz et al., 2005; Ogino et al., 2009; Barault et al., 2008; Fransen et al., 2004; 

Nagasaka et al., 2004; Li et al., 2006; Santini et al., 2010; De Roock et al., 2010). 

Bisher konnten mehr als 30 verschiedene BRAF-Mutationen identifiziert werden. Mit 

etwa 90% ist die Punktmutation im Exon 15 die am häufigsten auftretende Mutation. 

Durch diese Mutation findet ein Austausch von Valin gegen Glutamin an der Position 

599 im Protein (V599E) statt (Davies et al., 2002). Damit ist die Kinaseaktivität des 

Proteins ohne Stimulation des vorgeschalteten RAS möglich und darüber hinaus 

deutlich erhöht. Der nachgeschaltete Signalweg wird dauerhaft aktiviert und die 

Proliferation und Transformation zur Tumorzelle induziert.   

1.3.6 Der PI3K-AKT-Signalweg 

Der PI3K-AKT-Signalweg spielt wie auch der RAS-RAF-MAPK-Signalweg eine 

entscheidende Rolle bei der Weiterleitung intrazellulärer Prozesse zum Zellkern. Dabei 

ist der PI3K-AKT-Signalweg aufgrund seiner vielen Schleifen und Verzweigungen sehr 

komplex, weshalb hier nur auf die wichtigsten Abschnitte eingegangen werden soll.  

 

Die Aktivierung des Signalwegs kann dabei durch verschiedene Wege erfolgen.  

Am Anfang wird, wie auch beim RAS-RAF-MAPK-Signalweg, die 

Rezeptortyrosinkinase durch Bindung von Wachstumsfaktoren aktiviert und der  

zytoplasmatische Anteil phosphoryliert. Durch seine regulatorische Untereinheit (p85) 

kann dann PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen) entweder direkt oder mit Hilfe von 

Adapterproteinen z.B. IRS-1 (Insulin-Rezeptor-Substrat-1) an die Phosphotyrosinreste 

binden. Die Adapterproteine sind dabei an der phosphorylierten Domäne der 

Rezeptortyrosinkinase gebunden. Eine weitere Möglichkeit der Aktivierung besteht 

durch das aktive GTP-gebundene RAS (Stein und Waterfield, 2000).   

 

Aktiviertes PI3K bewirkt nun mit seiner katalytischen Untereinheit (p110) die 

Umwandlung von PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-Phosphat) in PIP3 

(Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphat) an der Innenseite der Plasmamembran (Blume-
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Jensen und Hunter, 2001). PIP3 wirkt nun als second messenger und sorgt dafür, dass 

an ihm Signalproteine mit PH-Domäne (Pleckstrin Homology) binden können, wie die 

Serin/Threonin-Kinase AKT, auch als Proteinkinase B bezeichnet (Engelman et al., 

2006). Durch die Phosphoinositide-dependent Kinase-1 (PDK1) und einer weiteren 

Kinase wird AKT an Threonin (308) und Serin (473) phosphoryliert und somit aktiviert 

(Sarbassov et al., 2005). 

Die AKT-Kinase interagiert dann mit vielen nachgeschalteten Substraten, indem sie 

diese phosphoryliert und somit aktiviert oder auch inhibiert. Zusammengefasst in drei 

Gruppen dient AKT dem Überleben der Zelle, der Proliferation und dem Zellwachstum 

der einzelnen Zelle (Vivanco und Sawyers, 2002).  

So wird beispielsweise die proapoptotische Wirkung von Caspase-9 durch 

Phosphorylierung inhibiert (Cardone et al., 1998). Weiterhin reguliert AKT den 

antiapoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) (Romashkova und Makarov 1999).  

Durch PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog), eine Lipidphosphatase, wird die 

AKT-Kinase inaktiviert, indem PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert wird (Steelman et al., 

2004). Die Proliferation der betroffenen Zelle wird damit unterbunden und die Apoptose 

eingeleitet. PTEN agiert somit als Tumorsuppressor (Yamada und Araki, 2001). 

In Abb. 3 sind die verschiedenen Möglichkeiten zur Aktivierung der PI3-Kinase gezeigt 

(links) sowie die daraus resultierende Bildung von PIP3 und die Aktivierung von AKT 

(rechts). 
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Abb. 3: PI3K-AKT Signalweg 
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1.3.7 Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen 

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) gehören zu der Familie der Lipidkinasen. Sie 

besitzen die Eigenschaft, die 3´-OH-Position des Inositolrings von 

Phosphatidylinositolen zu phosphorylieren (Rameh und Cantley, 1999). Dabei sind sie 

an einer Vielzahl zellulärer Schlüsselfunktionen, wie z.B. an der Regulation 

intrazellulärer Transportprozesse, dem Zellwachstum und Differenzierungsvorgängen, 

beteiligt (Leevers et al., 1999). 

Abhängig von ihrer jeweiligen Proteindomänenstruktur der katalytischen Untereinheit 

bevorzugen sie spezifische Substrate und können in drei funktionelle Untergruppen 

gegliedert werden: Klasse IA/IB, II und III. Die für die Rezeptortyrosinkinasen 

bedeutenden PI3K befinden sich in der Klasse IA. Diese sind Heterodimere und setzen 

sich aus einer der drei katalytischen (p110α, p110β, p110δ und einer der fünf 

regulatorischen Untereinheiten (p85α, p85β, p55α p55γ, p50α) zusammen 

(Vanhaesebroeck und Waterfield, 1999; Engelman et al., 2006).  

Als Substrat bevorzugt die Klasse IA der PI3-Kinasen vor allem PIP2, wodurch die in 

1.3.6 erläuterte Signalkaskade fortgeführt wird. 

1.3.8 Mutationen im PIK3CA-Gen 

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass PI3K eine bedeutende Rolle bei der 

Entstehung und Progression von Tumoren spielt. Es zeigte sich, dass eine Mutation 

des PIK3CA -Gens, welches die katalytische Untereinheit p110α kodiert, mit der 

Tumorgenese assoziiert sein kann (Aoki et al., 2000; Chang et al., 1997). In einer 

Vielzahl von Tumorentitäten konnte eine PIK3CA-Mutation nachgewiesen werden. 

(Samuels und Ericson, 2006). In etwa 15% der kolorektalen Karzinome tritt eine solche 

Mutation auf (Nosho et al., 2008). Die überwiegende Mehrzahl der Mutationen liegt 

innerhalb von Exon 9 (Helikale-Domäne) und Exon 20 (Kinase-Domäne) des PIK3CA- 

Gens (Samuels et al., 2004). Es handelt sich hierbei um Hotspot-Regionen, in denen 

einzelne Aminosäuren substituiert werden (Vogt et al., 2007).  

Durch diese genetische Veränderung ist die Lipidkinaseaktivität deutlich erhöht 

(Karakas et al., 2006). Es entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation und 

verminderter Apoptose, so dass letztendlich eine Tumorentstehung begünstigt wird.  

1.4 Die Bedeutung des EGF-Rezeptors in der Onkologie 

Unter normalen Bedingungen wird der EGF-Rezeptor durch ein streng kontrolliertes 

System reguliert. Wird dieser Regulationsmechanismus durch pathologische 
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Veränderungen, wie z.B. eine durch Genamplifikation verursachte Überexpression des 

EGFR gestört, kann dies zur Entstehung neoplastischen Gewebes führen. Diese 

Entwicklung trägt schließlich zur Manifestation eines Tumors bei. Zahlreiche Studien 

konnten belegen, dass der EGFR in einer Vielzahl von Tumorentitäten überexprimiert 

vorliegt. Hierzu zählen unter anderem Mamma- und Bronchialkarzinome, Kopf-Hals-

Tumore, Glioblastome sowie kolorektale Karzinome (Lynch et al., 2004; Salomon et al., 

1995; Grandis et al., 1996; Goike et al., 1999; Messa et al., 1998). Eine 

Überexpression des EGFR hat zur Folge, dass der Rezeptor verstärkt aktiviert wird 

und Signalkaskaden unkontrolliert weitergeleitet werden. Durch diesen Vorgang 

werden die Zellproliferation, die Angiogenese, die Metastasierung und antiapoptotische 

Vorgänge verstärkt (Salomon et al., 1995; Wells, 1999).  

Des Weiteren weisen Karzinome mit einer Überexpression des EGFR  häufig eine 

geringere Sensitivität gegenüber Chemo- und Strahlentherapie auf und sind mit einem 

aggressiverem Wachstum sowie einer schlechteren Prognose assoziiert (Krause et al., 

2006). Neben der Überexpression sind auch verschiedene Mutationen des EGF-

Rezeptorgens bekannt. Die EGFRvIII-Mutante ist die am häufigsten detektierte 

Mutation in soliden humanen Tumoren (Moscatello et al., 1998). Durch diese Mutation 

wird die extrazelluläre Rezeptordomäne modifiziert. Dies hat zur Folge, dass der 

Rezeptor durch eine ligandenunabhängige, konstitutiv enzymatische Aktivität 

nachgeschaltete Signalkaskaden induziert. Zudem wird der EGFRvIII nur verzögert 

internalisiert, wodurch seine Wirkung zusätzlich noch verlängert wird (Huang et al., 

1997). 

1.4.1 Therapeutische Beeinflussung des EGF-Rezeptors  

In den letzten Jahren konnte neben den herkömmlichen Therapieoptionen, wie der 

chirurgischen Intervention und der Strahlen- und Chemotherapie, ein neuer 

Therapieansatz an Bedeutung gewinnen. Durch die Identifikation molekularer 

Eigenschaften von Tumorzellen, ist es gelungen, eine Therapie zu entwickeln, welche 

sich spezifisch gegen Tumorzellen richtet, die sogenannte „Target Therapie“. 

 

Diese Therapie wirkt, indem sie mit spezifischen molekularen Zielen, wie z.B. 

Oberflächenrezeptoren interagiert und somit bestimmte Regulationsmechanismen und 

Signaltransduktionswege der Tumorzellen blockiert. Von besonderem Interesse sind 

Ziele, von denen bekannt ist, dass sie eine Schlüsselrolle bei der Tumorproliferation 

spielen. Der EGF-Rezeptor stellt daher ein attraktives Ziel eines solchen 

Therapieansatzes dar. Dabei kann die Funktionalität und Aktivität dieses Rezeptors 
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durch verschiedene Strategien inhibiert werden. Zwei therapeutische Ansätze haben 

dabei bereits Eingang in die Therapie gefunden: monoklonale Antikörper und 

synthetische Tyrosinkinaseinhibitoren (De Bono und Rowinsky, 2002). Durch die 

Bindung monoklonaler Antikörper an die extrazelluläre Liganden-bindende Domäne 

des EGF-Rezeptors wird die Anlagerung natürlicher Liganden verhindert (Ciardiello 

und Tortora, 2008). 

Die Tyrosinkinaseinhibitoren richten sich gegen die intrazelluläre katalytische Domäne 

des EGF-Rezeptors. Sie besetzen die ATP-Bindungsstelle, verhindern somit die 

Autophoshorylierung der Tyrosinreste und unterbinden dadurch die Aktivierung 

nachgeschalteter Signalproteine (Ciardiello und Tortora, 2001). Zwei intensiv 

erforschte Tyrosinkinaseinhibitoren sind Erlotinib (Tarceva®) und Gefitinib (Iressa®), 

welche in der Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC) eingesetzt 

werden (Siegel-Lakhai et al., 2005).  

Seit 2013 ist Regorafenib (Stivarga®) als erster Tyrosinkinaseinhibitor bei Patienten mit 

metastasiertem kolorektalen Karzinom zugelassen, deren Erkrankung bei Verwendung 

etablierter Behandlungskonzepte fortschreitet. 

1.4.2 Einsatz monoklonaler Antikörper gegen den EGFR in der 
Therapie kolorektaler Karzinome 

Durch die Bindung monoklonaler Antikörper an die extrazelluläre Domäne des EGF-

Rezeptors wird die Bindung natürlicher Liganden, wie EGF oder TGFα verhindert. 

Dadurch findet die Liganden-induzierte Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase nicht 

statt und nachgeschaltete mitogene Signalkaskaden werden inhibiert. Schließlich wird 

somit die Zellproliferation gehemmt und die Apoptose von Tumorzellen gefördert 

(Goldstein et al., 1995; Mendelsohn und Baselga, 2003).  

 

Inzwischen wurden mehrere monoklonale Antikörper entwickelt, die gegen die 

extrazelluläre Domäne des EGFR gerichtet sind. Seit 2004 ist Cetuximab (Erbitux®) in 

Europa als erster monoklonaler Antikörper zur Therapie des metastasierten 

kolorektalen Karzinoms zugelassen. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen 

chimären (variable Teil des AK ist ein Mausprotein) IgG1-Antikörper, der gegen die 

extrazelluläre Bindungsdomäne des EGFR gerichtet ist und dadurch endogene 

Liganden verdrängt (Cunningham et al., 2004). Die European Medicines Agency (EMA) 

hat Cetuximab 2011 bei Patienten mit metastasierten EGFR-exprimierenden 

kolorektalem Karzinom, in Kombination mit Chemotherapie oder als Monotherapie bei 
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Patienten, bei denen die Therapie mit Oxaliplatin und Irinotecan versagt hat bzw. bei 

Patienten, die Irinotecan nicht vertragen, zugelassen.     

 

Als zweiter monoklonaler Antikörper, der gegen den EGFR gerichtet ist, wurde im Jahr 

2007 Panitumumab (Vectibix®) von der EMA bei metastasierten EGFR-exprimierenden 

kolorektalen Karzinomen zugelassen. Dieser Antikörper ist im Gegensatz zu 

Cetuximab ein rein humaner IgG2-Antikörper. Panitumumab wurde zunächst in der 

Monotherapie bei Patienten, bei denen Flourpyrimidin-, Oxaliplatin- und Irinotecan- 

haltige Therapieregime versagt hatte, zugelassen. Im Jahr 2011 genehmigte die EMA 

eine Zulassungserweiterung. Seitdem ist Panitumumab auch als Erstlinientherapie in 

Kombination mit FOLFOX und als Zweitlinientherapie in Kombination mit FOLFIRI bei 

Patienten, die in der Erstlinientherapie eine Fluoropyrimidin-haltige Chemotherapie 

erhalten haben (ausgenommen Irinotecan), zugelassen. 

 

Zur Optimierung der Therapie wurde intensiv nach prädiktiven molekularen Markern 

geforscht. Cunningham et al. (2004), wie auch Saltz et al. (2004), konnten durch ihre 

Studien nachweisen, dass keine Korrelation zwischen der Ausprägung der 

immunhistochemisch nachgewiesenen EGFR-Expression und der  Effektivität der Anti-

EGFR-Therapie besteht. 

In zahlreichen Studien sowohl für Panitumumab (Amado et al., 2008) als auch für 

Cetuximab (Lièvre et al., 2006; Bokemeyer et al., 2009; van Cutsem et al., 2009) in der 

Mono- oder Kombinationstherapie, erwies sich dagegen eine KRAS-Mutation als ein 

negativer prädiktiver Faktor. Das heißt, dass die Antikörpertherapie gegen den EGF-

Rezeptor nur dann Erfolge erzielte, wenn ein KRAS-Wildtyp vorlag. Denn nur im nicht-

mutierten Zustand kann das KRAS-Gen durch EGFR- übertragene Signale gesteuert 

werden. Ein mutiertes KRAS-Gen hingegen aktiviert den Signalweg autonom und 

verliert damit seine Regulierbarkeit.  

Übereinstimmende Ergebnisse konnten in Zusammenhang mit einer BRAF Mutation 

von Di Nicolantonio et al. (2008) beobachtet werden. 

 

Aus diesem Grund ist es eine unabdingbare Voraussetzung einer adäquaten Therapie, 

den KRAS Mutationsstatus des Patienten zu bestimmen und ihn ggf. von einer solchen 

Therapie auszuschließen.  
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die Verwendung von monoklonalen Antikörpern gegen den EGF-Rezeptor, wie 

Cetuximab und Panitumumab, hat in den vergangenen Jahren die therapeutischen 

Möglichkeiten zur Behandlung metastasierter, kolorektaler Karzinome deutlich 

erweitert. In zahlreichen Studien konnte belegt werden, dass nur solche Patienten von 

der Therapie profitieren, bei denen keine KRAS- Mutation vorliegt. 

Allerdings weisen neue Studien über kolorektale Karzinome darauf hin, dass auch 

solche Patienten, die zuvor als KRAS-Wildtyp getestet wurden, nicht sicher auf eine 

solche Therapie ansprechen (Linardou et al., 2008; Sartore-Bianchi et al., 2009). Eine 

mögliche Erklärung könnte die intratumorale Heterogenität sein, die irrtümlicherweise 

dazu führt, dass Patienten als „Wildtyp“ getestet werden und daher eine EGFR-

Antikörpertherapie erhalten. Solche heterogene Verteilungen konnten bei KRAS-

Mutationen im Primärtumor teilweise schon bewiesen werden (Losi et al., 2005). 

Widersprüchlich ist die Datenlage im Vergleich zwischen KRAS-Mutationen im 

Primärtumor und Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen. Auch fehlen bisher Ergebnisse 

zur heterogenen Verteilung von BRAF- und PIK3CA- Mutationen in kolorektalen 

Karzinomen. 

Ziel dieser Arbeit ist es, mögliche Gründe dieses Therapieversagens zu identifizieren. 

Dafür wurden Mutationen in EGFR abhängigen Signalproteinen, wie KRAS, BRAF und 

PIK3CA untersucht. Die Suche wurde dabei auf sogenannte Hotspots fokussiert, d.h. 

KRAS-Mutationen wurden speziell in Codon 12 und 13 untersucht, BRAF Mutationen in 

Codon 600 und PIK3CA- Mutationen in Exon 9 und 20.  

Als eine mögliche Ursache falsch- negativ getesteter Untersuchungsmaterialien wurde 

die Prävalenz intratumoraler Heterogenität untersucht. Weiterhin wurde nach einer 

möglichen Heterogenität zwischen Primärtumor und korrespondierenden Metastasen 

wie Lymphkotenmetastasen bzw. Fernmetastasen geforscht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material  

2.1.1 Geräte 

Analysenwaage     Sartorius AG (Göttingen) 

Digital Graphic Printer UP-D890   Biometra GmbH (Göttingen) 

Elektrophorese-kammer   Biometra GmbH (Göttingen) 

Feinwaage     Sartorius AG (Göttingen) 

Geldokumentationssystem   Biometra; BioDocAnalyse(Göttingen) 

Video Copy Processor Mitsubishi 

(Ratingen) 

Kamerasystem, RT COLOR    Diagnostic Instruments Inc. (USA) 

Kühlschränke      Liebherr AG (Bulle, Schweiz) 

Mikroskop      Leica/Leitz (Wetzlar) 

Mikrowelle      Micromat AEG (Nürnberg) 

NanoDrop® ND 1000   PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) 

PCR-Gerät, TPersonal    Whatman Biometra(Göttingen) 

PCR-Gerät, TGradient   Whatman Biometra(Göttingen) 

Pipetten      Eppendorf (Hamburg) 

Thermomixer 5436     Eppendorf (Hamburg) 

Tiefkühltruhe -80°C     Hettich (Tuttlingen) 

Transilluminator 312 nm BioDoc Analyze  Biometra GmbH (Göttingen) 

Vortex Genie 2    Scientific Industries (Bohemia N.Y., USA) 

 

2.1.2  Verbrauchsmaterialien 

Eppendorfreaktionsgefäße (0,5-2ml)  Eppendorf (Hamburg) 

Objektträger (ca. 76x26 mm/3x1 inch) 50x Starfrost Engelbrecht GmbH (Edermünde) 

Parafilm  American National Can TM (Chicago, USA) 

Pipettenspitzen    StarLab (Ahrensburg)  

PCR Tubes  PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) 

2.1.3 Chemikalien 

Agarose, Peq Gold universal  PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) 

Borsäure     Merck KGaA (Darmstadt) 

Bromphenolblau    Merck KGaA (Darmstadt) 
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Diethylpyrocarbonat (DEPC)   Sigma (Deisenhofen) 

DNA -Leiter 50bp    Fermentas GmbH 

EDTA 1% (w/v)    Biochrom AG kGaA 

Ethidiumbromidlösung (1%) 10mg/ml Roth (Karlsruhe) 

Ethanol     Merck KGaA (Darmstadt) 

Glycerin     Merck KGaA (Darmstadt) 

6x Loading Dye    Fermentas GmbH (St.Leon-Roth) 

Xylol      Merck KGaA (Darmstadt) 

 

2.1.4 Kommerzielle Testsysteme (Kits) 

2x PCR Master Mix    Fermentas GmbH (St. Leon-Roth) 

EZ 1 DNA Tissue Kit    Qiagen (Hilden) 

PCR Purification Kit    Qiagen (Hilden) 

QIAquick PCR Purification Kit  Qiagen (Hilden) 

 

2.1.5 Lösungen und Puffer 

10 X TBE-Puffer 

108 g Tris Base (890nM) 

55 g Borsäure 

40 ml 0,5M EDTA pH 8,0 

 

TE-Puffer 

12 mg Tris- HCl (10mM) 

200 µl 0,5 M EDTA, pH 8,0 (1mM) 

Ad 100ml Aqua bidest. 

 

EDTA 0,5 M pH 8.0 

18,6 g EDTA-Dinatriumsalz (Titriplex III) 

80 ml Aqua dest. 

Mit ca. 2 g NaOH-Plättchen wird ein pH von 8.0 eingestellt, anschließend wird die 

Lösung mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefüllt.  
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5 x GBX-Gel Ladepuffer für DNA 

Endkonzentration:  0,25% Bromphenolblau (BPB) 

0,25% Xylencyanol (XC) 

30% Glycerol in Wasser 

10 ml Ansatz:   25 mg BPB 

25 mg XC 

3,45 ml Glycerol  auf 10 ml mit Aqua dest. auffüllen 

 

2.1.6 Verwendete Primer 

Die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Primer3 

Software designed und von der Firma InvitrogenTM bezogen.  

In Tabelle 5 sind die Primersequenzen aufgeführt. 

Tabelle 5: Verwendete Primer  

Primer Sequenz 5´→3´ Größe 

KRAS Exon 2 
for 5´-AGGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3´ 
rev 5´-AAAGAATGGTCCTGCACCAG-3´ 

171 bp 

BRAF Exon 15 
for 5´-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3´ 
rev 5´-AGCCTCAATTCTTACCATCCA-3´ 

191 bp 

PIK3CA Exon 9 
for 5´-GACAAAGAACAGCTCAAAGCA-3´ 
rev 5´-ACATGCTGAGATCAGCCAAA-3´ 

166 bp 

PIK3CA Exon 20 
for 5´-ATGATGCTTGGCTCTGGAAT-3´ 
rev 5´-GCATGCTGTTTAATTGTGTGG-3´ 

188 bp 

 

2.1.7 Patientenkollektiv 

Das Patientenkollektiv besteht aus 100 Patienten (56 Männer und 44 Frauen), bei 

denen in den Jahren 2002 bis 2008 ein Adenokarzinom des Kolorektums diagnostiziert 

wurde. Die Altersspanne liegt zwischen 18 und 94 Jahren. Das Durchschnittsalter der 

Patienten beträgt 65 Jahre. Alle zu untersuchenden Präparate stammen aus dem 

Institut für Pathologie der Universität Düsseldorf.  

Diese Arbeit entstand in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. med. N. H. Stoecklein, Klinik 

für Allgemein-, Viszeral-, und Kinderchirurgie der Universität Düsseldorf.  

Das Aktenzeichen der Ethikkommission der Heinrich-Heine Universität lautet 3821. Die 

Patientendaten wurden im Rahmen dieser Arbeit pseudoanonymisiert. 

 

2.1.8 Evaluation der kolorektalen Karzinome 

Alle Kolonkarzinompräparate wurden in den Jahren 2002 bis 2008 im Institut für 

Pathologie der Universität Düsseldorf in 5%igem Formalin fixiert und in Paraffin 

eingebettet. Anschließend wurden von diesen Blöcken 5 µm dicke Schnitte angefertigt, 
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auf Objektträgern aufgetragen und zur histologischen Untersuchung mit Hämatoxylin-

Eosin (HE) gefärbt. 

 

Für die vorliegenden Untersuchungen wurden für jeden Patienten alle HE-Schnitte 

sowie die dazugehörigen Paraffinblöcke dem Archiv entnommen. Zur Überprüfung der 

Stadieneinteilung wurde jede zu untersuchende Gewebeprobe nochmals 

mikroskopiert, so dass im Folgenden nur solche Präparate analysiert wurden, die 

mindestens als UICC-Stadium pT3 klassifiziert werden konnten. Zur genauen 

Tumorlokalisation wurde das zu untersuchende Gewebe auf den HE-Schnitten mittels 

Filzstiften markiert. Im Anschluss daran wurde für die DNA Isolierung für jeden 

Patienten von jeweils einem Paraffinblock 4 Schnitte á 5µm angefertigt und auf 

Objektträger aufgezogen.  

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Entparaffinieren 

Vor der manuellen Mikrodissektion müssen die Schnitte, welche das zu untersuchende 

Tumormaterial tragen, entparaffiniert werden. Dazu werden die Schnitte in einen 

Objektträgerhalter eingestellt und durch folgende Reagenzien geführt.   

Xylol   2x 15 min 

Ethanol  2x   5 min 

Anschließend werden die Schnitte vorübergehend in destilliertem Wasser gelagert, 

wobei darauf zu achten ist, dass keine Alkohol- oder Paraffinschlieren auf dem 

Objektträger zurückbleiben. Nach diesem Schritt können die Gewebeschnitte für die 

DNA-Isolierung weiter verwendet werden.  

 

2.2.2 Manuelle Mikrodissektion der Gewebeschnitte 

Zunächst werden 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefäße mit 190 µl Digestionspuffer (EZ 1 

DNA Tissue Kit, Qiagen) befüllt und entsprechend der abzutragenden 

Gewebelokalisation beschriftet. Hierbei entspricht Z dem Tumorzentrum, F der 

Tumorinvasionsfront, LK der Lymphknotenmetastase und M der Fernmetastase. 

Anschließend wird das zu untersuchende Gewebe vom Objektträger abgetragen und in 

die bereits vorbereiteten Eppendorfreaktionsgefäße überführt. Dabei werden die zuvor 

angefertigten HE-Schnitte mit den Markierungen zur genauen Tumorlokalisation als 

Vergleich herangezogen.  
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2.2.3 Isolierung der Tumor DNA 

Um die DNA zu lysieren, werden in jedes Eppendorfreaktionsgefäß jeweils 10 µl 

Proteinase K hinzugefügt. Anschließend folgt die Inkubation über Nacht in einem 

Schüttelheizblock bei einer Temperatur von 56 °C. Sollten sich am nächsten Tag noch 

Gewebeüberreste in dem Reaktionsgefäß befinden, wird erneut 10 µl Proteinase K 

hinzugegeben und die Lösung für weitere 30 min inkubiert, bis keine Rückstände mehr 

sichtbar sind. Anschließend werden die Proben für kurze Zeit zentrifugiert und in 2 ml 

Auffanggefäße pipettiert.  

Die Reinigung der DNA wird durch einen Nukleinsäureroboter ausgeführt (BioRobot 

EZ1, Qiagen).  

 

2.2.4 Bestimmung der DNA Konzentration mittels NanoDrop® 

Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten Tumor-DNA wird die NanoDrop® 

Technologie angewandt. Ein großer Vorteil dieser Methode, gegenüber den üblichen 

Spektrophotometern, ist die geringe Menge an DNA Lösung, die zur 

Extinktionsmessung ausreicht. Zudem sind keine Verdünnungen der Proben mehr 

notwendig, so dass diese Methode den Arbeitsprozess erheblich beschleunigt. 

 

Der NanoDrop® ND-1000 misst die optische Dichte der DNA-Probe mittels 

Absorptionsmessungen bei Wellenlängen zwischen 220 bis 750 nm. Zur 

Quantifizierung der DNA wird eine Wellenlänge von 260 nm ausgewählt, da in diesem 

Bereich die maximale UV- Absorption der Nukleinsäuren liegt. Vor der eigentlichen 

Messung muss das Gerät mittels 1-2 µl H2O bidest. kalibriert werden. Anschließend 

werden 1 µl der DNA Probe auf die Messoptik pipettiert und das Gerät geschlossen. 

Durch die entstehende Flüssigkeitssäule wird anschließend der Lichtstrahl mit einer 

festgelegten Wellenlänge von 260nm geleitet, um eine Aussage über die DNA-

Konzentration zu ermöglichen. Die Konzentrationsangabe der gemessenen DNA wird 

dabei in ng/µl angegeben. 
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2.2.5 Verdünnung der zu amplifizierenden DNA 

Um eine 1:5 Verdünnung der Proben zu gewinnen, wird von jeder Probe 2µl DNA 

Lösung abpipettiert und mit 8µl DPC-Wasser verdünnt. 

 

2.2.6 Polymerasenkettenreaktion 

Mit Hilfe der Polymerasenkettenreaktion (PCR) können kleinste Mengen DNA 

vervielfältigt werden. Das Prinzip beruht auf einem sich wiederholenden Zyklus, 

bestehend aus drei Schritten.  

 

Die Denaturierung stellt den ersten Schritt dieser Reaktion dar. Hierbei wird die 

doppelsträngige DNA (dsDNA) auf 92-95 °C erhitzt, wodurch die 

Wasserstoffbrückenbindungen, die die beiden DNA-Stränge zusammenhalten, 

aufgebrochen werden. Es entsteht einzelsträngige Matrizen-DNA (ssDNA). 

Anschließend wird der Reaktionsansatz auf 50-55°C heruntergekühlt, wobei diese 

Temperatur abhängig von der Schmelztemperatur des verwendeten Primers ist. 

 

Jetzt kann sich der Primer an die komplementären Sequenzen der Matrizen-DNA 

anheften, dieser Vorgang wird auch als Primerannealing  bezeichnet.  

 

Für den dritten Schritt, die Elongation, wird der Reaktionsansatz auf 72 °C erwärmt. 

Diese Temperatur stellt das Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase dar, welche die 

komplementären Stränge aus freien Desoxynukleotid-Triphosphaten (dNTPs) 

synthetisiert. Dadurch kann der gewünschte DNA-Abschnitt verdoppelt werden und 

dient in nachfolgenden Zyklen selbst als Matrize. Durch eine erneute 

Temperaturerhöhung auf 92-95°C beginnt ein neuer Zyklus. Für gewöhnlich wird diese 

Reaktion 20-40-mal wiederholt, wodurch das Ausgangsmaterial theoretisch um den 

Faktor 220 bis 240 vervielfältigt wird. In der Praxis können aus verschiedenen Gründen 

diese Amplifikationsraten allerdings nicht erreicht werden. Nach Erreichen der 40 

voreingestellten Zyklen wird der Prozess beendet und der Reaktionsansatz bei 4-8°C 

gekühlt. Tabelle 6 und Tabelle 7 geben Aufschluss über die verwendeten 

Mischungsverhältnisse und Reaktionsbedingungen für die PCR.  
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Tabelle 6: PCR Ansatz 

Mix Menge [µl] 

2x PCR Mastermix 12,5 

Primer Sense 1 

Primer Antisense 1 

DNA 2 

DEPC-H2O 8,5 

 

Tabelle 7: PCR Bedingungen für KRAS, BRAF & PIK3CA 

 Temperatur 
[°C] 

Dauer 
[sec] 

Initiale Denaturierung 94 240 

Denaturierung 94 30 

Annealing 55 45 

Elongation 72 45 

    

Finale Elongation 72 300 

Endphase 5 ∞ 

 

Jede PCR wurde zur Kontrolle jeweils mit einer positiven Probe (LS-DNA; 20 ng/µl) 

sowie einer negativen Probe (Wasser) durchgeführt. 

 

2.2.7 DNA-Gelelektrophorese 

2.2.7.1 Prinzip der DNA-Gelelektrophorese 

Anschließend werden die entstandenen DNA Fragmente mittels Gelelektrophorese 

entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. Da die DNA durch ihre Phosphatreste negativ 

geladen ist, wandern die Nukleinsäuren nach Anlegen einer Spannung zur Anode. 

Kleinere DNA-Fragmente können dabei schneller durch das Agarosegel wandern als 

größere DNA-Fragmente. Durch Zugabe eines mitlaufenden Größenmarkers lässt sich 

die Größe der DNA-Fragmente ermitteln (GeneRulerTM, 50bp DNA Ladder, Fermentas, 

St. Leon-Roth). Anschließend können die DNA Banden unter UV-Bestrahlung sichtbar 

gemacht werden und zur Dokumentation sowohl ausgedruckt, als auch abgespeichert 

werden.  

 

2.2.7.2 Herstellung eines Agarosegels und Durchführung der 
Gelelektrophorese 

Zur Herstellung eines 2%igen Agarosegels wird 1,6 g Agarose mit 80 ml TBE-Puffer 

vermischt und durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst, bis keine Schlieren mehr 
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sichtbar sind. Nach Abkühlung der Lösung auf etwa 60°C wird 3 µl des Fluoreszenz-

Farbstoffes Ethidiumbromid hinzugefügt, dieser interkaliert mit der DNA und ermöglicht 

so das spätere Erkennen der DNA Banden auf dem Transluminator. Sobald sich das 

Ethidiumbromid gelöst hat, wird die Gelflüssigkeit zur Aushärtung in einen Gelträger 

mit eingesetztem Kamm gegossen, welcher nach Entfernung die späteren Geltaschen 

formt.  

Bevor das Gel mit der zu analysierenden DNA Probe beladen werden kann, werden 5 

µl DNA Lösung mit 2 µl Ladepuffer vermischt. Dieser enthält den Farbstoff 

Bromphenolblau, wodurch die Wanderung der DNA- Fragmente durch das Gel sichtbar 

gemacht wird.  

Als Laufpuffer wird 1x TBE-Puffer verwendet. Die Trennung der DNA-Fragmente 

erfolgt bei einer konstanten Spannung von 85-90 Volt für etwa 35 min.  

 

2.2.8 Aufreinigung der amplifizierten DNA  

Um Verunreinigungen wie Primer, Salze, Enzyme und nicht eingebaute dNTPs von der 

amplifizierten Tumor-DNA zu entfernen, muss in einem nächsten Schritt eine 

Aufreinigung vorgenommen werden. Dieser ist erforderlich, um ein reines PCR Produkt 

zu erhalten und um Störungen bei der späteren Sequenzierung vorzubeugen. Die 

Reinigung wurde nach dem Protokoll des Herstellers mittels des QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen, Hilden) durchgeführt.  

 

In einem ersten Schritt des Reinigungsprozesses wird das PCR Amplifikat mit dem 

fünffachen Volumen an PB-Puffer versetzt und gemischt. Anschließend wird die 

Lösung auf eine Aufreinigungssäule übertragen, welche in einem 2 ml Auffanggefäß 

platziert ist. Dann wird diese Lösung bei 17,900 x g für 60 sec zentrifugiert. Das 

entstandene Eluat wird verworfen und die Aufreinigungssäule wieder auf das 

Ausfanggefäß gesetzt. Jetzt wird die Säule mit 0,75 ml PE Puffer gewaschen und 

erneut zentrifugiert, wodurch insbesondere Salze entfernt werden. Der Durchfluss wird 

wiederum verworfen und eine zusätzliche Zentrifugation wird durchgeführt, um 

sicherstellen zu können, dass sich kein PE Puffer mehr in der Aufreinigungssäule 

befindet.  Danach wird die Aufreinigungssäule in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß 

platziert und 30 µl H2Obidest. auf die Mitte der Säule aufgetragen. Nach einer Wartezeit 

von einer Minute wird eine abschließende Zentrifugation durchgeführt. Die amplifizierte 

DNA befindet sich jetzt aufgereinigt in einem Eppendorfreaktionsgefäß. 
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Für die sich anschließende Sequenzierung ist es wichtig, die Konzentration der 

eluierten DNA zu kennen. Dazu ist eine erneute Gelelektrophorese aller Proben 

erforderlich, wie bereits unter 2.2.7.2 beschrieben. 

 

2.2.9 DNA Sequenzanalyse 

Die Sequenzierungen der aufgereinigten PCR Produkte übernahm das Biologisch- 

Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf. 

Hierzu wurde die Template-DNA mit den entsprechenden Primern an das BMFZ 

versendet. Die Sequenzierungen erfolgten gemäß der Sangermethode mit Hilfe eines 

Kapillarsequenziergerätes (3130 xL Genetic Analyzer, Life TechnologiesTM,). Die 

anschließende Analyse wurden durch die Software Sequencing Analysis 5.3.1 (Life 

TechnologiesTM) durchgeführt. Abschließend wurden die Ergebnisse des BMFZ zum 

Download bereitgestellt.  

Aufbauend auf der Sequenzanalyse konnten nachfolgend die Gene auf die einzelnen 

Mutationen überprüft werden. Ein Auszug dieser Ergebnisse ist in Kapitel 3.1 

dargestellt. 

   

2.2.10 Statistische Analyse 

Zur Überprüfung der Korrelation zwischen histopathologischen Parametern und 

gefundenen Mutationen wurde der Fisher´s exact Test verwendet. Falls erforderlich 

kam zusätzlich der 𝜒2 −Test zum Einsatz. Die statistischen Berechnungen wurden mit 

Hilfe der SPSS Software durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde hierbei auf P < 

0,05 gesetzt.  

 

2.2.11 Pyrosequenzierung 

Zur Reevaluierung der in Kapitel 3 aufgeführten Ergebnisse wurde als zweite 

unabhängige Methode, neben der Standard-PCR, die Pyrosequenzierung verwendet.  

Die Arbeiten in Zusammenhang mit der Pyrosequenzierung wurden von der AG 

Schäfer (Institut für Pathologie, Heinrich-Heine-Universität in Düsseldorf) durchgeführt. 

Auf das Prinzip der Pyrosequenzierung soll daher im Folgenden nur grob eingegangen 

werden.  

Die Methode  beruht auf der Pyrophosphatproduktion während der DNA Synthese. Zur  

Durchführung werden vier Enzyme (DNA Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luziferase und 

Apyrase) und 2 Substrate (Adenosin 5´Phosphosulfat (APS) und Luziferin), sowie 
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einzelsträngige Template DNA benötigt. Zu der mit Primern gebundenen Template 

DNA werden nacheinander in einer festgelegten Reihenfolge  die dNTPs zugegeben. 

Die DNA Polymerase baut diese anschließend in den DNA Strang ein, wenn sie 

komplementär zur Base der Template DNA sind. Hierbei wird Pyrophosphat frei, 

welches durch die ATP-Sulfurylase in Adenosintriphosphat (ATP) umgebaut wird. ATP 

wird anschließend durch die Luziferase in Oxyluziferin umgesetzt. Bei diesem Prozess 

wird Licht freigesetzt, dessen Intensität proportional zur ATP Menge ist. Dieses 

Lichtsignal wird detektiert und als Peak in einem Pyrogramm dargestellt. Die Apyrase 

sorgt vor dem Zufügen eines neuen Nukloetids dafür, dass nicht eingebaute dNTPs 

und ATP abgebaut werden.   

Wird ein nicht passendes Nukleotid zugegeben, bleibt demzufolge die Lichtreaktion 

aus. 

Die verwendeten Primer zur Durchführung der Pyrosequenzierung sind in Tabelle 8 

aufgeführt. Primer, die zur Analyse von KRAS verwendet wurden, werden in der Arbeit 

von Ogino et al. (2005) genauer beschrieben. Die BRAF und PIK3CA Primer wurden 

mit Hilfe der Software „Pyrosequencing Assay Design Software“ (Biotage AB) 

designed. 

Tabelle 8: Verwendete Primer für die Pyrosequenzierung 

Primer Sequenzen 

BRAF 
Exon 15 

for: 
TGCTTGCTCTGATAGGA

AAATGA 

rev: Bio-
CAAAATGGATCCAGACAACT

GTTC 

Seq: 
GGTGATTTTGGTCTAGC 

PIK3CA 
Exon 9 

for: Bio-
AAGCAATTTCTACACGA

GATCCT 

rev: 
TAGCACTTACCTGTGACTCC

ATAG 

Seq: 
AGATCCAATCCATTTTTG

TTGTC 

PIK3CA 
Exon 20 

for: Bio-
TGACTCCATAGAAAATC

TTT 

rev: 
GAGCAAGAGGCTTTGGAGT

ATTT 

Seq: 
GTTGTCCAGCCACCA 

 

Zur Festlegung der Basenzusammensetzung und des Mutationsstatus wurde das 

PyroMarkTMQ24, zusammen mit einer dazugehörigen Software, verwendet. Der Cutoff 

zur Unterscheidung zwischen einer Mutation und einem Wildtyp wurde bei 15 % 

mutierter Allele festgesetzt. 

Die Pyrosequenzierung wurde durchgeführt als weitere, unabhängige Methode zur 

Bestimmung des Mutationsstatus. Alle hierbei erzielten Ergebnisse stimmten mit denen 

der im nachfolgenden Kapitel beschriebenen Standard PCR Methode überein.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Ergebnisdarstellung einer Sequenzierungsanalyse 
am Beispiel einer KRAS Mutation 

Als Ergebnis der DNA Sequenzanalyse werden Chromatogramme erstellt, anhand 

derer sich eine Aussage darüber treffen lässt, ob innerhalb einer bestimmten 

Gewebelokalisation eine Mutation stattgefunden hat, oder ein Wildtyp vorliegt. 

Abb. 4 und Abb. 5 stellen die Chromatogramme einer Sequenzanalyse am Beispiel des 

KRAS Gens dar (Fallnummer 21). 

Die Sequenzdaten zeigen im Bereich des Tumorzentrums und der Invasionsfront 

innerhalb des Primärtumors keine Mutation. Es liegt in beiden Fällen demnach ein 

KRAS Wildtyp vor (vgl. Abb. 4). In der Lymphknotenmetastase sowie in der 

Fernmetastase ist eine Mutation innerhalb des Codons 12 sichtbar (vgl. Pfeile Abb. 5). 

In beiden Fällen wurde die Base Guanin gegen Adenin ersetzt (GGT→GaT). Hierdurch 

findet ein Austausch der Aminosäure Glycin nach Asparaginsäure statt. 

Die Sequenzanalyse und die daraus resultierende Auswertung der Ergebnisse wurden 

in gleicher Weise auch für das BRAF- und PIK3CA-Gen  durchgeführt. 

 

 

Abb. 4:  KRAS Wildtyp im Tumorzentrum (links) und KRAS Wildtyp in der 
Invasionsfront (rechts) 

 

Abb. 5:  KRAS Mutation in der Lymphknotenmetastase (links) und KRAS Mutation in 
der Fernmetastase (rechts) 
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3.2 Analyse der KRAS Mutationen 

3.2.1 KRAS Mutationen im Primärtumor 

Bei der Untersuchung der 100 Primärtumoren, wurde sowohl das Tumorzentrum (Z) 

als auch die Tumorinvasionsfront (F) analysiert. Insgesamt konnte dadurch bei 41 

Patienten (41%) eine KRAS Mutation in Codon 12 bzw. 13 gefunden werden, während 

59 Patienten (59%) keine KRAS Mutation aufwiesen. 

Der Großteil dieser Mutationen (33%) konnte dabei übereinstimmend im 

Tumorzentrum und auch an der Tumorinvasionsfront nachgewiesen werden.  

In 8% aller Fälle (d.h. 20% der mutierten Kazinome) wurde eine intratumorale 

Heterogenität detektiert. 6% der KRAS Mutationen lagen nur im Tumorzentrum vor und 

konnten in der korrespondierenden Tumorinvasionsfront nicht gefunden werden, 

dieses entspricht 15% der mutierten Karzinome). Den umgekehrten Fall, also eine 

Mutation des KRAS Gens in der Tumorinvasionsfront und einen Wildtyp (WT) im 

Tumorzentrum, zeigten dagegen nur 2% der Fälle. Eine solche Konstellation konnte 

nur in Karzinomen des UICC Stadium II oder III, nicht dagegen in Tumore des UICC-

Stadium IV gefunden werden.  

Abb. 6 stellt das Ergebnis der KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren dar. 

 

Abb. 6: KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren 

59% 

33% 

2% 

6% 

8% 

Wildtyp

Konkordante Mutation in Z
und F

Diskordante Mutation (WT
KRAS in Z und KRAS
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KRAS in F und KRAS
Mutation in Z)
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3.2.2 KRAS Mutationen im Primärtumor im Vergleich zur 
korrespondierenden Lymphknotenmetastase 

In 55 Fällen war es möglich, die korrespondierende Lymphknotenmetastase (LK) 

zusätzlich zum Primärtumor zu untersuchen und hinsichtlich des KRAS 

Mutationsstatus zu vergleichen. 

24 Patienten wiesen im Primärtumor und in der Lymphknotenmetastase einen KRAS 

Wildtyp auf (44% aller Fälle).  

Bei 31 Patienten konnte hingegen in mindestens einer der beiden Tumorlokalisationen 

eine KRAS Mutation nachgewiesen werden, das entspricht 56% der insgesamt 55 

Fälle. Innerhalb dieser Gruppe konnte bei 14 der 31 Patienten (45%) ein konkordantes 

Ergebnis hinsichtlich der KRAS Mutation in der Lymphknotenmetastase und dem 

entsprechenden Primärtumor gefunden werden. In Bezug auf die Gesamtzahl aller 

untersuchten Fälle mit Lymphknotenmetastase entspricht dies 25%.  

In 17 der 55 analysierten Fälle (31%) wurde ein diskordantes Ergebnis des KRAS 

Mutationsstatus gefunden. So wurde bei 15 Patienten (27%) eine KRAS Mutation 

ausschließlich im Primärtumor nachgewiesen. Bezogen auf die Gesamtzahl aller KRAS 

mutierten Fälle, macht dies 48% aus. Bei zwei Patienten (4%) beschränkten sich die 

Mutationen ausschließlich auf die korrespondierende Lymphknotenmetastase des 

Primärtumors. Dieses Ergebnis entspricht 6% aller KRAS mutierten Fälle.  

Abb. 7 stellt das Ergebnis der KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren und den 

korrespondierenden Lymphknotenmetastasen dar. 
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Abb. 7: KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren  und korrespondierenden 
Lymphknotenmetastasen 

Insgesamt betrachtet konnten demnach, bezogen auf alle KRAS mutierten Fälle, mehr 

diskordante Ergebnisse (55%) zwischen Primärtumor und korrespondierender 

Lymphknotenmetastase detektiert werden, als konkordante Fälle (45%). 

3.2.2.1 Zusätzliche KRAS Mutationsanalyse im Falle eines 
diskordanten Ergebnisses zwischen Primärtumor und 
korrespondierender Lymphknotenmetastase  

Um das Ergebnis der hohen Anzahl (31%) an beobachteter Heterogenität zwischen 

Primärtumor und Lymphknotenmetastase zu überprüfen, wurden erneute 

Untersuchungen an den Geweben durchgeführt, die zunächst KRAS Wildtyp 

enthielten.  

 

In zwei der insgesamt 17 diskordanten Fälle (4%) konnte eine heterogene Verteilung 

zwischen Primärtumor (Z1/F1) und Lymphknotenmetastase gefunden werden. Die 

KRAS Mutation beschränkte sich dabei ausschließlich auf die Lymphknotenmetastase 

(LK1). 

Für diese zwei Fälle wurden jeweils zwei neue Gewebeproben aus dem Tumorzentrum 

(Z2/Z3) und der Tumorinvasionsfront (F2/F3) untersucht. Im ersten Fall konnte so in 
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allen vier entnommenen Gewebeproben die gleiche Mutation nachgewiesen werden, 

während der zweite Fall nur in einer Probe (Z3) eine identische Mutation aufwies.  

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der durchgeführten Analyse für die Fälle 1 

und 2. 

Tabelle 9: Untersuchungsergebnisse für Fall 1 und 2 

Fall Z1 Z2 Z3 F1 F2 F3 LK1 

1 WT c.35G>A c.35G>A WT c.35G>A c.35G>A c.35G>A 

2 WT WT c.35G>A WT WT WT c.35G>A 

 

Im Folgenden wurden die Gewebeproben der 15 Patienten untersucht, in denen eine 

KRAS Mutation nur im Primärtumor (Z1/F1), nicht aber in der Lymphknotenmetastase 

(LK1) zu finden war. In 5 Fällen konnte kein zusätzliches Tumormaterial mehr aus den 

Lymphknotenmetastasen gewonnen werden, weshalb sich die Auswertung auf 10 Fälle 

beschränkte. In diesen 10 Fällen war es möglich, mindestens eine weitere 

Lymphknotenmetastase (LK2/LK3) zu analysieren. 

 

In 6 dieser 10 Fälle konnte in mindestens einer weiteren Lymphknotenmetaste 

(LK2/LK3) eine KRAS Mutation gesichert werden. In vier Fällen konnte keine KRAS 

Mutation durch die zusätzliche Untersuchung (LK2/LK3) detektiert werden. 

Tabelle 9 veranschaulicht die Ergebnisse der zusätzlichen Analysen an 

Lymphknotenmetastasen. 

Tabelle 10: Untersuchungsergebnisse der 10 Fälle 

Fälle Z1 F1 LK1 LK2 LK3 

1 c.38G>A c.38G>A WT c.38G>A  

2 c.38G>A WT WT c.38G>A  

3 c.35G>A c.35G>A WT c.35G>A c.35G>A 

4 c.35G>A c.35G>A WT c.35G>A c.35G>A 

5 c.35G>A c.35G>A WT c.35G>A  

6 c.35G>A c.35G>A WT c.35G>A c.35G>A 

7 c.34G>T c.34G>T WT WT WT 

8 c.35G>T c.35G>T WT WT  

9 c.38G>A WT WT WT WT 

10 c.35G>T c.35G>T WT WT  
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3.2.3 KRAS Mutationen im Primärtumor im Vergleich zur 
korrespondierenden Fernmetastase 

In 20 der 100 untersuchten Fälle lag bereits eine Metastasierung weiterer Organe vor. 

Die vorhandenen Fernmetastasen wurden ebenfalls auf eine KRAS Mutation 

untersucht und anschließend mit dem KRAS Mutationsergebnis des Primärtumors 

verglichen. 

 

In der Hälfte der analysierten Fälle konnte eine KRAS Mutation in der 

Lymphknotenmetastase detektiert werden. Eine simultane KRAS Mutation im 

Primärtumor und Fernmetastase konnte in 8 der 20 Fälle (40%) nachgewiesen werden. 

In 2 Fällen (10%) lag eine Heterogenität zwischen Primärtumor und Fernmetastase 

vor, wobei in einem Fall die KRAS Mutation nur im Primärtumor zu finden war. Eine 

zusätzliche Untersuchung der Fernmetastase konnte wegen Materialmangels nicht 

durchgeführt werden. In dem anderen Fall zeigte sich eine KRAS Mutation zunächst 

nur in der Fernmetastase. Durch eine zusätzliche Untersuchung des Primärtumors 

konnte auch hier eine KRAS Mutation nachgewiesen werden.  

Abb. 8 stellt das Ergebnis der KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren und 

korrespondierenden Fernmetastasen dar.  

 

Abb. 8: KRAS Mutationsanalyse in Primärtumoren und korrespondierenden 
Fernmetastasen 
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3.2.4 Lokalisation der KRAS Mutationen 

Bezüglich der Mutationslokalisation wurden 68% aller KRAS Mutationen im Codon 12 

gefunden, die restlichen 32% lagen im Codon 13. Wurde eine KRAS Mutation bei 

einem Patienten detektiert, lag immer eine identische Mutation innerhalb des 

Primärtumors, der Lymphknotenmetastase und der  Fernmetastase vor. 

Mutationen im Codon 12 betrafen überwiegend die zweite Base. In 29% wurde Guanin 

gegen Thymin ausgetauscht (GGT→GtT, Gly→Val, G12V). Bei 27% der Patienten 

konnte ein Austausch von Guanin gegen Adenin beobachtet werden (GGT→GaT, 

Gly→Asp, G12D). In nur 12% wurde die erste Base ausgetauscht, in 7% wurde Guanin 

gegen Thymin ersetzt (GGT→tGT, Gly→Cys, G12C), in 5% Guanin gegen Adenin 

(GGT→aGT, Gly→Ser, G12S).   

Auch in Codon 13 wurde hauptsächlich die zweite Base ausgetauscht. So konnte in 

29% ein Austausch der Base Guanin gegen Adenin nachgewiesen werden 

(GGC→GaC, Gly→Asp, G13D). In lediglich 3% konnte ein Austausch der ersten Base 

dokumentiert werden, wobei Guanin gegen Thymin ersetzt wurde (GGC→tGC, 

Gly→Cys, G13C). 

3.3 Analyse der BRAF Mutationen 

3.3.1 BRAF Mutationen im Primärtumor 

In 7 der insgesamt 100 untersuchten Primärtumoren konnte eine BRAF Mutation 

gefunden werden. Davon zeigten 6 Fälle (6%) eine homogene Verteilung des BRAF 

Mutationsstatus. In nur einem Fall konnte ein diskordantes Ergebnis beobachtet 

werden, wobei sich die Mutation nur an der Tumorinvasionsfront (F), nicht aber im 

Tumorzentrum (Z) nachweisen ließ.  

Signifikante Unterschiede zwischen den UICC Stadien konnten nicht beobachtet 

werden.  

Abb. 9 stellt das Ergebnis zwischen Tumorzentrum und Tumorinvasionsfront der BRAF 

Mutationsanalyse dar. 
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Abb. 9: BRAF Mutationsanalyse in Primärtumoren 

3.3.2 BRAF Mutationen im Primärtumor im Vergleich zur 
korrespondierenden Lymphknotenmetastase  

Zusätzlich zum Primärtumor wurden 55 korrespondierende Lymphknotenmetastasen 

auf eine BRAF Mutation hin analysiert und mit dem Ergebnis der BRAF 

Mutationsanalyse im Primärtumor verglichen. In 5 der 55 Fälle (9%) konnte eine BRAF 

Mutation gefunden werden. Dabei wurde in 3 der 55 Fälle (5%) eine konkordante 

BRAF Mutation im Primärtumor und korrespondierender Lymphknotenmetastase 

detektiert. In 2 der 55 Fälle (4%) wurde eine Heterogenität aufgedeckt, wobei sich die 

BRAF Mutation nur im Primärtumor fand.  

Abb. 10 stellt das Ergebnis der BRAF Mutationsanalyse zwischen Primärtumoren und 

korrespondierenden Lymphknotenmetastasen dar. 
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Abb. 10: BRAF Mutationsanalyse in Primärtumoren und korrespondierenden 
Lymphknotenmetastasen 

3.3.2.1 Zusätzliche BRAF Mutationsanalyse im Falle eines 
diskordanten Ergebnisses zwischen Primärtumor und 
korrespondierender Lymphknotenmetastase 

In zwei Fällen (4%) wurde ein diskordantes Ergebnis zwischen Primärtumor (Z1/F1) 

und Lymphknotenmetastase (LK1) aufgezeigt. Eine BRAF Mutation wurde in diesen 

beiden Fällen nur im Primärtumor gefunden.  

In einem der beiden Fälle war es möglich, zwei weitere Gewebeproben aus dem 

Lymphknoten (LK2/LK3) zu gewinnen und erneut zu untersuchen. Hierbei konnte in 

beiden Proben die gleiche Mutation, wie sie zuvor schon im Primärtumor gefunden 

wurde, nachgewiesen werden.  

Tabelle 11 zeigt die Ergebnisse der durchgeführten Analyse für diesen Fall an. 

Tabelle 11: Untersuchungsergebnis Fall 1 

Fälle Z1 F1 LK1 LK2 LK3 

1 c.1799T>A c.1799T>A WT c.1799T>A c.1799T>A 
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3.3.3 BRAF Mutationen im Primärtumor im Vergleich zur 
korrespondierenden Fernmetastase  

Eine BRAF Mutationsanalyse der Fernmetastase konnte bei nur 20 der 100 Patienten 

durchgeführt werden, da hier bereits eine Metastasierung weiterer Organe 

diagnostiziert wurde. In nur einem Fall (5%) wurde eine BRAF Mutation festgestellt, 

welche sich sowohl im Primärtumor, als auch in der korrespondierenden 

Fernmetastase nachweisen lies. Eine heterogene Verteilung konnte nicht beobachtet 

werden.  

Abb. 11 stellt das Ergebnis der BRAF Mutationsanalyse zwischen Primärtumoren und 

korrespondierenden Fernmetastasen dar.  

 

Abb. 11: BRAF Mutationsanalyse in Primärtumoren und korrespondierenden 
Fernmetastasen 

3.3.4 Lokalisation der BRAF Mutationen 

BRAF Mutationen wurden nur im Codon 600 im Exon 15 gefunden, wobei die Base 

Thymin gegen Adenin ersetzt wurde (GTG→GaG, Val→Glu, V600E). Wurde eine 

BRAF Mutation innerhalb eines Patienten gefunden, lag immer eine identische BRAF 

Mutation sowohl im Primärtumor als auch in der Lymphknotenmetastase und der 

Fernmetastase vor.  
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3.4 Analyse der PIK3CA Mutationen 

3.4.1 PIK3CA Mutationen im Primärtumor 

Mutationen im PIK3CA Gen konnten in 21 der 100 untersuchten Primärtumore (21%) 

gefunden werden.  In 16 Fällen (16%) lag eine simultane PIK3CA Mutation im  

Tumorzentrum und Tumorinvasionsfront vor. Eine Heterogenität konnte in 5 Fällen 

(5%) beobachtet werden, bezogen auf alle PIK3CA Mutationen macht dies 24% aus. 

Dabei konnte in 4 der 5 Fälle (19% aller PIK3CA mutierten Fälle) eine Mutation nur im 

Tumorzentrum nachgewiesen werden. In einem Fall (5% aller PIK3CA mutierten Fälle) 

lag der umgekehrte Fall vor, eine Mutation konnte lediglich an der Tumorinvasionsfront 

gefunden werden.  

Signifikante Unterschiede zwischen den UICC-Stadien konnten hier nicht aufgezeigt 

werden.  

Abb. 12 stellt das Ergebnis der PIK3CA Mutationsanalyse im Tumorzentrum und in der 

Tumorinvasionsfront dar. 

 

Abb. 12: PIK3CA Mutationsanalyse in Primärtumoren 

3.4.2 PIK3CA Mutationen im Primärtumor im Vergleich zur 
korrespondierenden Lymphknotenmetastase 

Bei den 55 untersuchten Patienten mit Lymphknotenmetastasen konnte in 14 Fällen 

(26%) eine PIK3CA Mutation nachgewiesen werden. Eine diskordante Verteilung ließ 

79% 

16% 
1% 

4% 
5% 

Wildtyp

Konkordante Mutation in Z
und F

Diskordante Mutation (WT
PIK3CA in Z und PIK3CA
Mutation in F)

Diskordante Mutation (WT
PIK3CA in F und PIK3CA
Mutation in Z)

Legende: 



3 ERGEBNISSE 

 
 

44 
 

sich in 7 Fällen (13%) finden. Davon konnte in 6 Fällen (11%) eine PIK3CA Mutation 

nur im Primärtumor, in einem Fall (2%) nur in der Lymphknotenmetastase detektiert 

werden.  

Abb. 13 verdeutlicht die PIC3CA Mutationsanalyse in Primärtumoren und 

korrespondierenden Lymphknotenmetastasen. 

 

Abb. 13: PIK3CA Mutationsanalyse in Primärtumoren und korrespondierenden 
Lymphknotenmetastasen 

3.4.2.1 Zusätzliche PIK3CA Mutationsanalyse im Falle eines 
diskordanten Ergebnisses zwischen Primärtumor und 
korrespondierender Lymphknotenmetastase 

In den sieben Fällen (13%), in denen eine diskordante Verteilung zwischen 

Primärtumor und Lymphknotenmetastase vorlag, wurden erneut Gewebeproben 

entnommen und analysiert.  

In dem einen Fall (2%), in dem eine PIK3CA Mutation nur in der 

Lymphknotenmetastase (LK1) nachgewiesen werden konnte, wurden jeweils zwei 

zusätzliche Proben aus dem Tumorzentrum (Z2/Z3) sowie der Tumorinvasionsfront 

(F2/F3) untersucht. Aus den insgesamt vier gewonnenen Proben konnte in einer, aus 

dem Tumorzentrum (Z3) stammende Probe, nachträglich eine PIK3CA Mutation 

gefunden werden. 
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Tabelle 12: Untersuchungsergebnis Fall 1 

Fall Z1 Z2 Z3 F1 F2 F3 LK1 

1 WT WT c.3140A>T WT WT WT c.3140A>T 

 

Auch die sechs Fälle (11%) in denen eine PIK3CA Mutation nur in den Primärtumoren 

(Z1/F1) zu finden war, wurden durch weitergehende Untersuchungen genauer 

analysiert. Soweit es möglich war, wurden zwei zusätzliche Lymphknotenproben 

(LK2/LK3) gewonnen. Dabei zeigte sich in 3 Fällen in mindestens einer der 

analysierten Proben eine PIK3CA Mutation (LK2/LK3). In den restlichen drei Fällen 

konnte auch durch die zusätzliche Untersuchung keine PIK3CA Mutation in den 

Lymphknoten (LK2/LK3) gefunden werden.  

Tabelle 13: Untersuchungsergebnis Fall 1 - 6 

Fall Z1 F1 LK1 LK2 LK3 

1 c.1633G>A WT WT c.1633G>A WT 

2 c.1633G>A WT WT c.1633G>A c.1633G>A 

3 c.1636C>A c.1636C>A WT c.1636C>A WT 

4 c.1633G>A WT WT WT  WT 

5 c.3140A>G c.3140A>G WT WT  

6 c.1636C>A c.1636C>A WT WT WT 

 

3.4.3 PIK3CA Mutation im Primärtumor im Vergleich zur  
korrespondierenden Fernmetastase 

Bei 20 der 100 untersuchten Patienten war eine zusätzliche Untersuchung der 

Fernmetastasen möglich, da hier bereits eine Fernmetastasierung vorlag. Vier dieser 

20 Fälle (20%) zeigten dabei eine PIK3CA Mutation. Die weitere Analyse zeigte, dass 

in 3 Fällen (15%) eine konkordante Mutation im Primärtumor und Fernmetastase 

vorlag. Lediglich in einem Fall (5%) wurde ein diskordantes Ergebnis gefunden, 

wonach sich die Mutation nur im Primärtumor nachweisen ließ.  

Abb. 14 verdeutlicht den Zusammenhang der PIK3CA Mutationsanalyse zwischen 

Primärtumoren und korrespondierenden Fernmetastasen.  
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Abb. 14: PIK3CA Mutationsanalyse in  Primärtumoren und korrespondierenden 
Fernmetastasen 

3.4.4 Lokalisation der PIK3CA Mutationen 

Konnte eine PIK3CA Mutation gefunden werden, so lag innerhalb eines Patienten 

immer eine identische Mutation sowohl im Primärtumor wie auch der 

Lymphknotenmetastase bzw. Fernmetastase vor. Die überwiegende Mehrheit der 

PIK3CA Mutationen wurde im Exon 9 gefunden, nur 10% konnten im Exon 20 

lokalisiert werden.  

 

Am häufigsten konnte mit 70% eine PIK3CA Mutationen in Codon 545 im Exon 9 

gefunden werden. Vor allem wurde hier ein Austausch der ersten Base beobachtet. In 

55% der Fälle wurde Guanin gegen Adenin ausgetauscht (GAG→aAG, Glu→Lys, 

E545K), in 5% Guanin gegen Cytosin (GAG→cAG, Glu→Gln, E545Q). In nur 10% lag 

ein Austausch der zweiten Base vor, hier wurde Adenin gegen Guanin ersetzt 

(GAG→GgG, Glu→Gly, E545G). In jeweils 10% lag die Mutation auf Codon 542 

(GAA→aAA, Glu→Lys, E542K) bzw. Codon 546 (CAG→aAG, Gln→Lys, Q546K).    

Im Exon 20 wurden 10% der PIK3CA Mutation gefunden, in 5% lag die Punktmutation 

im Codon 1043 (ATG→Ata, Met→Ile, M1043I) in 5% im Codon 1047 (CAT→CgT, 

His→Arg, H1047R). 
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3.5 Gleichzeitiges Auftreten verschiedener 
Genmutationen innerhalb eines Patienten 

Alle Primärtumore wurden hinsichtlich eines simultanen Auftretens einer KRAS, BRAF 

und PIK3CA Mutation untersucht. Die gleichzeitige Mutation von KRAS und BRAF 

innerhalb eines Tumors konnte nicht gefunden werden. Allerdings ließ sich in 9% eine 

simultane Mutation von KRAS und PIK3CA nachweisen. Das gleichzeitige Auftreten 

einer BRAF und PIK3CA Mutation, innerhalb eines Tumors, konnte bei 3% aufgedeckt 

werden.  

 

Insgesamt betrachtet wurde in der Mehrzahl der untersuchten Primärtumore (57%) in 

mindestens einem der untersuchten Gene eine Mutation detektiert. Bei 43% der 

analysierten Tumore konnte weder eine KRAS, BRAF noch eine PIK3CA Mutation 

gefunden werden.  

 

Bezogen auf das UICC Stadium wurde signifikant häufiger eine Mutation im 

Primärtumor in mindestens einem Gen nachgewiesen (66,7%), wenn ein UICC III/IV 

Stadium klassifiziert wurde (P=0,017, χ2 -Test). In Tumoren mit einem UICC-Stadium II, 

konnte lediglich in 42,5% eine Mutation in mindestens einem der untersuchten Gene 

detektiert werden. 

3.6 Korrelation histopathologischer Parameter 

Der Mutationsstatus der Primärtumoren wurde mit verschiedenen klinisch-

pathologischen Parametern, wie pT, pN, pM und G, korreliert. KRAS Mutationen 

konnten häufiger bei lymphknotenpositiven Patienten gefunden werden (pN1 bzw. 

pN2), verglichen mit Patienten, bei denen der Lymphknotenstatus negativ (pN0) 

ausfiel. Bei lymphknotenpositiven Patienten betrug die Mutationshäufigkeit 50 %, 

während lymphknotennegative Patienten in nur 24,4 % eine Mutation aufwiesen.        

(P = 0,014). 

BRAF Mutationen konnten nur in schlecht differenzierten (G3) kolorektalen Karzinomen 

beobachtet werden, nicht aber in gut oder mäßig differenzierten (G1 bzw. G2) Tumoren 

(38,9% versus 0%, P < 0,001).  

Weitere Korrelationen des KRAS, BRAF bzw. PIK3CA Mutationsstatus mit 

histopathologischen Parametern konnte nicht aufgedeckt werden.  
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4 Diskussion 

4.1 Analyse der KRAS Mutationsergebnisse 

Die Mutation des KRAS Onkogens stellt ein frühes Ereignis im Rahmen der 

Pathogenese des kolorektalen Karzinoms, beschrieben durch die Adenom-Karzinom-

Sequenz, dar (Vogelstein et al., 1988; Stoecklein und Klein, 2010). In dem 

vorliegenden Kollektiv, bestehend aus 100 Primärtumoren, konnte eine KRAS Mutation 

in 41 Fällen (41%) nachgewiesen werden. Diese Häufigkeit stimmt mit Angaben in der 

Literatur überein, welche hier zwischen 32% und 50% variiert. (Bos, 1989; Forrester et 

al., 1987; Samowitz et al., 2000; Finkelstein et al., 1993; Olschwang et al., 1997; De 

Roock et al., 2010).  

 

In den letzten Jahren konnte die Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms 

durch Anwendung monoklonaler Antikörper, wie Cetuximab oder Panitumumab, 

welche gegen den EGF-Rezeptor gerichtet sind, erweitert werden. Neue Studien 

konnten zeigen, dass sich die Mutation des KRAS Gens negativ auf den Erfolg einer 

Antikörpertherapie auswirkt (Lièvre et al., 2006; Amado et al., 2008). So zeigen 

Patienten mit einem mutiertem KRAS Gen eine geringere Ansprechrate auf die EGFR-

Therapie, ein geringeres progressionsfreies Überleben sowie ein kürzeres 

Gesamtüberleben im Vergleich zu Patienten mit einem KRAS Wildtyp (Karapetis et al., 

2008; Tol et al., 2009; van Cutsem et al., 2009). Allerdings profitieren längst nicht alle 

Patienten, die zuvor als KRAS Wildtyp getestet wurden, von einer solchen Therapie 

(Knijn et al., 2011).  In der Literatur schwankt die Ansprechrate dieser Patienten 

zwischen 10-50% (De Roock et al., 2008; Sartore-Bianchi et al., 2009;  Ciardiello und 

Tortora, 2008; Karapetis et al., 2008; Freeman et al., 2008). 

Eine mögliche Ursache dieses Therapieversagens könnte die Heterogenität innerhalb 

des untersuchten Tumorgewebes sein, die dazu führen kann, dass eine vorhandene 

KRAS Mutation nicht detektiert wird. Für gewöhnlich wird in der diagnostischen 

Routineuntersuchung pro Patient nur eine einzige Tumorgewebeprobe entnommen 

und auf eine KRAS Mutation analysiert. Dies kann dazu führen, dass Patienten als 

Wildtyp getestet werden und so einer Antikörpertherapie unterzogen werden, obwohl 

im Tumorgewebe auch Anteile existieren, die eine KRAS Mutation aufweisen. 

 

Um dieser möglichen Ursache nachzugehen, untersuchten wir 100 Patienten mit einem 

kolorektalen Karzinom. Für jeden dieser Patienten wurden zwei Gewebeproben aus 

dem Primärtumor entnommen, aus dem Tumorzentrum sowie der Tumorinvasionsfront. 
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Diese wurden anschließend separat auf eine KRAS Mutation untersucht. Eine 

heterogene Verteilung zwischen Tumorzentrum und Tumorinvasionsfront konnte so in 

8 der 100 Fälle (8%) nachgewiesen werden, das entspricht 20% (8/41) der KRAS 

mutierten Tumore. Zu einem ähnlichen Ergebnis kommt die Studie von Richman et al. 

(2011) mit einer intratumoralen Heterogenität von 7,2%. 

Auffallend an der vorliegenden Arbeit ist, dass im Tumorzentrum, im Vergleich zur 

Tumorinvasionsfront, eine höhere Rate an KRAS Mutationen gefunden werden konnte. 

In 6 Fällen konnte eine KRAS Mutation nur im Tumorzentrum, nicht aber an der 

Tumorinvasionsfront  nachgewiesen werden. In nur 2 Fällen war es genau umgekehrt. 

Um eine höhere Rate an KRAS Mutation innerhalb eines Patienten zu detektieren, ist 

es daher empfehlenswert, die Probengewinnung aus dem Tumorzentrum 

vorzunehmen. 

Die oben genannten Ergebnisse stehen in Kontrast zu anderen Autoren, welche 

ebenfalls die intratumorale Heterogenität von KRAS Mutationen in kolorektalen 

Karzinomen untersuchten. In der Studie von Al-Mulla et al. (1998) konnte bei 34,6% 

aller KRAS mutierten Fälle eine intratumoraler Heterogenität festgestellt werden. 

Ähnliche Ergebnisse zeigte eine Studie von Watanabe et al. (2011), die eine 

Heterogenität innerhalb des Primärtumors von 33% der KRAS mutierten Falle aufwies. 

Losi et al. (2005) konnte sogar in 64% der KRAS mutierten Fälle eine heterogene 

Verteilung nachweisen. Auch in der Studie von Giaretti et al. (1996) konnte in 47% der 

untersuchten Fälle eine Heterogenität gezeigt werden. Grund dieser hohen Rate an 

intratumoraler Heterogenität innerhalb dieser Studien könnte die vergleichsweise 

geringe Zahl der untersuchten Patienten sein (n= 78, 43, 25 bzw.19).  

 

Weiterhin ist auffällig, dass Primärtumore im UICC Stadium III (55%) und IV (50%) 

signifikant häufiger eine KRAS Mutation aufwiesen, als Tumore im UICC Stadium II 

(28%). Die Rate an Heterogenität nimmt allerdings mit Fortschreiten der 

Tumorerkrankung ab. Im UICC Stadium II und III konnte eine intratumorale 

Heterogenität in 10% gefunden werden, im UICC Stadium IV dagegen in 0%. Ähnliche 

Beobachtungen machte auch die Studie von Losi et al. (2005). 

  

Ein weiterer wichtiger klinischer Aspekt betrifft die Heterogenität von KRAS Mutationen 

zwischen dem Primärtumor und der Lymphknotenmetastase. Wie Eingangs bereits 

erwähnt, ist es in der klinischen Routinediagnostik üblich, nur eine Gewebeprobe pro 

Patient zu analysieren. Bisher gibt es allerdings keine generelle Empfehlung darüber, 

ob die Gewebeprobe aus dem Primärtumor, den Lymphknotenmetastasen oder der 

Fernmetastase entnommen werden sollte. Aufgrund dieses Problems wurde in der 
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vorliegenden Arbeit zusätzlich zu dem Primärtumor die korrespondierenden 

Lymphkotenmetastasen (n=55) und Fernmetastasen (n=20) untersucht. 

Heterogenität zwischen Primärtumor und korrespondierender Lymphknotenmetastase 

konnte so in 31% der Fälle nachgewiesen werden. In 27% dieser Fälle konnte eine 

KRAS Mutation nur im Primärtumor, nicht aber in der Lymphknotenmetastase 

gefunden werden. Der umgekehrte Fall, also eine KRAS Mutation nur in der 

Lymphknotenmetastase, wurde in nur 4% detektiert. Eine ähnliche heterogene 

Verteilung weist die Studie von Oliveira et al. (2007) auf. Sie untersuchten in 28 

kolorektalen Primärtumoren und deren zugehörigen Lymphknotenmetastasen den 

KRAS Mutationsstatus. In 32% (9/28) konnte eine heterogene Verteilung der beiden 

Lokalisationen gefunden werden. Allerdings lag hier der Anteil an KRAS Mutationen, 

die nur in der Lymphknotenmetastase nachzuweisen waren, höher (25%). Zusätzlich 

war der Anteil an KRAS Mutationen, die nur im Primärtumor zu finden waren, niedriger 

(7%) als in der vorliegenden Arbeit. Des Weiteren lag die Häufigkeit der KRAS 

Mutation innerhalb des Primärtumors bei 64,3% und somit deutlich über dem 

Durchschnitt von ~ 40%. Diese Abweichung ist wahrscheinlich auf die geringe Zahl an 

untersuchten Fällen (n=28) zurückzuführen. Eine geringere Heterogenität von nur 20% 

zeigt die Studie von Oltedal et al. (2011). Jedoch wurden hier mehr KRAS Mutationen 

im Primärtumor (10/15) als in der korrespondierenden Lymphknotenmetastase 

gefunden (5/15). 

 

Um zu überprüfen, ob es sich bei den heterogenen Ergebnissen zwischen Primärtumor 

und korrespondierender Lymphknotenmetastase um Stichprobenfehler handelt, 

wurden zusätzliche Gewebeproben entweder aus dem Primärtumor oder der 

Lymphknotenmetastase analysiert. In zwei Fällen, in denen die KRAS Mutation 

zunächst nur in der Lymphknotenmetastase gefunden werden konnte, wurde durch die 

zusätzliche Untersuchung von vier weiteren Gewebeproben aus dem Primärtumor in 

mindestens einer dieser Proben eine KRAS Mutation detektiert. Dieses Ergebnis 

deutet darauf hin, dass diese Lymphknotenmetastasen von einer KRAS mutierten 

Subpopulation des Primärtumors stammen. Weniger wahrscheinlich ist es, dass es zu 

einer neuen KRAS Mutation innerhalb des Lymphknotens gekommen ist. Weiterhin 

könnten diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass KRAS Mutationen in einer KRAS 

mutierten Subpopulation des Primärtumors in der Standarddiagnostik unentdeckt  

bleiben würden.  

 

Durch die zusätzliche Untersuchung von Lymphknotenmetastasen (in Fällen bei denen 

eine KRAS Mutation zunächst nur im Primärtumor zu finden war) konnte schließlich in 
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6 der 10 Fälle ebenfalls eine KRAS Mutation identifiziert werden. Dabei wurde immer 

die gleiche Mutation nachgewiesen wie bereits im Primärtumor. In den restlichen vier 

Fällen blieb die zusätzliche Suche nach einer KRAS Mutation im Lymphknoten 

ergebnislos. Diese Daten lassen darauf schließen, dass sich verschiedene 

Lymphknotenmetastasen, die von einem Primärtumor abstammen, im KRAS 

Mutationsstatus unterscheiden. Wahrscheinlich ist dies auf die klonale Selektion 

während des Metastasierungsprozesses zurückzuführen.  

Es ist daher zu empfehlen, Gewebeproben für die Routinediagnostik der KRAS 

Mutationsanalyse nicht aus dem Lymphknotengewebe zu entnehmen, da hierdurch 

nicht zuverlässig auf den Mutationsstatus des Primärtumors geschlossen werden kann. 

Zu der gleichen Empfehlung kommt Han et al. (2012), welcher in einer 

Literaturrecherche eine hohe Rate an diskordanten Mutationen im Primärtumor und 

Lymphknotenmetastase belegen konnte.  

 

Um eine mögliche heterogene Verteilung der KRAS Mutation zwischen Primärtumor 

und Fernmetastase festzustellen, wurden in einem weiteren Schritt 20 

korrespondierende Fernmetastasen untersucht. In 18 Fällen (90%) konnte der gleiche 

KRAS Mutationsstatus nachgewiesen werden. In 8 Fällen (40%) lag sowohl im 

Primärtumor als auch in der Fernmetastase ein KRAS Wildtyp vor. In nur 2 Fällen 

(10%) konnte eine Heterogenität detektiert werden, wobei sich in einem Fall die KRAS 

Mutation nur im Primärtumor fand, in dem anderen Fall konnte die KRAS Mutation nur 

in der Fernmetastase lokalisiert werden.  

 

Die hohe Übereinstimmung des KRAS Mutationsstatus zwischen Primärtumor und 

Fernmetastase, welche zumeist aus der Leber stammte, steht in Einklang mit der 

allgemeinen Studienlage, die von einer Konkordanzrate von etwa 90-100% ausgeht 

(Molinari et al., 2009; Italiano et al., 2010; Kaneko et al., 2011). Baas et al. (2011) 

konnte bei der Literaturrecherche, die 21 Studien beinhaltete, eine durchschnittliche 

Übereinstimmung von 93% darlegen. Etienne-Grimaldi et al. (2008) konnte sogar eine 

100%ige Übereinstimmung des KRAS Mutationsstatus zwischen Primärtumor und 

Lebermetastase nachweisen. Knijn et al. (2011) fanden in über 96% einen 

übereinstimmenden KRAS Mutationsstatus, Cejas et al. (2009) eine 94%ige 

Konkordanz zwischen Primärtumor und Fernmetastase. In zwei weiteren Studien 

konnte ebenfalls eine über 90%ige Übereinstimmung des KRAS Mutationsstatus 

zwischen Primärtumor und Fernmetastase gefunden werden (Santini et al., 2008; 

Artale et al., 2008). Allerdings existieren vereinzelt auch Studien, die eine geringere 

Konkordanz demonstrieren konnten. So wies die Studie von Albanese et al. (2004) in 
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nur 70% ein konkordantes Ergebnis zwischen Primärtumor und Fernmetastase auf. 

Berücksichtigt werden muss allerdings auch die angewendete Methodik in den 

jeweiligen Studien, da sich hierdurch möglicherweise schon ein Unterschied in der 

Anzahl der Konkordanz erzielen lässt. 

Insgesamt kann durch die hohe Übereinstimmung der KRAS Mutationsanalyse 

zwischen Primärtumor und Fernmetastase gezeigt werden, dass Proben aus beiden 

Tumorlokalisationen ein geeignetes Gewebe darstellen, um einen zuverlässigen KRAS 

Mutationsstatus zu erhalten. Auch die Studie von Han et al. (2012) spricht eine solche 

Empfehlung aus. 

4.2 Analyse der BRAF Mutationsergebnisse 

Wie in der Einleitung bereits erläutert, könnte eine mögliche Ursache der relativ 

schlechten Ansprechrate auf eine EGFR- gerichtete Antikörpertherapie auch bei KRAS 

Wildtyp getesteten Patienten eine Mutation innerhalb des BRAF Gens darstellen. Aus 

diesem Grund wurden 100 Primärtumoren analysiert, wobei in 7% eine BRAF Mutation 

nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse decken sich mit den Angaben in der 

Literatur, welche eine Prävalenz von 5-17% beschreibt (Samowitz et al., 2005; Ogino 

et al., 2009; Barault et al., 2008; Fransen et al., 2004; Nagasaka et al., 2004; Li et al., 

2006; Santini et al., 2010; De Roock et al., 2010).  

Von den 100 untersuchten kolorektalen Primärtumoren konnte in nur einem Fall (1%) 

eine intratumorale Heterogenität detektiert werden, dieses entspricht 14% aller 

gefundenen BRAF mutierten Karzinome. In der Literatur sind bislang nur wenige 

Studien zur intratumoralen Heterogenität des BRAF Mutationsstatus bei kolorektalen 

Karzinomen veröffentlicht. So beobachtete Richman et al. (2011) ähnliche Ergebnisse. 

Die heterogene Verteilung innerhalb des Primärtumors lag hier bei 2,9%. Eine weitere 

Studie zum intratumoralen BRAF Mutationsstatus, welche allerdings Gewebe aus 

papillären Schilddrüsenkarzinomen untersuchte, publizierte eine weitaus höhere 

Heterogenität (40%) innerhalb des Primärtumors (Giannini et al., 2007), als die 

vorliegende Arbeit. 

Betrachtet man die Ergebnisse der BRAF Mutationsrate innerhalb des Primärtumors im 

Vergleich zur korrespondierenden Lymphknotenmetastase, konnte in 2 Fällen (4%) der 

55 untersuchten Fälle ein heterogenes Ergebnis aufgedeckt werden. Dabei befand sich 

die BRAF Mutation in beiden Fällen lediglich im Primärtumor, nicht jedoch in den 

Lymphknotenmetastasen. In einem Fall war es durch zusätzliche Untersuchung des 

Lymphknotens möglich, doch noch eine  BRAF Mutation nachzuweisen. 
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Eine heterogene Verteilung der BRAF Mutation zwischen Primärtumor und 

Fernmetastase konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Von den 20 

untersuchten Fällen wurde in nur einem Fall (5%) eine BRAF Mutation detektiert, 

welche sich sowohl im Primärtumor als auch in der Fernmetastase befand. Diese 

Ergebnisse sind mit denen anderer Studien vergleichbar. Molinari et al. (2009) und 

Cejas et al. (2012) konnten ebenfalls eine 100%ige Konkordanz des BRAF 

Mutationsstatus zwischen Primärtumor und Fernmetastase nachweisen. In zwei 

weiteren Studien konnte eine ähnlich hohe Übereinstimmung (97% bzw. 98%) des 

BRAF Mutationsstatus zwischen Primärtumor und Fernmetastase dargelegt werden 

(Santini et al., 2010; Italiano et al., 2010).  

Zusammengefasst lässt sich festhalten, dass BRAF Mutationen in kolorektalen 

Karzinomen mit einer Prävalenz von 5-17% eher selten auftreten. Kann allerdings eine 

BRAF Mutation innerhalb des Primärtumors nachgewiesen werden, werden bis zu 14% 

der BRAF mutierten Tumore auf Grund der intratumoralen Heterogenität 

möglicherweise als Wildtyp diagnostiziert. 

Ähnlich wie bei dem KRAS Mutationsstatus stellt sich die Situation bei der BRAF 

Mutationsanalyse dar. In der klinischen Routinediagnostik sollte daher der BRAF 

Mutationsstatus nicht an Gewebe der Lymphknotenmetastasen bestimmt werden,  

denn durch die klonale Selektion erhöht sich die Rate an heterogenen Ergebnissen. 

4.3 Analyse der PIK3CA Mutationsergebnisse 

Zusätzlich zur KRAS und BRAF Mutationsanalyse wurde die Häufigkeit einer PIK3CA 

Mutation untersucht. Bei der Analyse der 100 Primärtumore konnte in 21% eine 

PIK3CA Mutation nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung 

mit denen anderer Arbeitsgruppen, welche eine Prävalenz von etwa 15% beobachten 

(Nosho et al., 2008 (17,8%); Velho et al., 2005 (13,6%); De Roock et al., 2010 (14,5%).   

In der vorliegenden Arbeit konnten 90% der PIK3CA Mutationen auf Exon 9 gefunden 

werden, nur 10% auf Exon 20. Diese Verteilung der PIK3CA Mutationen auf Exon 9 

bzw. 20 ist mit denen in der Literatur vergleichbar. Auch De Roock et al. (2010) und 

Liao et al. (2012)  konnten deutlich mehr Mutationen auf Exon 9 lokalisieren, als auf 

Exon 20.  

 

Bei der Analyse der 100 Primärtumoren konnte in 5 Fällen (5%) eine intratumorale 

Heterogenität detektiert werden. In einem Fall konnte die PIK3CA Mutation nur an der 

Tumorinvasionsfront gefunden werden, in den verbleibenden vier Fällen wurde die 
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Mutation lediglich im Tumorzentrum beobachtet. Bislang wurden keine Daten zur 

intratumoralen Heterogenität des PIK3CA Mutationsstatus in kolorektalen Karzinomen 

veröffentlicht. 

Wie schon bei der Analyse der KRAS Ergebnisse fällt auch bei beim Vergleich des 

PIK3CA Mutationsstatus zwischen Primärtumor und Lymphknotenmetastase eine 

relativ hohe Heterogenität auf. So konnte in 13% ein diskordantes Ergebnis der 

PIK3CA Mutation zwischen beiden Gewebelokalisationen gefunden werden. Bei der 

Betrachtung nur der PIK3CA mutierten Tumore (26%), bedeutet dies, dass bei der 

Hälfte der mutierten Fälle eine Heterogenität nachweisbar war. Ähnlich wie bei der 

KRAS Mutationsanalyse stellt sich die Situation bei den PIK3CA Mutationen dar. 

PIK3CA Mutationen zeigen sich häufiger in Primärtumoren (11%), als in den 

korrespondierenden Lymphknotenmetastasen (2%). Allerdings konnte auch hier durch 

die zusätzliche Analyse weiterer Lymphknoten die Rate an PIK3CA Mutationen erhöht 

werden und somit die Rate heterogener Fälle gesenkt werden.  

Ein diskordantes Ergebnis zwischen Primärtumor und Fernmetastase konnte in nur 

einem (5%) der 20 untersuchten Fälle beobachtet werden, wobei sich eine PIK3CA 

Mutation lediglich im Primärtumor nachweisen ließ. Auch Vakiani et al. (2012) konnten 

in über 98% ein übereinstimmendes PIK3CA Mutationsergebnis zwischen Primärtumor 

und Metastase finden. Aus diesem Grund scheint es möglich, für die klinische Praxis 

Gewebe sowohl aus dem Primärtumor, als auch aus der Fernmetastase zu 

entnehmen, um einen zuverlässigen PIK3CA Mutationsstatus zu erhalten. Von der 

Mutationsanalyse eines Lymphknotenpräparates sollte in der klinischen Praxis 

abgesehen werden. 

4.4 Ergänzende Ergebnisse in der Diskussion 

Bei einigen Patienten konnte das gleichzeitige Auftreten zweier Genmutationen 

nachgewiesen werden. 9% der Patienten wiesen sowohl eine KRAS als auch eine 

PIK3CA Mutation auf. Bei 3% konnte das simultane Auftreten einer PIK3CA und BRAF 

Mutation detektiert werden. Das gemeinsame Vorhandensein einer KRAS und einer 

BRAF Mutation konnte dagegen nicht gefunden werden, im Einklang mit der aktuellen 

Studienlage (Tol et al., 2009; De Roock et al., 2010).  

 

Bei Betrachtung des Primärtumors (Tumorzentrum und Tumorinvasionsfront) ist in 57% 

mindestens eines der drei untersuchten Gene mutiert. Diese Prozentzahl lässt sich auf 

60% korrigieren, bei zusätzlicher Analyse weiterer Proben aus dem Primärtumor.  
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Bislang wurde die KRAS Mutationstestung routinemäßig in Codon 12 und 13 

vorgenommen, wie auch in der vorliegenden Arbeit, da hier mit Abstand die meisten 

Mutationen lokalisiert sind. Durch neue klinische Studien konnte jedoch belegt werden, 

dass durch eine erweitere Mutationsanalyse im RAS-Signalweg, die Anzahl derer 

Patienten, die von einer Antikörpertherapie profitieren, deutlich eingegrenzt werden 

kann. So hat der Hersteller von Cetuximab im Januar 2014 die Bestimmung des RAS 

Wildtypstatus in Exon 2,3 und 4 von KRAS und NRAS als eine Voraussetzung für die 

Verwendung einer auf Cetuximab basierenden Therapie erklärt. Die Aktualisierung 

beruht auf eine Subgruppenanalyse einer weiteren Phase 2-Studie (OPUS-Studie). 

Durch die zusätzliche Untersuchung von Tumorgewebe, welches zuvor als KRAS 

Wildtyp in Exon 2 getestet wurde, konnten in 30,5% weitere RAS Mutationen detektiert 

werden. Werden nur solche Patienten mit einem RAS Wildtyp in die Therapie mit 

Cetuximab und FOLFOX4 eingeschlossen, kann die Gesamtansprechrate im Vergleich 

zur alleinigen Chemotherapie deutlich erhöht werden (Tejpar et al., 2014). 

Entsprechende Resultate konnten bei Anwendung des FOLFIRI Regimes in 

Kombination mit Cetuximab erhoben werden  (Ciardiello et al., 2014). 

Auch bei der Verwendung von Panitumumab und FOLFOX4 bei Patienten mit RAS 

Wildtyp konnten ähnliche Ergebnisse erzielt werden (Douillard et al., 2013; Peeters et 

al., 2013). 
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5  Schlussfolgerung 

Bislang dient die Bestimmung des KRAS Mutationsstatus als eine therapeutische 

Entscheidungshilfe, ob eine Anti-EGFR-Therapie indiziert ist. Allein durch dieses 

diagnostische Testverfahren lässt sich jedoch keine 100%ige Aussage über den 

Benefit einer solchen Therapie treffen.  

Aus den vorliegenden Ergebnissen lässt sich demnach ableiten, dass sich durch die 

ergänzende Untersuchung des BRAF und PIK3CA Gens, zusätzlich zum KRAS Gen, 

die Anzahl derer Patienten, welche vermutlich nicht von einer EGFR spezifischen 

Antikörpertherapie profitieren würden, um 15% erhöhen würde.  

Weiterhin kann durch die vorliegende Dissertation gezeigt werden, dass in Tumoren, 

die eine Genmutation aufweisen, eine signifikante Rate an Heterogenität, bis zu 50%, 

festzustellen ist. Am häufigsten findet man dieses heterogene Verteilungsmuster bei 

dem Vergleich des Primärtumors mit der zugehörigen Lymphknotenmetastase. 

Wahrscheinlich lässt sich dieses Ereignis als Ergebnis der klonalen Selektion während 

des Metastasierungsprozesses erklären. Als Folge sollte bei der diagnostischen 

Untersuchung des Mutationsstatus vorzugsweise Gewebe aus dem Primärtumor oder 

der Fernmetastase entnommen werden. Proben aus der korrespondierenden 

Lymphknotenmetastase stellen dagegen ein wenig geeignetes Material dar, um den 

Mutationsstatus  zuverlässig zu bestimmen. 

Dennoch können auch die zusätzlich detektierten BRAF und PIK3CA Mutationen 

innerhalb eines KRAS Wildtyptumors nicht ausreichend die relativ hohe Rate an 

Therapieversagern erklären. Es wird daher in der Literatur über weitere Signalproteine 

innerhalb der EGFR abhängigen Signalwege diskutiert, welche zu dieser 

Therapieresistenz beitragen. In diesem Zusammenhang wird beispielsweise eine 

Mutation bzw. Mangel an PTEN, eine Überexpression von pAKT, eine erhöhte EGFR 

oder HER2 Genkopiezahl, eine erhöhte EGFR Phosphorylierung und eine 

Überexpression an alternativen EGFR Liganden, wie z.B. Amphiregulin oder Epiregulin 

erwogen (Siena et al., 2009; Laurent-Puig et al., 2009).  

Auch der finanzielle Aspekt spielt eine wesentliche Rolle, denn eine Antikörpertherapie 

ist im Vergleich zu einer erweiterten Mutationsdiagnostik sehr teuer. Durch die 

zusätzliche molekulare Mutationsuntersuchung könnten somit Kosten eingespart 

werden. 
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Neben dem Auftreten von Diskordanzen als Erklärungsansatz für ein Nichtansprechen 

auf eine EGFR- gerichtete Therapie müssen auch folgende weitere Aspekte in Betracht 

gezogen werden. 

So spielt beispielsweise das Verfahren zur Analyse einer KRAS-Mutation eine 

entscheidende Rolle. Bislang gibt es keine einheitlichen standardisierten Verfahren zur 

Bestimmung des KRAS Mutationsstatus, so dass jedem Labor die Wahl der Analytik 

selbst überlassen wird und somit fehlerhafte Ergebnisse erzielt werden können.  

Des Weiteren könnte eine noch nicht detektierte Zweitneoplasie mit einem anderen 

KRAS Mutationsstatus parallel existieren. 

Neben der ausschließlichen Bestimmung des KRAS Mutationsstatus im Codon 12 

und 13 hat sich inzwischen durch weiterführende Untersuchungen die zusätzliche 

Analyse von RAS Mutationen im Exon 2,3 und 4 von KRAS und NRAS zur 

Bestimmung der Einsatzmöglichkeiten einer EGFR Antikörpertherapie etabliert. 

Dadurch ist es bereits möglich das Ansprechverhalten auf eine EGFR-basierte 

Antikörpertherapie effektiver vorherzusagen.  

Trotz der verbesserten Vorauswahl geeigneter Patienten durch eine im Vorfeld 

durchgeführte, optimierte Genanalyse sprechen nicht alle Behandelten auf eine 

derartige Therapie an. Aus diesem Grund ist auch in Zukunft eine intensivierte 

Forschung zur Bestimmung passender Biomarker notwendig, um die Vorhersagbarkeit 

des Ansprechverhaltens auf eine EGFR-Therapie bei kolorektalen Karzinomen 

erhöhen zu können. 
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