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Zusammenfassung

In dieser Diplomarbeit werden Plasmaproben von 226 Patient*Innen, die an den
Klinischen Abteilungen fur Onkologie an der Medizinischen Universitat Graz und am
LKH Furstenfeld behandelt wurden, zur Analyse von fokalen somatischen
Kopienzahlveranderungen herangezogen. Ein Workflow zur Aufarbeitung
genetischer Informationen, die Einbeziehung von
Entscheidungsunterstutzungssystemen wie dem NAVIFY Mutation Profiler (Roche)
sowie der neuentwickelte Algorithmus CiberAMP werden prasentiert. Aulierdem
werden grundlegende Informationen zum Kkolorektalen Karzinom, insbesondere
dessen molekulare Eigenschaften, in Folge einer Literaturrecherche dargelegt.
Einblicke in Liquid Biopsy und die Prazisionsonkologie fuhren schlieRlich zu der
Erlauterung maoglicher therapierbarer Ziele und weiterer entdeckter Erkenntnisse in

der untersuchten Kohorte.

Die Charakterisierung somatischer Kopienzahlveranderungen in Patient*Innen mit
kolorektalem Karzinom wird unter anderem durch das Programm GISTIC (Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer), welches Treiberveranderungen
anhand der Frequenz und der Amplitude der vorliegenden Events identifiziert,
erreicht. Nach Bestimmung der Tumorfraktion und Ausschluss von Proben mit
einem Prozentsatz von unter 5%, wurden insgesamt 742 Proben in GISTIC2.0
analysiert und schlieBlich durch die folgenden genannten Programme
charakterisiert. Eine Fokussierung erfolgt dabei auf folgende Genabschnitte:
20911.21, 20q13.2, 20913.12, 20913.33, 7p22.1, 20p11.1, 16p11.2, 8p22, 19p13.3
und 18g21.32. Der Vergleich von Amplifikation vs. Genexpression, insbesondere
der Gene innerhalb des Cytobands chr16p11.2, erlaubt ein besseres Verstandnis
der genetischen Informationen und wird durch weitere Analysen in cBioPortal und
OncoKB erganzt. Die Webresource cBioPortal ermdglicht sowohl die Analyse und
Erforschung als auch die Visualisierung von multidimensionalen genomischen
Krebsdaten. Die Wissensdatenbank fur Prazisionsonkologie OncoKB annotiert
somatische molekulare Veranderungen hinsichtlich ihrer biologischen und
onkogenen Effekte und beleuchtet deren prognostische und pradiktive Signifikanz.

Die Charakterisierung von somatischen Kopienzahlveranderungen in Patient*Innen



mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen wird durch die Ergebnisse des

Algorithmus CiberAMP schlief3lich vervollstandigt.
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Abstract

In this thesis, focal somatic copy number alterations were analyzed using plasma
samples from 226 patients with metastatic colorectal carcinoma treated at the
Clinical Departments of Oncology at the Medical University of Graz and at the LKH
Firstenfeld. A workflow for processing genomic information, including decision
support systems such as the NAVIFY Mutation Profiler (Roche) and the newly
developed algorithm CiberAMP are presented, as is literature research on colorectal
carcinoma, with a focus on its molecular properties. Additionally, insights into liquid
biopsy and precision oncology offer possible treatment targets and new

understandings in the examined cohort.

The characterization of somatic copy number alterations in patients with colorectal
carcinoma was undertaken utilizing the program GISTIC (Genomic Identification of
Significant Targets in Cancer), which identifies driver changes based on the
frequency and amplitude of the presented events. After determining the tumor
fraction, and excluding samples with a percentage below 5%, a total of 742 samples
were analyzed with GISTIC2.0. The work herein focuses on the following gene
segments: 20911.21, 20913.2, 20q13.12, 20q13.33, 7p22.1, 20p11.1, 16p11.2,
8p22, 19p13.3 and 18921.32. The comparison of amplification vs. gene expression,
especially of the genes within the cytoband chr16p11.2, allows a better
understanding of the genomic information and is complemented by further
annotation using cBioPortal and OncoKB. The web resource cBioPortal enables
both the analysis and exploration as well as the visualization of multidimensional
genomic cancer data. The knowledge database for precision oncology OncoKB
annotates somatic molecular changes regarding their biological and oncogenic
effects and highlights their prognostic and predictive significance. Finally, the
algorithm CiberAMP is applied to the data set and completes the characterization of

somatic copy number alterations in patients with metastatic colorectal cancer.

Xl



1 Einleitung

Tumorerkrankungen zahlen weltweit zu den haufigsten Todesursachen und stellen
eine Barriere gegenuber der Erhdhung der Lebenserwartung dar. Das kolorektale
Karzinom verkorpert dabei einen von zehn Krebs- bzw. Todesfallen. In Bezug auf
die Inzidenz erreicht das kolorektale Karzinom den dritten Rang aller
Tumorerkrankungen. Hinsichtlich der Mortalitdt befindet sich diese Erkrankung
sogar auf dem zweiten Rang (Sung et al.,, 2021). In Folge des andauernden
Fortschritts in Entwicklungslandern wird Gber die nachsten Jahrzehnte mit einem
weltweiten Anstieg der Inzidenz des kolorektalen Karzinoms gerechnet (Dekker et
al., 2019). Die Inzidenz dieses Tumors kann als Marker der soziookonomischen
Entwicklung herangezogen werden. In Landern, die sich in einem grof3en Umbruch
befinden, steigen beispielsweise die Inzidenzraten tendenziell gleichmalig mit

zunehmendem HDI (Human Development Index) (Sung et al., 2021).

Stadium IV des kolorektalen Karzinoms, bei dem bereits entfernt liegende
Metastasen vorkommen, kann in aller Regel nicht geheilt werden, wodurch sich
therapeutische Optionen meist auf einen palliativen Zugang beschranken
(Markowitz and Bertagnolli, 2009).

Mit dem Ziel, die Diagnose und Behandlungen von malignen Erkrankungen zu
verbessern, kommt vermehrt die sogenannte Prazisionsonkologie zum Einsatz.
Durch diese Form der Onkologie sind Identifikation von prognostischen Markern,
die Festlegung eines molekularen Subtyps zur Prognoseabschatzung, die
Charakterisierung von somatischen Anderungen involviert in der Progression der
Erkrankung und die Detektion von gestorten Pathways und die Identifikation von
molekularen Diskriminanten der metastasierten Erkrankung moglich. Die
molekulare Profilerstellung des Tumors soll schlussendlich aber der Detektion von
somatischen Veranderungen, welche durch gezielte Therapie behandelt werden
konnen, dienen. Da der Zugang zu Tumormaterial meist mit invasiven Eingriffen in
Verbindung steht, welche einerseits nicht bei allen Patient*Innen machbar sind und
andererseits ein regelmafliges Monitoring des Genotyps nicht erlauben, kommt
vermehrt eine Methode namens Liquid Biopsy zum Einsatz. Neben der Analyse von
zirkulierenden  Tumorzellen und zirkulierender zellfreier Tumor DNA

(Desoxyribonukleinsaure) in biologischen Flussigkeiten wie Blut, Liquor, Urin,
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Aszites oder Pleuraergussen werden auch Informationen zum Transkriptom,
Epigenom, Proteom und Metabolom generiert. In Zukunft wird Liquid Biopsy
basierend auf bioinformatische Tools, gestutzt auf kunstliche Intelligenz, einer
multiparametrischen Analyse von Tumorerkrankungen dienen. Der Mangel an
klinischer Validitat und klinischem Nutzen des Grof3teils der Liquid Biopsy Assays
und dem Problem der Dimensionalitat, wobei die Anzahl von Patientenproben
wesentlich geringer ist als die potenziellen Merkmale im Rohdatensatz
(Basenpaare), deutet auf den dringenden Bedarf von Forschung hin, damit die
Methode Liquid Biopsy ihr gesamtes Potential ausschdpfen kann (Heitzer et al.,
2019).

Durch Liquid Biopsy kdnnen zwar potenzielle molekulare Ziele, wie somatische
Kopienzahlveranderungen oder Mutationen, detektiert werden, die Signifikanz vieler
solcher Veranderungen in Bezug auf Therapieentscheidungen ist jedoch noch
trigerisch. Nichtsdestotrotz zeigte Liquid Biopsy erste erfolgversprechende
Ergebnisse im Rahmen des Managements kolorektaler Karzinome im klinischen
Setting, der Friherkennung derselben, der Detektion von Rezidiven, der
Identifikation von prognostischen Markern, der molekularen Charakterisierung von
metastasierenden Erkrankungen und des Uberpriifens des Ansprechens auf
Therapien. Von enormer Wichtigkeit sind dabei sogenannte Treiber-
Veranderungen, welche die Tumorentwicklung aktiv vorantreiben. Insbesondere
fokale somatische Kopienzahlveranderungen sind hierbei von Bedeutung. Es
handelt sich dabei um Veranderungen, die eine begrenzte Lange des
Chromosomenarms umfassen und eine limitierte Anzahl von Genen beherbergen.
Von diesen sind schlieRlich ein oder mehrere fur einen Wachstumsvorteil wahrend

der Entwicklung des Krebsgenoms verantwortlich (Zhou et al., 2020).

Die zentrale Fragestellung dieser Diplomarbeit liegt nun darin, haufig auftretende
fokale somatische Kopienzahlveranderungen in Patient*Innen mit metastasiertem
kolorektalem Karzinom sowohl in der Literatur als auch in einer untersuchten
Kohorte zu identifizieren. Es sollen Moglichkeiten der Analyse, Grenzen und
Schwierigkeiten der Informationsverarbeitungen durch einen eigens erstellten
Workflow prasentiert werden. Eine Fokussierung erfolgt dabei auf einen neuen
Algorithmus namens CiberAMP, der im Folgenden genauer erlautert wird (Caloto et

al., 2022). Im Rahmen dieser Diplomarbeit werden Plasmaproben von 226
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Patient*Innen, die an den Klinischen Abteilungen fir Onkologie an der
Medizinischen Universitat Graz und am LKH Furstenfeld behandelt wurden, zur
Beantwortung der Fragestellung herangezogen. Eine Extraktion der Plasma-DNA
sowie Bestimmung der Tumorfraktion brachte eine erste Filtrierung mit sich. Bei
Proben mit einer Tumorfraktion = 5% wurde eine shallow Whole Genome
Sequenzierung durchgefuhrt. Dies fuhrte schlieBlich zu 742 Proben, die in
GISTIC2.0 analysiert wurden. Die im Rahmen dieser Diplomarbeit verwendeten
Daten stammen aus einer bereits genehmigten Studie (Ethikvotum Nr. 21-229 aus
09/10). Fur die verwendeten Daten existierte wahrend der Verfassung dieser
Abschlussarbeit ein aktuelles Folgevotum. Eine ausfihrlich dokumentierte Kohorte
von 14 Patient*Innen inklusive deren klinischer Daten wird dabei genauer
betrachtet, um eine Verknupfung zwischen Kilinik und Genetik fur weitere
Forschungen zu gewahrleisten. Die Kohorte setzt sich aus 8 mannlichen Probanden
und 4 weiblichen Probandinnen zusammen, die allesamt im LKH Furstenfeld
behandelt wurden. Zusatzlich erfolgten verschiedene Analysen in cBioPortal und
OncoKB, wie beispielsweise der Vergleich von Amplifikation vs. Genexpression der
Gene innerhalb des Cytobands chr16p11.2. Auch das kommerzielle
Entscheidungsunterstitzungssystem NAVIFY Mutation Profiler (Roche) wurde zur
Charakterisierung von somatischen Kopienzahlveranderungen in Patient*Innen mit

metastasierenden kolorektalen Karzinomen genutzt.

Zu beachten ist, dass es aufgrund von verschiedenen existierenden Definitionen in
der Literatur bezuglich somatischer Kopienzahlveranderungen zu Limitationen
kommen kann (Zhou et al, 2020). Im Kapitel ,Somatische
Kopienzahlveranderungen® wird auf diese Problematik genauer eingegangen.
Aulerdem kann die vorliegende Arbeit nicht die ganze Palette an fokalen
somatischen Kopienzahlveranderungen abdecken, auch hinsichtlich der sich
standig weiterentwickelnden  Forschung in diesem Bereich bestehen
Einschrankungen. Wahrend der Analyse erfolgt eine Fokussierung auf folgende
Genabschnitte: 20q11.21,20q13.2, 20913.12, 20913.33, 7p22.1, 20p11.1, 16p11.2,
8p22, 19p13.3 und 18g21.32. Somit wird nur ein Bruchteil der genetischen
Informationen des kolorektalen Karzinoms in dieser Abschlussarbeit aufgearbeitet.

Um die Grenzen einer Abschlussarbeit nicht zu Uberschreiten, wird nur in einen



ausgewahlten Bereich der Ergebnisse, die im Rahmen des wissenschaftlichen

Arbeitens generiert wurden, Einblick gewahrt.

2 Das kolorektale Karzinom
2.1 Epidemiologie

Laut der von GLOBOCAN erstellten Global Cancer Statistics 2020 rangiert das
kolorektale Karzinom an dritter Stelle in Bezug auf die Inzidenz, aber an zweiter
Stelle in Bezug auf die Mortalitat. Fur das Jahr 2020 wurden mehr als 1,9 Millionen
neue Darmkrebsfalle (einschlie3lich Anus) und 935.000 Todesfalle geschatzt, was
ungefahr einem von zehn Krebsfallen und Todesfallen weltweit entspricht (Sung et
al., 2021).

Das kolorektale Karzinom stellt nach dem Mammakarzinom den zweithaufigsten
Tumor bei Frauen und nach Lungen- bzw. Prostatakarzinom die dritthaufigste
maligne Erkrankung bei Mannern dar. Weltweit gesehen, bestehen starke
geographische Schwankungen, wobei die hochsten Raten in Europa, Nordamerika
und Australasien vorliegen (Ballinger and Anggiansah, 2007).

Der Anteil des kolorektalen Karzinoms in Bezug auf alle jahrlich diagnostizierten
Tumore und tumor-assoziierte Todesfalle betragt wie bereits erwahnt ungefahr
10%. Zu beachten ist hierbei, dass Frauen eine um 25% niedrigere Mortalitat und
Inzidenz im Vergleich zum mannlichen Geschlecht aufweisen. Es wird
vorhergesagt, dass im Jahre 2035 die weltweite Inzidenz des kolorektalen
Karzinoms auf 2,5 Millionen neu diagnostizierte Falle jahrlich steigen wird. In
hochentwickelten Landern zeigen sich  jedoch durch nationale
Screeningprogramme und durch die vermehrte Nutzung der Vorsorgekoloskopie
abnehmende oder zumindest stabilisierende Trends. Der Einfluss eines
gesunderen Lebensstiles und besserer Erndhrung tragt aulerdem zu diesen
Veranderungen bei. Im Kontrast dazu stehen ein Anstieg an Patient*Innen mit
kolorektalem Karzinom unter 50 Jahren mit besonderem Fokus auf linkseitige
Formen und rektale Lokalisationen. Eine Ursache daflir wurde bisher nicht gefunden
(Dekker et al., 2019).



Obwohl die chirurgische Herangehensweise zur Entfernung von kolorektalen
Tumoren im Frihstadium oder metastatischen Lasionen eine Heilung ermdglichen
kann, sind therapeutische Optionen fur das metastasierte kolorektale Karzinom auf
die Palliativmedizin beschrankt. Man geht davon aus, dass ungefahr 30% aller
Patient*Innen bei Diagnose bereits Metastasen aufweisen. Die Identifizierung von
molekularen Zielen und Pathways, welche in der Initiation und Progression des
kolorektalen Karzinoms eine Rolle spielen, ermadglicht eine bessere
Charakterisierung der Erkrankung und bildet eine Chance fur mal3geschneiderte

Therapien zur Minimierung oder Vermeidung von Resistenzen (Zhou et al., 2020).

2.2 Risikofaktoren

Steigendes Alter stellt den groften Risikofaktor flr das sporadische kolorektale
Karzinom dar. 90% aller Patient*Innen weisen ein Alter von Uber 40 Jahren auf. Die
steigenden Inzidenzzahlen in Europa sind daher einerseits auf die zunehmende
Alterung der Population, andererseits aber auch auf den Anstieg der
altersspezifischen Inzidenzraten zurlckzufihren. Des Weiteren lasst die
Beobachtung der geographischen Schwankung einen Einfluss von Umwelt- und
Lifestyle-Faktoren vermuten. Den zweithaufigsten Risikofaktor stellt die
Familiengeschichte dar. Eine positive Familienanamnese trifft auf zwischen 10 und

20% aller Patient*Innen zu (Ballinger and Anggiansah, 2007).

Familien- und Zwillingsstudien haben gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit fur eine
Vererblichkeit im Bereich von 12-35% liegt, wobei das Risiko von der Anzahl, dem
Verwandtschaftsgrad der betroffenen Familienmitglieder und dem Alter bei
Diagnose abhangt. Zu den Hauptrisikofaktoren flr das kolorektale Karzinom zahlen
unter anderem das mannliche Geschlecht und ein hohes Alter. Weiters bewirken
Rauchen, exzessiver Alkoholkonsum, erhohtes Korpergewicht und der Konsum von
rotem und verarbeitetem Fleisch eine Erhdhung des kolorektalen Tumorrisikos.
Eine Infektion mit Bakterien, wie dem Fusobacterium nucleatum und dem
Bacteroides fragilis, konnte das Risiko auRerdem erhohen. Ungefahr 5-7% aller
Patient*Innen mit einem kolorektale Karzinom sind von einem hereditaren
kolorektalen Karzinomsyndrom betroffen. Diese Sonderform der kolorektalen

Karzinome wird unterteilt in nicht-polypése Syndrome, wie das Lynch Syndrom und
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das familiare kolorektale Karzinom und in polypose Syndrome. Letztere sind unter
anderem gekennzeichnet durch die hohe Anzahl an vorkommenden Polypen. Eine
fruhzeitige Diagnosestellung ist bei hereditaren Formen von grof3er Bedeutung
hinsichtlich einer optimalen Surveillance Strategie gegenuber kolorektalen
Karzinomen und Tumoren aufRerhalb des Kolons und zur Planung engmaschiger

Kontrolluntersuchungen von Familienmitgliedern (Dekker et al., 2019).

Es konnte gezeigt werden, dass nach Einwanderung von einem
Niedriginzidenzgebiet in ein Hochinzidenzgebiet die erste Generation von
Nachfahren bereits ein gleich hohes Risiko flr das Auftreten eines kolorektalen
Karzinoms wie die ursprungliche Bevolkerung des Einwanderungslandes aufweist.
Dies unterstreicht nochmals die Bedeutung des Lebensstils und der
Ernahrungsgewohnheiten (Werner, 2020).

Zur Abschatzung des individuellen Risikos des kolorektalen Karzinoms mussen
sowohl eine Eigenanamnese als auch eine Familienanamnese erhoben werden.
Aus diesem Kontext heraus unterscheidet man zwischen drei Risikogruppen, dem
sporadischen, familiar gehauften und hereditaren kolorektalen Karzinom. Mit der
Anzahl erkrankter Familienmitglieder und einem jungen Erkrankungsalter der
betroffenen Verwandten steigt das Risiko an (Werner, 2020).

2.3 Pathogenese

Das kolorektale Karzinom entsteht aus dysplastischen adenomatésen Polypen in
Folge eines  Multistep-Prozesses. Zu  unterscheiden sind  hierbei
Keimbahnmutationen von einer schrittweisen Ansammlung von somatischen

Mutationen (Ballinger and Anggiansah 2007).

Wie bereits erwahnt entspringen die meisten kolorektalen Karzinome von einem
Polypen. Beginn dieses Prozesses stellt jedoch eine aberrante Krypte dar, welche
sich in eine neoplastische Vorlauferlasion beziehungsweise einen Polypen
umwandelt und schliel3lich Uber eine Zeitspanne von 10 - 15 Jahren in ein
kolorektales Karzinom Ubergeht. In der Tumorstammzelle, der Ursprungszelle des
kolorektalen Karzinoms, haben sich Uber diesen Zeitraum hinweg sowohl
genetische als auch epigenetische Veranderungen, die Tumorsuppressorgene



inaktivieren und Onkogene aktivieren, akkumuliert. Diese Tumorstammzellen sind
von groller Bedeutung im Hinblick auf Anbahnung und Aufrechterhaltung des
Tumors. Man unterscheid zwei Entwicklungswege, die zu einem kolorektalen
Karzinom fuhren kdonnen: 70 - 90% der Karzinome entstehen aus dem traditionellen
Adenom-Karzinom-Pathway, welcher auch als chromosomal instability pathway
bezeichnet wird. 10 - 20% der Karzinome entstehen hingegen aus dem serrated
neoplasia pathway. Diese Entwicklungspfade sind jeweils durch verschiedenartige
genetische und epigenetische Events, die aufeinanderfolgend auftreten,

gekennzeichnet.

Adenom-Karzinom-Sequenz

KRAS/\ TP53/\

Adenomattser Polyp Prikanzerose Adenokarzinom

20 - 40 Jahre

ABBILDUNG 1: ADENOM-KARZINOM-SEQUENZ

In der Abbildung 1 wird der traditionelle Adenom-Karzinom-Pfad dargestellt. 70 - 90% der
kolorektalen Karzinome entstehen in Folge dieser Sequenz. Nach der Initiation durch eine APC-
Mutation, kommt es zu einer RAS-Aktivierung oder einen Funktionsverlust von TP53. Die
Progression konventioneller Adenome entsteht durch die sequenzielle Akkumulation von
genetischen Mutationen. In weiterer Folge kommt es zu chromosomaler Instabilitédt und schlie3lich
zu Mikrosatelliten-stabilen Tumoren (Dekker et al., 2019). Kolorektale Karzinome entstehen Uber
einen Zeitraum von 20 — 40 Jahren als Konsequenz einer Anhaufung von spezifischen Mutationen
in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. Diese genetischen Veranderungen treten in einer
charakteristischen Sequenz auf, die in Abbildung 1 veranschaulicht werden soll (Rajagopalan et al.,
2003). Im Appendix wird die Publikationslizenz fiir diese in Biorender (created with BioRender.com)

erstellte Grafik aufgelistet.



Der traditionelle Adenom-Karzinom-Pfad (Abbildung 1) beginnt durch eine APC-
Mutation, gefolgt von einem Funktionsverlust von TP53 oder einer RAS-Aktivierung.
Im Gegensatz dazu ist die serratierte Karzinogenese mit RAS- und RAF-Mutationen
sowie epigenetischer Instabilitat durch den CpG-Island-Methylation-Phanotyp
assoziiert. Dies fuhrt zu Mikrosatelliten-stabilen oder instabilen Karzinomen. Zu
einem hypermutierten Phanotyp fihren Mutationen, die eine Defizienz der
Mismatch-Repair-Proteine zur Folge haben oder sogenannte POLE-Mutationen.
Daruber hinaus muss zwischen rechtsseitigem bzw. proximalem und linksseitigem
bzw. distalem kolorektalem Karzinom hinsichtlich der molekularen, embryonalen,
biologischen und anatomischen Eigenschaften unterschieden werden. Abhangig
von der Lokalisation kommt es zu Abweichungen in der Geschlechterverteilung, der
Prognose, dem metastatischen Setting, der Therapieantwort auf Anti-EGFR-
Medikamente und der Haufigkeit der oben besprochenen Entwicklungspfade
(Dekker et al., 2019).

2.4 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

2.4.1 Histopathologische Klassifikation

Die Klassifikation kolorektaler Karzinome kann unter anderem nach
histopathologischen Kriterien erfolgen. Die Mehrheit aller Karzinome im Dickdarm
sind Adenokarzinome. Konventionelle Adenokarzinome (NOS) mit tubularem oder
kribriformem Wachstumsmuster sind von weiteren histopathologischen Varianten

abzugrenzen:

Muzinése Adenokarzinome;
Siegelringzellkarzinome;

Medullare Karzinome;

Mikropapillare Karzinome;

Adenokarzinome vom kribriform-komedoartigen Typ;
Serratierte Adenokarzinome;

Adenosquamdse Karzinome;



Plattenepithelkarzinome;
Undifferenzierte Karzinome;
Spindelzell-Karzinome.

Bezugnehmend auf die strukturellen Atypien kdnnen konventionelle
Adenokarzinome in drei Differenzierungsgrade (G1-G3) eingeteilt werden. Als low-
grade werden G1- und G2-Tumore klassifiziert. Als high-grade Tumore werden G3-
Tumore und undifferenzierte Karzinome bezeichnet. Gut differenzierte, also G1
Tumore, zeigen im mehr als 95% der Falle einen glandularen Aufbau (Werner,
2020).

2.4.2 Pathologische Klassifikation nach dem TNM-System

Die pathologische Klassifikation erfolgt nach dem TNM-System der UICC (Tabelle
1), wobei die lokale Tiefeninfiltration den entscheidenden Faktor flr die Bestimmung
des Tumorstadiums darstellt. Wenn sich beispielsweise in der Lamina propria
Tumorzellen feststellen lassen, ohne dass eine Infiltration in die Submukosa in
Folge einer Ausbreitung durch die Muscularis mucosae stattgefunden hat, spricht

man von pTis (Werner, 2020).

TABELLE 1: TNM-SYSTEM DER UICC FUR KOLON- UND REKTUMKARZINOME

Klassifikation | Beschreibung

pTis Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria

pT1 Tumor infiltriert Submukosa

pT2 Tumor infiltriert Muscularis propria

pT3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa
oder in nicht peritonealisiertes perikolisches/perirektales
Gewebe

pT4 Tumor infiltiert direkt in andere Organe oder Strukturen
und/oder perforiert das viszerale Peritoneum

pT4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum

pT4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen




Das pathologische postoperative Tumorstadium ist nach wie vor ein entscheidender
Faktor hinsichtlich der Prognose des kolorektalen Karzinoms. Als zusatzlicher
Parameter bezuglich der Risikobewertung von Tumoren im Stadium pT1 kann das
Ausmal des sogenannten Tumorbuddings herangezogen werden (Werner, 2020).

Bei Kolonkarzinomen kommt es meist zu einer lymphogenen Metastasierung.
Entlang der groRen Arterien, wie der A. ileocolica, A. colica dextra, den beiden Asten
der A. colica media und dem kurzen Stamm der A. mesenterica inferior mit der A.
colica sinistra und den Aa. sigmoideae, verlaufen die Lymphabflusswege des
Kolons. Dementsprechend kommt es erst ab dem Durchbruch durch die Muscularis
mucosae zu Lymphknotenmetastasen. Die Inzidenz einer lymphogenen
Metastasierung steigt mit dem Tumorstadium und dem Tumorgrad an. Als Satelliten
oder ,Tumor deposits“ werden makroskopische und mikroskopische Nester oder
Knoten mit Tumorzellen im Lymphabflussgebiet des Primartumors bezeichnet. Ein
diskontinuierliches Auftreten vom Primartumor ohne histologische Nachweise von
Residuen regionarer Lymphknoten, identifizierbare Gefaldstrukturen oder
Perineuralscheideninvasionen sind charakteristisch flr diese Besonderheit
(Werner, 2020). Bei Patient'lnnen mit kolorektalen Karzinomen sind
Lymphknotenmetastasen einer der wichtigsten prognostischen Faktoren. Eine
genauere Prognosestratifizierung als der pN-Status (Tabelle 2) stellt der
Lymphknotenquotient dar. Dieser stellt das Verhaltnis tumorbefallener
Lymphknoten zur Anzahl der resezierten Lymphknoten dar. (Rosenberg et al.,
2010).

TABELLE 2: KLASSIFIKATION DER REGIONAREN LYMPHKNOTEN

Klassifikation | Beschreibung

pNO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

pN1 N1a Metastasen in 1 regiondren Lymphknoten

N1b Metastasen in 2 bis 3 regionaren Lymphknoten

N1c Tumorknétchen bzw. Satelliten im Fettgewebe der

Subserosa oder im nicht peritonealisierten
perikolischen/perirektalen Fettgewebe ohne regiondre LK-
Metastasen

pN2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4 bis 6 regionaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regiondaren Lymphknoten
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Aufgrund des vendsen Abflusses Uber das System der Pfortader trifft man beim
kolorektalen Karzinom haufig auf Lebermetastasen. Am zweithaufigsten kommt es
zu Metastasen in der Lunge und weiters zu einem Befall des Skeletts, der
Nebennieren, des Gehirns und zu einer peritonealen Aussaat (Werner, 2020). Die

Klassifikation der Fernmetastasen wird in Tabelle 3 veranschaulicht.

TABELLE 3: KLASSIFIKATION DER FERNMETASTASEN

Klassifikation | Beschreibung

pMO Keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen

M1a Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge,
Ovar, nichtregionare LK), ohne Peritonealmetastasen

M1b Metastasen in mehr als einem Organ

M1c Metastasen im Peritoneum mit/ohne Metastasen in anderen
Organen

Durch die R-Klassifikation wir das eventuelle Vorhandensein eines Residualtumors
nach erfolgter Behandlung beschrieben (Tabelle 4). Zu den fakultativen
Deskriptoren der TNM-Klassifikation zahlen unter anderem die R-Klassifikation,
aber auch das Grading, LymphgefalBinvasion, Veneninvasion und
Perineuralscheiden Infiltration (Werner, 2020).

TABELLE 4: PATHOLOGISCHE R-KLASSIFIKATION

Klassifikation | Beschreibung

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor am Resektionsrand

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Die in diesem Kapitel angeflhrten Klassifikationskriterien wurden allesamt aus dem
Manual ,Gastrointestinale Tumoren® des Tumorzentrums Minchen enthommen
(Werner, 2020).
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2.5 Klinische Symptome

Unspezifische Symptome, wie Bauchschmerzen, rektale Blutungen, Anamie oder
verandertes Stuhlverhalten, kdnnen Anzeichen fur diese Tumorart sein, treten
jedoch auch bei anderen gastrointestinalen Erkrankungen auf. Anhand der
Symptome kann bereits eine Tendenz der Lokalisierung abgeschatzt werden: Ein
gestortes Stuhlverhalten durch eine Verengung des Darmlumens, gemeinsam mit
weiteren Symptomen wie beispielsweise Diarrhoe sprechen fir eine linksseitige
Lokalisation des Tumors. Zu beachten ist, dass insgesamt etwa 10% der
Patient*Innen mit Eisenmangelanamie ein kolorektales Karzinom haben. Dieses
Symptom wiurde beispielsweise eher fur eine rechtsseitige Lokalisation sprechen

(Ballinger and Anggiansah, 2007).

Grundsatzlich handelt sich beim kolorektalen Karzinom jedoch um eine weitgehend
asymptomatische Erkrankung, die erst im fortgeschrittenen Stadium die oben
genannten Symptome zeigt. Bei naherer Betrachtung des Symptoms ,rektale
Blutung® zeigt sich, dass es sowohl bei benignen als auch malignen Krankheiten zu
diesem klinischen Erscheinungsbild kommen kann. Aus diesem Grund sollten
weitere Faktoren in die Uberlegung einbezogen werden. Eine plétzlich aufgetretene
rektale Blutung bei Personen im Alter von oder Uber 45 Jahren stellt eine sofortige
Indikation fur eine umgehende Koloskopie dar. Bei jungeren Patient*Innen hilft die
Einbeziehung weiterer Risikofaktoren, wie unerklarlicher Gewichtsverlust,
verandertes Stuhlverhalten oder eine positive Familienanamnese, um eine weitere

Abklarung durch eine Koloskopie zu rechtfertigen (Dekker et al., 2019).

2.6 Diagnose

Der Goldstandard zur Diagnose eines kolorektalen Karzinoms ist die Endoskopie,
wobei die Koloskopie von fortgeschrittenen Tumoren zu weniger Schwierigkeiten im
Vergleich zu Fruhformen derselben Tumorart fuhrt. Als erganzende
Untersuchungsmethode wird die Computertomographie zur Diagnose bzw.
Differenzierung von Polypen und kolorektalen Karzinomen genutzt. Bei rektaler
Lokalisation wird jedoch hauptsachlich die Magnetresonanztomographie
angewandt. Zum Zeitpunkt der Diagnose wird neben einem kompletten Blutbild die
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Bestimmung des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) empfohlen. Bei erhdhten
CEA-Konzentrationen besteht eine Assoziation mit einer schlechten Prognose. Das
fehlende postoperative Absinken der CEA-Werte deutet auf eine Resterkrankung
(residual disease) hin (Dekker et al., 2019).

Untersuchungen von okkultem Blut im Stuhl oder Messung des CEA zur Abklarung
eines Verdachts auf ein kolorektales Karzinom sind nicht geeignet. Zum Screening
asymptomatischer Patient*Innen konnen Hamoccult-Tests sehr wohl verwendet
werden. Es ist jedoch anzumerken, dass diese bei symptomatischen Personen eine
zu geringe Sensitivitat aufweisen. Bei gebrechlichen und betagten Patient*Innen
konnen traditionelle Untersuchungsmethoden Schwierigkeiten mit sich bringen.
Prospektive Studien mit einem klinischen Outcome zwischen 12-30 Monaten haben
verdeutlicht, dass eine Computertomographie des Abdomen mit oralem
Kontrastmittel eine Sensitivitat von 88-94% zur Erkennung eines Kolonkarzinom
erreicht und in diesen Fallen als alternative Diagnostik Berechtigung im klinischen
Alltag erlangt (Ballinger and Anggiansah, 2007).

2.7 Prognose

Die Uberlebensrate von Patient*Innen mit kolorektalen Karzinomen ist abhangig
von dem Stadium bei Erstdiagnose und unterscheidet sich je nach aktuell
vorliegendem Stadium. Die Stadien-Einteilung erfolgt nach dem TNM-System von
dem American Joint Committee on Cancer. Zur Veranschaulichung hier folgende
Werte: Die 5-Jahres Uberlebensrate fiir Stadium | des Kolonkarzinoms liegt bei
93,2%, hingegen fur das Stadium IV bei 8,1%. An dieser Stelle muss jedoch
angemerkt werden, dass Patient*Innen mit derselben Histopathologie anhangig von
ihrem genetischen und epigenetischen Hintergrund eine komplett unterschiedliche
Progression und somit Outcome aufweisen konnen. Ein Verstdndnis von
molekularen Prozessen, die Initiation und Entwicklung des kolorektalen Karzinoms

beeinflussen, ist daher von groRter Wichtigkeit (Nguyen and Duong, 2018).

Kolorektale Tumore im Stadium | und Il, per definitionem Karzinome, welche sich
auf die Dickdarmwand begrenzen, sind heilbar, breiten sich aber bei fehlender
Behandlung auf regionale Lymphknoten aus (Stadium IlI) und metastasieren

schlieflich in die Peripherie (Stadium 1V). 73% der Falle im Stadium 1l kdnnen durch
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eine  Kombination aus operativer Herangehensweise und adjuvanter
Chemotherapie geheilt werden. Stadium IV stellt eine infauste Prognose dar
(Markowitz and Bertagnolli, 2009).

Zu betonen ist an dieser Stelle, dass 50% der Patient*Innen, die initial eine
lokalisierte maligne Erkrankung diagnostiziert bekommen haben, anschlieRend bei
Progression des kolorektalen Karzinoms Metastasen entwickeln werden. Ungefahr

30% zeigen bei Diagnosestellung bereits Metastasen (Zhou et al., 2020).

Ziel ist es, in Zukunft durch Prazisionsonkologie die Diagnose und Behandlung von
Tumoren zu verbessern. Diese Art der Onkologie beschaftigt sich mit der
molekularen Profilerstellung eines Tumors, mit dem Ziel, somatische
Veranderungen, welche durch gezielte Therapie behandelt werden kdénnen, zu
entdecken (Heitzer et al., 2019).

Zum heutigen Zeitpunkt sind einige Mutationen mit einem schlechteren Outcome
fur die Patient*Innen und fehlendem Ansprechen auf Therapie vergesellschaftet.
Patient*Innen mit inaktiven TP53 Mutationen zeigen erhohte Mortalitatsraten. Es
bestehen jedoch keine Hinweise auf Beeinflussung des Ergebnisses der
Chemotherapie. Das Auftreten von KRAS-Mutationen lasst Aussagen Uber
modgliche Resistenzen gegenuber der Anti-EGFR-Therapie treffen. Der KRAS-
Mutationsstatus wird daher im klinischen Setting genutzt, um die therapeutische
Effektivitat vorauszusagen. AufRerdem dienen Mutationen im APC-Gen als
diagnostische Marker zur Identifikation des individuellen kolorektalen
Karzinomrisikos. Patient*Innen mit familiarer adenomatéser Polyposis, die mit
Keimbahnmutationen in einem Allel des APC-Gens beginnt, haben ein fast 100%
Risiko bis zum 40. Lebensjahr an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken

(Nguyen and Duong, 2018).

Des Weiteren konnen morphologische Kriterien zur Abschatzung der Prognose
herangezogen werden. Invasionen lymphatischer und venoser Gefalde, perineurale
Tumorinfiltrationen sowie Dedifferenzierungen des Tumors an der Invasionsfront
weisen eine ungunstige Prognose auf. Lymphoide Infiltrationen des peritumordsen
Gewebes mit Ausbildung von sogenannten Crohn’s-like lesions sind hingegen

prognostisch gunstig (Werner, 2020).
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2.8 Therapie

70-80% der Patient*Innen mit neudiagnostiziertem kolorektalem Karzinom weisen
eine lokalisierte Erkrankung auf und sind somit fir eine kurative chirurgische
Resektion (RO) geeignet. Nachdem RO erreicht wurde, wird Patient*Innen im
Stadium Ill eine adjuvante Chemotherapie mit zytotoxisch wirkenden Mitteln
standardmalig empfohlen (Gustavsson et al., 2015). Dies beruht auf einer Analyse
der Daten aus dem National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP)
Trial. Darin wurde gezeigt, dass das Uberleben durch eine chirurgische Versorgung
in Kombination mit Chemotherapie im Vergleich zur Operation allein signifikant
verbessert wird. Die Behandlung des kolorektalen Karzinoms mit 5-Fluorouracil und
Leukovorin nach einer chirurgischen Versorgung bietet somit einen Vorteil
gegenuber einer alleinigen Operation (Wilkinson et al., 2010). Die ubrigen 20-30%
der Patient*Innen setzen sich aus Betroffenen mit bereits metastasiertem, nicht
resezierbarem kolorektalem Karzinom zusammen. Bei einem betrachtlichen Anteil
der an einem kolorektalen Karzinom Erkrankten (40-50%) kommt es aul3erdem zu
einem Wiederauftreten nach chirurgischer Resektion oder zur Entwicklung von
Metastasen, die sich typischerweise in der Lunge oder der Leber befinden. Im
Rahmen der Behandlung von Patient*Innen mit metastatischen kolorektalen
Karzinomen besteht die Notwendigkeit einer systemischen Therapie mit
zytotoxischen Medikamenten (Gustavsson et al., 2015). In den letzten Jahrzehnten
konnte man in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (mCRC)
einen Wandel beobachten: Statt der Monotherapie mit Fluoropyrimidinen setzt man
mittlerweile auf verschiedene zytotoxische Kombinationsschemata und zielgerichte
Therapien, sogenannte targeted therapies. Obwohl die zielgerichtete Therapie
immer Ofter im klinischen Alltag eingesetzt wird, bleiben die traditionellen
zytotoxischen Medikamente die Hauptstutze in der Therapie. Durch Optimierung
der Dosierung von Fluoropyrimidinen und die Kombination mit Irinotecan und/oder
Oxaliplatin konnte eine Verbesserung des Uberlebens im Bereich des mCRC
erreicht werden. Fur Uber 40 Jahre stellten jedoch die Fluoropyrimidine die alleinige
aktive Medikamentenklasse dar. Der zytotoxische Mechanismus von 5-Fluorouracil
beruht auf der Stérung der DNA-Synthese durch die Inhibierung der Thymidylate
Synthase (TS). Zusatzlich kommt es sowohl zu DNA- als auch RNA-
Kettenabbrichen bei der Exposition gegenuber 5-Fluorouracil (Lucas et al., 2011).
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Neben dem aggressiveren chirurgischen Vorgehen und Verbesserungen in der
adjuvanten Behandlung haben auch das tiefere Verstandnis der Pathogenese des
kolorektalen Karzinoms und somit die Entdeckung neuer molekularer Ziele zum
Fortschritt im Management des kolorektalen Karzinoms beigetragen. Targeted
Therapie, insbesondere Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)- und
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-targeting monoklonale Antikorper, sind
bedeutende Bestandteile in der first-line Therapie des mCRC. Die Hauptsaule der
Therapie des mCRC basiert jedoch noch immer auf einer Kombination von
zytotoxischer Chemotherapie, wie Irinotecan oder Oxaliplatin, kombiniert mit 5-
Fluorouracil und Leukovorin oder Capecitabine (FOLFIRI/FOLFOX oder
CAPIRI/CAPOX). FOLFOX (5-Fluorouracil/Leukovorin/Oxaliplatin) ist der
Goldstandard in der adjuvanten Therapie (Seeber and Gastl, 2016).

2.9 Molekulare Eigenschaften

Das klinische Verhalten maligner kolorektaler Tumore beruht auf
Wechselwirkungen auf vielen verschiedenen Ebenen. Die molekularen Grundlagen
der individuellen Suszeptibilitat gegentber kolorektalen Karzinomen zu verstehen
und Einflussfaktoren der Tumorentstehung festzulegen, ermoglichen ein besseres
Verstandnis dieser Erkrankung. Auch die Entdeckung von Faktoren, die die
Tumorprogression, das Therapieansprechen oder mogliche Resistenzentwicklung

beeinflussen, sind von groRer Bedeutung (Markowitz and Bertagnolli, 2009).

Die Progression vom kolorektalen Adenom zum Karzinom ist im Wesentlichen durch
drei Hauptwege gekennzeichnet: die Chromosomale Instabilitat, die Mikrosatelliten-

Instabilitat und den CpG-Insel-Methylator-Phanotyp (Nguyen and Duong, 2018).

2.9.1 Chromosomale Instabilitat

Der Verlust genomischer Stabilitat bewirkt eine Weiterentwicklung des kolorektalen
Karzinoms durch die Erleichterung der Ansammlung von verschiedenen Tumor-
assoziierten Mutationen. Die chromosomale Instabilitat ist dabei der haufigste Typ
der genomischen Instabilitat und verursacht zahlreiche Veranderungen hinsichtlich

der chromosomalen Kopienzahlen und der chromosomalen  Struktur.
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Chromosomale Instabilitat resultiert im Verlust der Wildtyp Kopien von
Tumorsuppressorgenen, wie beispielsweis APC, P53 und SMAD4. Zahlreiche
inaktivierende Mutationen von Genen, deren normale Funktion es sein sollte,
chromosomale Stabilitat wahrend der Replikation zu wahren, sind in kolorektalen
Karzinomen zu finden. Im Gesamten sind diese Mutationen schlielich fur die
chromosomale Instabilitdt dieser Tumore verantwortlich. Kolorektale Karzinome
weisen im Vergleich zu anderen Tumorarten seltener Amplifikation in Bezug auf die
Kopienzahlen von Genen oder Rearrangements von Genen auf (Markowitz and
Bertagnolli, 2009). Die Mehrheit der sporadischen kolorektalen Karzinome, rund
85%, zeigen chromosomale Instabilitaten mit Veranderungen in der Anzahl und
Struktur der Chromosomen. Gains oder Losses von chromosomalen Segmenten,
chromosomale Rearrangements und der Verlust der Heterozygotie (Loss of
Heterozygosity, LOH) sind Beispiele fur diese Veranderungen und kdénnen
essenziell fur die Initiation und die Progression des kolorektalen Karzinoms sein.
Aulerdem zeigen chromosomale Instabilitaten Akkumulationen von Mutationen in
bestimmten Onkogenen, wie KRAS und BRAF, und Tumorsuppressorgen, wie APC
und TP53. Die uUbrigen 15% der sporadischen kolorektalen Karzinome zeigen
Phanotypen von hochfrequenten Mikrosatelliten-Instabilitaten (Nguyen and Duong,
2018).

2.9.2 Mikrosatelliten-Instabilitat

Unter Mikrosatelliten versteht man repetitive DNA-Sequenzen, welche aus Tandem-
Wiederholungen von einem bis zu funf Basenpaaren bestehen. Patient*Innen mit
Mikrosatelliten-Instabilitat zeigen eine grof3e Anzahl an Replikationsfehlern in Folge
des Verrutschens der DNA-Polymerase, besonders innerhalb repetitiver DNA-
Sequenzen (Abbildung 2). Im Bereich der Mikrosatelliten-Sequenzen kommt es
durch fortlaufende Insertion und Deletion von Nukleotiden sowohl zu langeren als
auch kurzeren Allelen im Vergleich zu gesunden Individuen. Mikrosatelliten-
Instabilitaten sind mit Mismatch-Raparatur-Defizienzen (Mismatch Repair, MMR),
vorwiegend in Bezug auf MLH1 und MSH2, assoziiert. Einschrankungen der MMR-
Gene koénnen durch Inaktivierungen in Folge von Mutationen oder durch

epigenetische Inaktivierung bei CpG-Insel-Methylierungen des Promotors erklart
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werden. Gesteigerte Mutationsraten und ein erhdhtes Malignitatspotenzial durch
Replikationsfehler sind Ergebnisse des Verlusts oder der Insuffizienz der MMR-
Aktivitat (Nguyen and Duong, 2018).

DNA-Reparatur Defekte kommen in einer Subgruppe der Patient*Innen mit
kolorektalem Karzinom vor. Gene, welche zur Reparatur eines Basen-Mismatch in
der DNA bendtigt werden, werden wie bereits erwahnt als Mismatch-Repair-Gene
bezeichnet. Deaktivierungen dieser Gene konnen im Rahmen des Lynch Syndroms
(Hereditary Nonpolyposis Colon Cancer, HNPCC) vererbt werden oder als
erworbene Inaktivierungen bei Tumoren mit Methylierungs-assoziertem-Silencing
von Genen, die fur ein DNA Mismatch-Repair-Protein codieren, vorkommen.
HNPCC Patient*Innen mit Keimbahndefekten in Mismatch-Repair-Proteinen
(vorwiegend MLH1 und MSH2) leben mit einem Risiko von 80% im Laufe ihres
Lebens an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Der Verlust der Funktion der
Mismatch-Repair-Proteine  ist nicht alleinig auf Keimbahnmutationen
zuruckzufuhren. Eine somatische Inaktivierung des zweiten Wildtyp Allelpaares ist
dafur notwendig. Diese somatische Deaktivierung von Mismatch-Repair-Genen tritt
zusatzlich in ungefahr 15% der Patient*Innen mit nicht-familidarem kolorektalem
Karzinom auf. Durch Promotor-Methylierung kommt es bei diesen Betroffenen zu
biallelischen Silencing der Promotorregion des MLH1 Genes und somit zu einer
inaktiven und somit gestdrten DNA-Reparatur (Markowitz and Bertagnolli, 2009).
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Mikrosatelliten-Instabilitat

Verlust der Mismatch-
Reparatur-Funktion

Grolenanderung der Mikrosatelliten

ABBILDUNG 2: MIKROSATELLITEN-INSTABILITAT

In Abbildung 2 darf ein Aspekt der Mikrosatelliten-Instabilitat veranschaulicht werden. Der Verlust
der Mismatch-Reparatur-Funktion fihrt zu GréRenveranderungen der mononukleosidischen oder
dinukleosidischen Repeats, welche im gesamten Genom verteilt sind (Markowitz and Bertagnolli,
2009). In der ersten Reihe wird die physiologische Situation dargestellt. Die zweite Reihe zeigt die
Folgen eines Defekt der Mismatch-Reparatur-Funktion. In diesem Fall kommt es zu einer
Verlangerung des Mikrosatelliten-Abschnittes. Im Appendix wird die Publikationslizenz fiir diese in

Biorender (created with BioRender.com) erstellte Grafik aufgelistet.

Der Verlust der Mismatch-Reparatur-Funktion ist gekennzeichnet durch das
assoziierte Epiphanomen der Mikrosatelliten-Instabilitat (Abbildung 2). Die
Unfahigkeit, Strang Verschiebungen innerhalb der sich wiederholenden DNA-
Sequenzen zu reparieren, resultiert in einer Gréllenanderung von
mononukleosidischen oder dinukleosidischen Wiederholungen (Mikrosatelliten),
welche durch das gesamte Genom verstreut sind. Die durch eine Mismatch-Repair
Defizienz gekennzeichnete kolorektale Karzinome entstehen hauptsachlich im
proximalen Kolon. Aulderdem wurde bei sporadischen Fallen eine Assoziation mit
héherem Patientenalter und weiblichem Geschlecht aufgezeigt. Bei Mismatch-
Reparatur-Defizienzen kann es zu einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen,
wie TGF-B, TGFBRZ2 und BAX, welche aus funktionellen Regionen bestehen, die

sich als mononukleosidische oder dinukleosidische Wiederholungssequenzen

19



reprasentieren, kommen. Auch Keimbahninaktivierung des Basenexzision
Reparaturgenes, mutY homologoue (MUTYH oder MYH), kann zu malignen
kolorektalen Tumoren fuhren. Das MYH-Protein schneidet das 8-oxoguanine
Produkt im Rahmen von oxidativen Schaden zu Guanin zu. In Patient*Innen, welche
zwei inaktive MYH-Allele in der Keimbahn aufweisen, entwickelt sich ein Polyposis-
Phanotyp mit einem Risiko von 100% im Alter von 60 Jahren ein kolorektales
Karzinom zu entwickeln. Bisher wurden noch keine somatischen Inaktivierungen
von MUTYH im kolorektalen Karzinom entdeckt (Markowitz and Bertagnolli, 2009).

2.9.3 CpG-Insel-Methylator-Phanotyp (CIMP)

Epigenetisches Silencing von Genen, meist in Folge von DNA-Methylierungen, fuhrt
ebenfalls zu Inaktivierung von Genen bei kolorektalen Karzinomen. Im kolorektalen
Krebsgenom ist eine geringe Abnahme an Cytosin-Methylierungen und eine
betrachtliche Zunahme von Methylierungen innerhalb Promotor-assoziierter-CpG-
Inseln zu beobachten. Letzteres kann zu epigenetischen Silencing der
Genexpression fuhren. In sporadischen malignen kolorektalen Tumoren mit
Mikrosatelliten-Instabilitat flhrt somatisches epigenetisches Silencing zu einer
Blockade der Expression von MLH1. Das Phanomen des CpG-Insel-Methylator-
Phanotyps, CIMP oder CIMP-high, beschreibt eine spezielle Subgruppe, welche als
Einheit abweichend methyliert wird. Dies ist in 15% der kolorektalen Karzinome zu
beobachten und tritt fast immer in Kombination mit einer aberranten Methylierung
von MLH1 auf (Markowitz and Bertagnolli, 2009).

DNA-Hypermethylierung in Promotor CpG Inseln von Tumorsuppressorgenen fuhrt
durch Inaktivierung der Transkription zum Silencing von Genen. In 30-35% der
kolorektalen Adenome wurde der CpG-Insel-Methylator-Phanotyp nachgewiesen
und stellt somit einen frihzeitigen Schritt der Karzinogenese dar. Als
Charakteristikum des serratierten Pathways ist dieser Phanotyp ein wichtiger
Mechanismus in der kolorektalen Tumorgenese. Zu betonen ist, dass sporadische
kolorektale Tumore mit Mikrosatelliten-Instabilitat fast ausschlieRlich mit CIMP-
assoziierter Methylierung von MLH17 und folglich der Inaktivierung dieses Genes
vergesellschaftet sind. Familiare kolorektale Tumore mit Mikrosatelliten-Instabilitat
sind hingegen durch Keimbahnmutationen in den MMR-Genen (MLH1 und MSH?2)
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verursacht. CIMP positive Tumore zeigen bestimmte Eigenschaften: Lokalisation im
proximalen Kolon, schlechte Differenzierung, Mikrosatelliten-Instabilitat, BRAF-
Mutationen und Wildtyp KRAS. Beobachtet man die Haufigkeit von BRAF
Mutationen, zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen CIMP positiven und

negativen Tumoren (Nguyen and Duong, 2018).

2.9.4 Tumorsuppressorgene

In der Tumorentwicklung des kolorektalen Karzinoms wird APC eine Schlusselrolle
zugeordnet. In Abwesenheit von einem funktionierenden APC kommt es zur
kontinuierlichen Aktivierung des Wnt-Signalweges. Dies wird als initierendes Event
der Entwicklung des kolorektalen Karzinoms angesehen. Eine Keimbahnmutation
von APC resultiert in einem vererbten Krebs-Pradisposition-Syndrom mit mehr als
100 adenomatdsen Polypen, der familidaren adenomatdsen Polyposis. Das Risiko,
an einem kolorektalen Karzinom in Alter von 40 Jahren zu erkranken, betragt 100%.
Somatische Mutationen und Deletionen, die zu einer Inaktivierung von beiden
Kopien von APC fuhren, sind in den meisten sporadischen kolorektalen Adenomen

und Karzinomen vorhanden (Markowitz and Bertagnolli, 2009).

90% aller Patient*Innen mit kolorektalem Karzinom zeigen entweder APC-
Mutationen oder einen Allelverlust von APC. Epigenetische Inaktivierungen durch
Promoter-Hypermethylierungen wurden in 18% der primaren Kkolorektalen
Karzinome und Adenome entdeckt. Mutationen von APC flhren zu einer Stérung
der Formation des Zerstorungskomplexes, welcher dem Abbau und der
Suppression des Wnt/B-catenin Signalwegs dient. Akkumulation des Proteins [3-
catenin flhrt zur Komplexbildung mit TCF/LEF. In weiterer Folge kommt es durch
die Uberaktivierung des Wnt-Signalwegs zur Proliferation, Migration, Invasion und
Metastasierung von Krebszellen. In einem geringeren Ausmald kommt es auch bei
Mutation von B-catenin selbst und bei Mutationen von AXIN2 zu demselben Resultat

(Nguyen and Duong, 2018).

Den zweiten entscheidenden Faktor stellt die Inaktivierung von p53 durch eine
Mutation von TP53 dar. In den meisten kolorektalen Karzinomen sind beide TP53
Allele inaktiviert in Folge einer Mischung aus Missense-Mutationen, welche die

Transkriptionsakitivitat von p53 deaktivieren, und einer 17p chromosomalen
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Deletion, die das zweite TP53 eliminiert. Die Inaktivierung von TP53 ist meist mit
dem Ubergang von groRen Adenomen in invasive Karzinome vergesellschaftet
(Markowitz and Bertagnolli, 2009). In 50 - 75% der kolorektalen Karzinome wird ein
Funktionsverlust von TP53 nachgewiesen. Im Vergleich zu Adenomen kommt es in
Karzinomen wesentlich haufiger zu diesem Ereignis, wodurch die Bedeutung in der
Transition vom Adenom zum Karzinom unterstrichen werden kann. TP53 ist am
kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert, welches haufig im kolorektalen
Karzinom verloren geht. Dieses Gen wir auch als Huter des Genoms bezeichnet,
da es fur die Kodierung von Transkriptionsfaktoren, die wiederum an der
Transkription von einer Vielzahl an Genen beteiligt sind, verantwortlich ist. Bei DNA-
Schaden bewirkt TP53 einen Zellzyklusarrest in der Phase G1 beziehungsweise G2
oder leitet bei ausgedehnter Schadigung die Apoptose ein. Funktionsverlust von
TP53 fuhrt zur Ubertragung von geschadigter DNA auf die Tochterzellen (Nguyen
and Duong, 2018).

Der dritte Schritt im Rahmen der Progression des kolorektalen Karzinoms wird
durch eine inaktivierende Mutation des TGF- B Signaling dargestellt. Rund ein Drittel
aller Patient*Innen weist somatische inaktivierende Mutationen von TGFBRZ2 auf.
TGFBR2 ist in Tumoren mit Mismatch-Reparatur-Defizienzen durch eine
charakteristische Frameshift-Mutation im Polyadenine Repeat innerhalb der
TGFBR2 kodierenden Sequenz inaktiviert. Bei zumindest der Halfte aller
kolorektalen Karzinome mit Wildtyp-Mismatch-Repair ist TGF- B Signalling
abgeschaltet. Die Inaktivierung dieses Pathways stimmt mit der Transition von
Adenomen zu high-grade Dysplasien oder Karzinomen uberein (Markowitz and
Bertagnolli, 2009).

70% aller primaren kolorektalen Karzinome zeigen zu einem spateren Zeitpunkt der
Karzinogenese einen allelischen Verlust des Chromosoms 18q, welcher mit
negativen Auswirkungen auf das Uberleben der Patient*Innen assoziiert ist. Die
grolde Anzahl an Deletionen im Chromosom 18q lasst an die Lokalisation von
Tumorsuppressorgenen in dieser Region denken. Die Inaktivierung dieser Gene,
wie beispielsweise DCC, SMAD2 und SMAD4, konnte Bedeutung hinsichtlich der
Entwicklung des kolorektalen Karzinoms haben. In der Vergangenheit wurde DCC,
welches fur eine Komponente des Neutrin-1 Rezeptor kodiert, eine Rolle als

Tumorsuppressorgen zugesprochen. Diese Behauptung konnte jedoch nicht
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ausreichend bewiesen werden. SMAD2 und SMAD4, welche flir downstream signal
transducers des TGF-[3 codieren, stellen hingegen etablierte Tumorsuppressorgene
dar. Veranderungen in diesen Genen konnten zu Resistenzen von TGF- fuhren
und in der Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms eine Rolle spielen. Die
Haufigkeit somatischer Mutationen von SMADZ2 und SMAD4 im Kkolorektalen
Karzinom ist jedoch relativ niedrig. Im Pankreaskarzinom hingegen zeigt sich
Inaktivierungen von SMAD4 in 60% aller Patient*Innen. AuRerdem ist die
Geneexpression dieser beiden Gene in kolorektalen Karzinomen trotz Verlust der
Heterozygotie von 18q erhalten. Dies lasst vermuten, dass andere
Tumorsuppressorgene das Ziel des allelischen Verlustes des Chromosoms 18q im

kolorektalen Karzinom sind (Nguyen and Duong, 2018).

2.9.5 Onkogene

Mutationen der Onkogene, RAS und BRAF, die zu einer Aktivierung des Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK) Signalweges fuhren, treten in 37%
beziehungsweise 13% der kolorektalen Karzinome auf. BRAF-Mutationen sind vor
allem in kleinen Polypen, RAS-Mutationen eher in hyperplastischen Polypen, sowie
serratierten Adenomen und proximalen Kolontumoren, insbesondere bei jenen mit
CIMP-Phanotyp, zu finden. In einem Drittel aller kolorektalen Karzinome sind
aktivierende somatische Mutationen von PI3KCA zu finden. Dieses Gen kodiert fur
die katalytische Subunit der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) (Markowitz and
Bertagnolli, 2009).

Zur Genfamilie RAS wird KRAS gezahlt, welches in der Mehrheit der menschlichen
Zellen zur Expression von KRAS fuhrt. KRAS ist ein membrangebundenes
GTP/GDP bindendes Protein mit intrinsischer GTPase Aktivitdt und kann in einem
aktiven oder auch inaktiven Zustand vorgefunden werden. Eine Mutation von KRAS
fuhrt zu einer Storung der intrinsischen GTPase Aktivitat von KRAS, folgend kommt
es zur Ansammlung von KRAS-Proteinen im GTP gebundenen aktiven Zustand.
Dies resultiert in einer Aktivierung der nachgeschalteten proliferativen Signalwege.
Onkogene Mutationen im RAS-Gen wurden in 30% aller menschlichen Tumore
entdeckt, wobei 85% der Mutationen auf KRAS zuruckzufuhren sind. Das frihzeitige
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und haufige Auftreten dieser Mutationen Iasst an eine Assoziation zur menschliche

Tumorgenese denken (Nguyen and Duong, 2018).

2.9.6 Growth Factor Pathways

Beim kolorektalen Karzinom kommt es haufig zu Aktivierungen von Growth Factor
Pathways. Wahrend der Entwicklung eines Adenoms stellt unter anderem die
Aktivierung des Prostaglandin-Signaling einen frihzeitigen Schritt dar. In Folge von
Entzindungsprozessen oder Mitogen-assoziierten Hochregulierungen von COX-2,
verantwortlich flir die Synthese von Prostaglandin E2, welches wiederum mit
kolorektalen Karzinomen assoziiert ist, kann dieser Prozess ausgelost werden.
Erhohte Prostaglandin E2 Aktivitat kann als Folge des Verlust von 15-Prostaglandin-
Dehydrogenase (15-PGDH) gedeutet werden. Dieses Enzym katalysiert fur
gewohnlich den Abbau von Prostaglandinen. In zwei Drittel aller kolorektalen
Karzinome werden erhdhte Werte von COX2 gefunden. In 80% aller kolorektalen
Adenome und Karzinome sind Verluste von 15-PGDH nachweisbar (Markowitz and
Bertagnolli, 2009).

Der Epidermal Growth Factor (EGF) spielt in einer Subgruppe der kolorektalen
Karzinome eine wichtige Rolle. Es handelt sich dabei um ein |6sliches Protein,
welches die Signalwege des EGF-Rezeptors beeinflusst. Es kommt dabei zu einer
Aktivierung des MAPK und der PI3K Kaskade (Markowitz and Bertagnolli, 2009).

AuRerdem beeinflusst der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der nach
Verletzungen oder bei Gewebewachstum der Angiogenese dient, das
Wachstumspotenzial von kolorektalen Karzinom und die Letalitat der Patient*Innen
(Markowitz and Bertagnolli, 2009).
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3 Liquid Biopsy

Der Begriff Liquid Biopsy, gepragt von Pantel und Alix-Panabiéres im Jahre 2010,
beschreibt den Versuch, aus Blutproben denselben Informationsgehalt wie aus
Gewebeproben zu erhalten (Pantel and Alix-Panabieres, 2010).

Liquid Biopsy

Minimale Invasivitat
Kostengunstiger
Geringes Risiko

ABBILDUNG 3: LiQuID BiopPsy

In der Abbildung 3 wird das Prinzip des Verfahrens Liquid Biopsy veranschaulicht. Die sich durch die
Grafik ziehende Struktur stellt ein Blutgefald dar. In diesem befinden sich rote Blutkérperchen, DNA
und Tumorzellen. Bei Patient*Innen mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen ist es durch eine
Blutabnahme mdglich, genetische Informationen Gber den Tumor zu erhalten. Die minimalinvasive
Methode, Liquid Biopsy, ermdglicht die Analyse von Tumorkomponenten, wie zirkulierender Tumor-
DNA und zirkulierender Tumorzellen in Korperflissigkeiten (Heitzer et al., 2019). Im Appendix wird

die Publikationslizenz fir diese in Biorender (created with BioRender.com) erstellte Grafik aufgelistet.

Vorteile dieser Methode sind unter anderem das geringere Risiko wahrend der
Probenentnahme, angenehmere Bedingungen fur Patient*Innen und der niedrigere
Kostenfaktor (Abbildung 3). Die mdgliche mehrmalige Probenentnahme im Verlauf

der Erkrankung stellt neben der minimalen Invasivitat weitere positive Argumente
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dar. Eine Liquid Biopsy Probe liefert im Vergleich zur klassischen Gewebeprobe mit
Limitierung auf die jeweilige anatomische Region Informationen Uber die gesamte
Tumorlast. Zu beachten ist, dass sich der Begriff Liquid Biopsy auf die Messung
I6slicher Faktoren, im engeren Sinne Proteine, Tumormarker wie beispielsweise
CEA, Circulating Tumor Cells (CTC) und zirkulierende zellfreie Nukleinsaure bezieht
(Merker et al., 2018).

Weitere Analysen im Rahmen von Liquid Biopsy konnen zirkulierende freie RNA
(circulating cell-free RNA, cfRNA), zirkulierende extrazellulare Vesikel, wie
Exosome, tumor-educated platelets oder Metabolite sein. Neben dem Gewinn von
Informationen, Uber Mutationen und Kopienzahlveranderungen, wird Liquid Biopsy
vermehrt zur Charakterisierung des Transkriptoms, des Epigenoms, des Proteoms
und des Metaboloms gefolgt von einer multiparametrischen Analyse genutzt
(Heitzer et al., 2019).

Besonders wenn Tumore nur durch Feinnadelbiopsien erreicht werden konnen, wie
beispielsweise bei Lungenkarzinomen, wird oft nicht gentigend Material fur die
Genotypisierung akquiriert. In diesen Fallen stellt die Liquid Biopsy eine
erfolgversprechende Alternative dar. Auch das Ansprechen auf Therapie oder das
Auftreten von Resistenzen wird durch Liquid Biopsy Uberwacht (Bettegowda et al.,
2014).

3.1 Cell-free DNA

Tumor DNA kann in der Blutzirkulation in zwei Formen detektiert werden: als
zellfreie zirkulierende Tumor DNA, welche weder mit Zellen noch mit Zellfragmenten
assoziiert ist und aus kleinen Nukleinsaurenfragmenten besteht, und als CTCs,
welche intakte, lebensfahige Zellen aus dem Tumor darstellen. Beide Formen
konnen in Patient*Innen mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen detektiert

werden (Bettegowda et al., 2014).

Erstmalig wurde im Jahre 1948 das Vorkommen von zellfreier Nukleinsaure im
menschlichen Blut von Mandel and Métais beschrieben. Zellfreie DNA (cell-free
DNA, cfDNA) kommt bei gesunden Individuen in einer Konzentration von 1-10 ng
mi*-1  Plasma vor. Erhohte cfDNA Konzentrationen findet man bei
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Krebspatient*Innen, nach akutem Trauma, Zerebralinfarkten, Sport,
Transplantationen und Infektionen. Die Identifizierung von fetalen DNA-Sequenzen
im mutterlichen Blut ermdglicht heute die pranatale Geschlechtsbestimmung, die
Diagnose von monogenetischen Erkrankungen und Feststellung von Aneuploidien

wie beispielweise der Trisomie 21 (Wan et al., 2017).

Durch Apoptose, Nekrose oder aktive Sekretion wird cfDNA von Zellen in die
Zirkulation freigesetzt. Nicht nur im Blut, sondern auch in verschiedenen anderen
Korperflissigkeiten, wie Urin, Speichel, Pleuraflissigkeit und Liquor, ist eine
Detektion von cfDNA mdglich. Das Genom oder Epigenom der Ursprungszelle wird
durch genetische und epigenetische Charakteristika der cfDNA Molekule
widergespiegelt. Durch Untersuchungen der Methylierungsmuster konnte gezeigt
werden, dass der Groldteil der cfDNA im Plasma von gesunden Individuen von
hamatopoetischen Zellen abstammt. In Bezug auf Tumorerkrankungen kann eine
ctDNA-Analyse als eine Echtzeit-Bestandsaufnahme der Krankheitslast gesehen
werden, da die Halbwertszeit der cfDNA in der Zirkulation zwischen 16 Minuten und
2.5 Stunden betragt. Die Lange der cfDNA zeigte in Untersuchungen in etwa 166bp.
Dies stimmt mit der Lange der DNA, welche um ein Nukleosom gewickelt ist (147bp)
und einer Linker-DNA, assoziiert mit dem Histon H1, Uberein. Circulating tumor DNA
(ctDNA) Molekule sind kirzer als nicht mutierte cfDNA Molekule, wobei die Ursache
hierfir noch nicht gefunden wurde. Eine Verklurzung der Fragmente wurde auch bei
fetaler cfDNA im Vergleich zu maternaler cfDNA beobachtet (Wan et al., 2017).

ctDNA wird in den meisten Patient*Innen mit metastasierten Tumorerkrankungen
festgestellt, wobei die Konzentration dieser auch innerhalb einer Tumorart stark
variieren kann. Diese Variabilitat wird durch Unterschiede in den Kopienzahlen der
Tumore erklart. Die ctDNA Levels bei Patient*Innen mit lokalisierten Erkrankungen
sind geringer als bei jenen mit metastasierten Tumorerkrankungen. AufRerdem
wurde eine positive Korrelation der Konzentrationen von ctDNA mit dem jeweiligen
Tumorstadium (Bettegowda et al., 2014) beobachtet. Die Fahigkeit zum Nachweis
von Mutationen in Plasma cfDNA korreliert ebenfalls mit der Tumorlast (Heitzer et
al., 2019).
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3.2 Somatische Kopienzahlveranderungen

Liquid Biopsy zeigt im klinischen Setting bereits erfolgversprechende Ergebnisse im
Management des kolorektalen Karzinoms: von der Friherkennung, der Detektion
von Rezidiven, der Identifikation von prognostischen Markern, der molekularen
Charakterisierung der Erkrankung bis zur Uberprifung des Ansprechens der
gewahlten Therapie. Insbesondere Mutationen, die die Krebsentwicklung aktiv
vorantreiben, sind hierbei von groRem Interesse. Man geht davon aus, dass im
Speziellen fokale Kopienzahlveranderungen bzw. focal Somatic Copy Number
Alteration (SCNA) eine bedeutende Rolle spielen. SCNA werden beschrieben als
Veranderungen, welche nur eine bestimmte Lange eines Chromosomenarms
umfassen. Diese beinhalten eine beschrankte Anzahl an Genen, von welchen ein
Wachstumsvorteil ausgehen kann. In der Literatur gibt es verschiedene Definitionen
eines fokalen Events (Zhou et al., 2020).

In dieser Diplomarbeit wird folgende Definition nach Ulz auf die vorliegenden Daten
angewandt: Die Groflie des Amplikons soll kleiner als 20 Mb mit einer log2-ratio>0.2
and 0.2 groRer als die angrenzenden Segmente sein. Au3erdem wurden Regionen
mit > 100 Genen, >50% segmentalen Duplikationen oder Uberlappungen mit

Datenbanken von bekannten genomischen Varianten exkludiert (Ulz et al., 2016).

Somatische Kopienzahlveranderungen (SCNA), abzugrenzen vom Begriff Copy
Number Variation (CNV), sind haufig in Tumoren zu finden. In manchen Fallen
haben fokale SCNAs zur ldentifikation von Genen, die Malignitat verursachen,
gefuhrt und somit spezifische Behandlungsversuche ermaoglicht. Die Schwierigkeit
besteht darin, zwischen SCNAs, welche das Tumorwachstum antreiben, und den
unzahligen weiteren Veranderungen, die sich wahrend der Tumorgenese anhaufen,
zu unterscheiden. Untersuchungen des gesamten Genoms haben gezeigt, dass die
am haufigsten vorkommenden SCNAs entweder fokal oder exakt die Lange eines
Chromosomenarms oder eines ganzen Chromosoms aufweisen. Aul3erdem verhalt
sich die Haufigkeit fokaler SCNAs umgekehrt proportional zu deren Lange
(Beroukhim et al., 2010).
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3.3 Next Generation Sequencing

Die Konzentrationen von zirkulierender Tumor DNA im Plasma korrelieren mit
TumorgréRe und Stadium. Zu Krebsfruherkennung bendtigt man daher ctDNA
Assays, die hoch sensitiv, daher aber auch wesentlich teurer sind. Malignome im
Spatstadium bringen hohere Konzentrationen von ctDNA mit sich, wodurch eine
moderate Sensitivitat oft ausreichend ist. Unterschieden wird prinzipiell zwischen
PCR-based-Sequencing (Polymerase Chain Reaction) und NGS-based-
Sequencing (Next Generation Sequencing). PCR-based-Sequencing wird fur
single-locus/multiplexed Assays und targeted panels verwendet. Wahrenddessen
kann man NGS-based-Sequencing auf alle Panel-Grélken anwenden. PCR-basierte
Methoden gehen zwar mit hoher Sensitivitat und geringeren Kosten einher, jedoch
sind Inputmenge und Geschwindigkeit der Analyse begrenzt. Des Weiteren ist nur
ein Screening nach bereits bekannten Varianten moglich. Eine erhohte
Verarbeitungsmenge und die Entdeckung neuerer Varianten sind die grof3en
Vorteile der NGS-Methode. AulRerdem kann durch spezielle Markierungen, wie
beispielsweise unique molecular identifierer oder unique barcodes, die Sensitivitat
von NGS weiter erhoht werden. NGS wird unter anderem im Rahmen von gezielten
Panels zur spezifischen und hochsensitiven Detektion von ctDNA-Mutationen
verwendet. Einerseits bringen gezielte Panels aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und
erschwinglichen Kosten viele Vorteile, andererseits ist nur eine Detektion von
Punktmutationen und Indels moglich. Der grol3e Nutzen des NGS liegt in der
Verwendung von ungezielten Panels zur Detektion von genomweiten DNA-
Varianten (Chen and Zhao, 2019).

3.4 Whole-Genome-Sequencing

Whole-Genome-Sequencing (WGS) wird verwendet, um Informationen Uber das
gesamte Tumorgenom mitsamt Punktmutationen, Indels, Rearrangements und
CNAs zu erhalten. Der Informationsgewinn aus WGS hangt jedoch stark von der
sogenannten Coverage (Abdeckung) ab. Beispielsweise reicht eine 0,1-fache
Coverage oder shallow Whole-Genome-Sequencing (sWGS) aus, um somatische
Kopienzahlveranderungen mit hoher Zuverlassigkeit zu erkennen (Heitzer et al.,
2013). Jungste Ansatze, gekennzeichnet durch eine hohe Coverage, bieten neue
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Madglichkeiten zum Nachweis molekularer Merkmale aus cfDNA (Hasenleithner and
Speicher, 2022). Whole-Exome-Sequencing (WES) stellt eine populare Alternative
des WGS dar, da es durch die alleinige Sequenzierung der Exons zu
Kosteneinsparungen kommt (Chen and Zhao, 2019). Abbildung 4 verdeutlicht die

Unterschiede des WGS gegenliber anderen Sequencing-Formen.

Amplification of one or more
w specific regions of the DNA

Enrichment of a set of genes,
ww)  all coding regions (exome),
chromsomal regions

Sequencing of the entire
genome

ABBILDUNG 4: WHOLE GENOME SEQUENCING

Abbildung 4 zeigt graphisch die Unterschiede zwischen Amplicon Sequencing, Targeted
Resequencing und Whole-Genome-Sequencing. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wird WGS zur
Sequenzierung des gesamten Genoms angewandt. Beim Amplicon-Sequencing werden hingegen
eine oder mehrere spezifische Regionen der DNA analysiert. Zu unterscheiden ist davon das
sogenannte Targeted-Resequencing, bei dem es zu einer Anreicherung einer Reihe von Genen,
codierenden Regionen (Exons) oder chromosomalen Regionen kommt. Diese Grafik wurde

dankenswerterweise von Univ.-Prof. Mag. Dr. rer. nat. Ellen Heitzer zur Verfugung gestellt.

WES oder WGS ermoglichen die umfassende Abdeckung aller kodierenden
Bereiche des Genoms und im Falle des WGS auch aller nicht kodierenden
Bereiche. Im Gegensatz zu Targeted Sequencing kdnnen somit auch neuartige
Mutationen einer Tumorentitat entdeckt werden (Hasenleithner and Speicher,
2022). Abbildung 5 darf die Bedeutung der Verwendung eines bestimmten cfDNA-
Assays zum Nachweis unterschiedlicher genetischer Veranderungen verdeutlichen.
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ABBILDUNG 5: VORTEILE DES WGS

Abbildung 5 aus dem Molecular Cancer Journal (Hasenleithner and Speicher, 2022) verdeutlicht die
Auswirkung der Verwendung unterschiedlicher cfDNA-Assays. Die erste Reihe zeigt ein DNA-
Segment mit unterschiedlichen genetischen Veranderungen, welche in der Legende erlautert
werden. Die zweite Reihe veranschaulicht die Verwendung eines Standard-Panels (sWGS). Durch
die farblosen Symbole werden Veranderungen gekennzeichnet, die durch dieses allgemeine Assay
Ubersehen werden. Die dritte Zeile soll die gezielte Verwendung von Panels, die auf bestimmte
Tumorentitdten zugeschnitten sind, widerspiegeln. Hier besteht die Gefahr, dass fir den jeweiligen
Tumor neuartige Mutationen lUibersehen werden konnen. Die vierte Zeile zeigt die Verwendung eines
patientenspezifischen Multiplex-Tests, der  individuell auf  der Grundlage der
Sequenzierungsinformation des Primartumors entwickelt wurde. Neue Veranderungen, die zu einem
spateren Zeitpunkt aufgetreten sind, kdnnen dadurch moglicherweise nicht detektiert werden. Die
finfte Zeile zeigt die Verwendung von WES oder WGS. Durch diese Methoden kann eine
umfassende Abdeckung aller kodierenden Bereiche des Genoms und im Falle von WGS auch aller

nicht kodierenden Bereiche ermdglicht werden (Hasenleithner and Speicher, 2022).

Genomische Instabilitat als ein Bestandteil der Hallmarks of cancer (Hanahan and
Weinberg, 2011) spielt eine grolRe Rolle hinsichtlich des genomweiten Profilings der
ctDNA. SCNA im Sinne von Deletionen, Duplikationen und Amplifikationen mit bis

zu hunderten Kopien von relativ schmalen genomischen Regionen findet man
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haufig in Tumoren. Genetische Instabilitat flhrt meist zu massiven Deletionen und
Gains. Fokale Amplifikationen hingegen entstehen durch Progression oder
selektiven Druck im Rahmen der Therapie. Onkogene Amplifikationen stehen damit
direkt in Relation mit der klinischen Aggressivitat des Tumors und treten meist erst
im spateren Krankheitsverlauf auf. Zu diesem Zeitpunkt kann es oft nicht mehr
mdglich sein, Gewebeproben zu entnehmen, um neu aufgetretene Veranderungen
zu detektieren. Durch Liquid Biopsy und genomweite Sequencing-Methoden kann
die Entwicklung und Plastizitat der Tumore jedoch effektiv verfolgt werden. SCNA
konnen durchaus im Zuge von WES detektiert werden. Vergleicht man diese
Methode jedoch mit WGS zeigt sich, dass es vermehrt zu Bias und Stérgerauschen
kommt, die die Detektion von SCNA erschweren. Aus diesem Grund verwendet man
zur Identifikation von SCNAs in den meisten Fallen WGS (Zhou et al., 2018).

Zusatzlich konnte bereits gezeigt werden, dass Whole-Genome-Sequencing mit
einer shallow sequencing Tiefe von 0.1x ausreichend fur ein ausreichende Analyse
von Kopienzahlveranderungen in einzelnen Zellen ist (Navin, Kendall et al. 2011).

4 Zielsetzung

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit liegt darin, haufig auftretende fokale
somatische Kopienzahlveranderungen oder SCNAs in Patient*lnnen mit
metastasiertem kolorektalem Karzinom sowohl in der Literatur als auch in der

folgenden untersuchten Kohorte zu identifizieren.

Frihere Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass fokale Amplifikationen und
Deletionen im Vergleich zu einem Loss oder Gain des gesamten Chromosoms oder
eines ganzes Chromosomenarms, potenzielle onkogene Treiberveranderungen
darstellen (Zhou et al., 2020). Aus diesem Grund sind genomische Analyse und
klinische Annotationen fokaler Ereignisse von grof3er Wichtigkeit hinsichtlich der
aktuellen Krebsforschung. Die Identifizierung dieser Ereignisse wird dazu beitragen,
weitere eingehende Studien zu konzipieren, um die biogische Funktion und die
klinische Assoziation dieser haufig amplifizierten und deletierten Gene aufzuklaren.
Daher handelt es sich in dieser Diplomarbeit um eine explorative Analyse, die den

Grundstein fur kinftige Studien legen soll. Der in dieser Abschlussarbeit vorgestellte
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Workflow ist an einen Prozess aus einer Arbeit im Genome Medicine angelehnt
(Zhou et al., 2020).

Anhand dieser Diplomarbeit soll au3erdem gezeigt werden, welche Programme und
Portale zur Analyse von genetischen Informationen zur Verfigung stehen.
Beispielsweise wird der Umgang mit cBioPortal ndher beleuchtet. Es handelt sich
dabei um eine Webresource, die sowohl die Analyse und Erforschung als auch die
Visualisierung von multidimensionalen genomischen Krebsdaten ermoglicht (Gao
et al., 2013). Des Weiteren wird die umfassende Wissensdatenbank flr
Prazisionsonkologie, OncoKB, angewandt. Die Annotierung von somatischen
molekularen Veranderungen hinsichtlich ihrer biologischen und onkogenen Effekte
sowie ihrer prognostischen und pradiktiven Signifikanz wird durch dieses Tool
erreicht. AuRerdem sollen mit Hilfe von OncoKB potenzielle Auswirkungen auf die
Behandlung bzw. das Ansprechen auf die Behandlung abgeschatzt werden
(Chakravarty et al., 2017). Mit dieser Arbeit darf auch ein Einblick in die Welt der
Entscheidungsunterstutzungsysteme ermoglicht werden. Prazisionsonkologie
erfordert, dass molekulare Daten in Therapieempfehlungen umgemunzt werden.
Jedoch erschwert die steigende Komplexitat durch Next Generation Sequenzing die
klinische Interpretation der Daten enorm (Perakis et al., 2020). Aus diesem Grund
sollen Programme, wie der NAVIFY Mutation Profiler, im Folgenden beschrieben
werden. Eine weitere Schwierigkeit stellt die Korrelation zwischen den
Kopienzahlveranderungen und den jeweiligen Expressionslevels dar. Ein neuer
Algorithmus namens CiberAMP aus dem Jahr 2022 identifiziert dabei differentielle
MRNA-Expression, die in Verbindung zu somatischen Kopienzahlveranderungen
steht (Caloto et al., 2022). Aul3erdem soll mit Hilfe von cBioPortal ein weiterer Weg
veranschaulicht werden, um eine Korrelation zwischen Genamplifikationen und

Genexpression zu veranschaulichen.

Die Gesamtheit dieser verschiedenen Programme und Algorithmen zielt
schlussendlich darauf hin, genetische Veranderungen im kolorektalen Karzinom zu
verarbeiten und zu analysieren. Dies wiederum dient im Grof3en und Ganzen dazu,
die Therapie und somit die Prognose des metastasierten kolorektalen Karzinoms zu

verbessern.
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4.1 Der medizinischen Alltag

Im klinischen Alltag werden Arzt*Innen férmlich von einer Informationsflut iberrollt.
Es gibt scheinbar unendliche Moglichkeiten, medizinische Daten zu sammeln. Doch
wie geht man mit dieser Menge an Informationen um, ohne wertvolle Zeit und
Ressourcen zu verschwenden? Genetische Untersuchungen und in naher Zukunft
der breite Einsatz von Liquid Biopsy stellen nicht nur Genetiker*Innen, sondern auch
Kliniker*Innen vor eine groRe Herausforderung. Der Ausbau von
Entscheidungsunterstutzungssystemen kann dabei zuklnftig bis zu einem

gewissen Grad Abhilfe leisten.

Ziel dieser Diplomarbeit ist es unteranderem einen ,Leitfaden® zum Einsatz von
bioinformatischen Tools fur Mediziner*Innen zu erstellen und zu zeigen, dass der
Umgang mit genetischen Informationen auch eines gewissen Knowhows von
klinischer Seite bedarf. In Zukunft wird der vermehrte Einsatz von Liquid Biopsy
auch abseits der Forschung an Bedeutung gewinnen. Aus diesem Grund darf die
sogenannte ,Furstenfeldkohorte® im Rahmen dieser Diplomarbeit vorgestellt
werden. Die Intention dabei ist es zu zeigen, dass die Prazisionsonkologie bereits
heute fester Bestandteil des klinischen Alltags sein kann. Zusatzlich soll die
Aktualitat und Bedeutung der verwendeten Verfahren unterstrichen werden.
Obendrein soll anhand dieses Beispiels veranschaulicht werden, wie eine Symbiose
aus Forschung und Klinik beiden Institutionen einen groRen Nutzen bringen kann.
Einerseits kdnnen individuell an Patienten zugeschnittene Therapien ermdglicht
werden, andererseits wertvolle und umfassend dokumentierte Informationen fur die

Forschung generiert werden.

Beim Ruckblick in die Vergangenheit dirfen auch die enormen Fortschritte im
Bereich der Sequenzierungen nicht auRer Acht gelassen werden. Erst im Oktober
1990 begann eine internationale Forschungsgruppe im Rahmen des sogenannten
Human Genome Projects (HGP) die erstmalige Sequenzierung des menschlichen
Genoms (Lander et al., 2001).

Die massive Reduktion der Kosten fur Sequenzierungen ermdglichte Jahre spater
die Generierung unzahliger menschlicher Genomsequenzen. Die
Weiterentwicklung von Assays sowie statistischer und rechnerischer Methoden

fUhrte schlieRlich zu einem tieferen Verstandnis der Komplexitat des menschlichen
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Genoms und zur Bestimmung der genomischen Basis von einer grolen Anzahl an
Krankheiten. The National Human Genome Research Institute hat nun im Rahmen
eines mehrjahrigen  Prozesses versucht, Prioritaten flur  zukdnftige
Forschungsarbeiten mit dem Schwerpunkt auf die Anwendung im
Gesundheitsbereich festzulegen. Die Integration der Genetik in den klinischen
Workflow und die Aneignung der Fahigkeit, Entscheidungen auf Basis von
genetischen Daten zu treffen, werden als Teil der Vision genannt (Green et al.,
2020). Zusammenfassend darf man somit behaupten, dass sich diese

Abschlussarbeit am Puls der Zeit befindet.

5 Material und Methoden

5.1 Patient*Innen mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen

Es handelt sich um eine retrospektive, deskriptive Studie. Zu Beantwortung der
Fragen werden Plasmaproben von 226 Patient*Innen, die an den Klinischen
Abteilungen flr Onkologie an der Medizinischen Universitat Graz und am LKH
Flrstenfeld behandelt und begleitet wurden, sowie Primarliteratur herangezogen.
Es werden dafur vor allem Daten aus einer bereits genehmigten Studie (Ethikvotum
Nr. 21-229 aus 09/10) mit aktuellem Folgevotum fir die zentrale Fragestellung
verwendet. Aulerdem bestent Zugriff zu hauseigenen Datensatzen
(Forschungsdatenbank) des Diagnostik- und Forschungsinstituts fur Humangenetik
an der Medizinischen Universitat Graz. Es handelt sich um eine empirische Studie,
basierend auf retrospektiven Daten. Die Patient*Innen erhalten keine Behandlung

oder Therapie im Rahmen dieser Diplomarbeit.

Um einen Uberblick liber den Status der Kopienzahlveranderung der Plasmaproben
und somit des Tumorgenoms durch Liquid Biopsy zu erhalten, wurde die Plasma-
Seq Methode (Heitzer et al., 2013) angewandt. Dieser shallow Whole-Genome
Sequencing (sSWGS) Zugang identifiziert somatische SCNAs aus Plasma-DNA im
jeweiligen Tumor. Des Weiteren kdonnen sWGS Daten in den ichorCNA Algorithmus
(Adalsteinsson et al., 2017) eingespielt werden, um eine Schatzung der
Tumorfraktion innerhalb der Plasma-DNA zu erhalten. Durch Anwendung dieser

Methoden auf die vorliegenden cfDNA Plasmaproben von Patient*Innen mit
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metastasierendem kolorektalem Karzinom im Verlauf der Behandlung kdnnen
Fluktuationen und neuaufgetretene Events identifiziert werden und mit

Therapiewechsel, Tumorlast und klinischen Status in Verbindung gesetzt werden.

5.2 Furstenfeldkohorte

In Zusammenarbeit mit Frau OA Dr. Sabine Hojas von der Abteilung firr Innere
Medizin aus dem LKH Furstenfeld wurde eine kleine, aber ausfuhrlich
dokumentierte Kohorte von 14 Patient*Innen mit metastasiertem kolorektalem
Karzinom erstellt. Es sind mehrere Follow-up Plasmaproben von den einzelnen
Patient*Innen durchgefuhrt und analysiert worden. An dieser Stelle darf der
Hintergrund dieser Subgruppe erlautert werden: Die Intention dabei ist es zu zeigen,
dass die Prazisionsonkologie bereits heute fester Bestandteil des klinischen Alltags
sein kann. Die Plasmaproben der Furstenfeldkohorte wurden in den folgenden
Schritten mitanalysiert. Die klinischen Informationen wurden jedoch aufgrund ihrer
detailreichen Dokumentation gesondert aufgearbeitet. Dies soll als Basis fur weitere
Untersuchungen dienen. Die Tabelle 5 verschafft einen ersten Uberblick tber die

sogenannte Furstenfeldkohorte.

TABELLE 5: FUORSTENFELDKOHORTE

ID Probenanzahl Klinische Informationen
C215 5 Proben vorhanden
C217 19 Proben vorhanden
C218 8 Proben fehlend
C219 17 Proben vorhanden
C225 3 Proben vorhanden
C265 12 Proben fehlend
C344 8 Proben vorhanden
C348 8 Proben vorhanden
C428 4 Proben vorhanden
C429 21 Proben vorhanden
C436 4 Proben vorhanden
C439 4 Proben vorhanden
C440 10 Proben vorhanden
C441 14 Proben vorhanden
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Ausfuhrliche klinische Informationen wurden von 12 der 14 Patient*Innen
Uubermittelt. Von diesen wurden zwei Patient*Innen durch eine Screening-
Untersuchung diagnostiziert. Eines der kolorektalen Karzinome wurde zufallig im
Rahmen einer anderen Bildgebung entdeckt. Neun Patient*Innen wurden aufgrund
von Symptomen, wie erhdhte Entzindungsparameter, Schmerzen, Obstipation,
Hamatochezie, unklarer Gewichtsabnahme, Spannungsgefiihl und einem
veranderten Stuhlverhalten auffallig. Die Kohorte setzt sich aus 8 mannlichen
Probanden und 4 weiblichen Probandinnen zusammen. Die Anzahl der Proben und
der Zeitraum der Probenentnahme wird mit dem Stichtag vom 29.07.2022
angegeben. Dies qilt fur die folgende Zusammenfassung der Kklinischen
Informationen. In einer im Rahmen dieser Diplomarbeit erstellten Ubersichtstabelle
wird das Geschlecht, Geburtsdatum, Datum der histologischen Diagnose,
Tumorstadium und Alter bei Diagnose, die Symptome oder das Ereignis, welches
zur Diagnose gefuhrt hat, die primare Tumorlokalisation sowie die Histologie
angegeben. Aulerdem enthalt diese Informationen uber die
Mutationsuntersuchung, etwaige kurative Operationen, kurative neoadjuvante
Radiochemotherapie (RCTX), kurative Induktion von Chemotherapie (CTX),
kurative adjuvante CTX, Auftreten eines Rezidivs und Beschreibung der palliativen
CTX sowie palliativer Operationen. Schlussendlich wird der aktuelle Status, die
Anzahl der Proben und der Zeitraum der Probenentnahme angegeben.

5.3 GISTIC2.0

Das Akronym GISTIC wird aus folgendem Begriff zusammengesetzt: Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer. Dieses Programm wurde in der
zweiten Version fur alle Proben mit den Standardparametern ausgefihrt.
Eingespeist wurde dabei die Segmentierungsdatei aus der Plasma-Seqg-Analyse.
Dieses spezielle Dokument enthalt segmentierte Daten, die durch GLAD, CBS oder
einen anderen Segmentierungsalgorithmus identifiziert wurden. Es handelt sich um
eine sechsspaltige, tabulatorgetrennte Datei mit einer optionalen Zeile zur
Identifizierung der Spalten. Die Positionen werden in Basenpaareinheiten

angegeben.
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Die Spaltentberschriften lauten wie folgt:

(1) Probe (Name der Probe)

(2) Chromosom (Chromosomennummer)

(3) Startposition (Startposition des Segments, in Basen)
(4) Endposition (Endposition des Segments, in Basen)
(5) Num Markers (Anzahl der Marker im Segment)

(6) Seg.CN (log2() -1 der Kopienzahl)

Die daraus resultierende ,Amplification Genes® Datei wurde fur die weitere Analyse

verwendet.

Zur Auswertung der Daten wurden die 25 haufigsten Cytobands herangezogen.
Anhand von diesen wurde dokumentiert, wie viele Gene sich in diesen Abschnitten
befinden. AnschlieRend wurde Uberpriift, ob es zu einer Uberschreitung der
Signifikanzschwelle gekommen ist. Gene mit fokalen CNA-Werten kleiner als -0.3
wurden als ,Loss” kategorisiert. Gene mit fokalen CNA-Werten groRer als 0.3
wurden als ,Gain® kategorisiert. Gene mit fokalen CNA-Werten zwischen -0.3 und

0.3 wurden als neutral einstuft.

Anzumerken ist an dieser Stelle, dass alle Daten mit dem Referenzgenom hg19

analysiert wurden.

5.4 Die Filtrierung der Ergebnisse aus GISTIC2.0

Die Filtrierung der Ergebnisse aus GISTIC2.0 nach dem jeweiligen Cytoband von
Interesse erfolgt durch Microsoft Excel. Die Informationen zum gewlnschten
Cytoband wurden folgend in einer eigenen CSV. Datei abgespeichert. Schlielich
wurden die Daten im Programm R (Version 4.1.2., https://www.r-project.org/)
weiterverarbeitet, um die signifikanten Amplifikationen oder Deletionen von den
restlichen Daten zu trennen. Dazu wurde zuerst die CSV-Datei des jeweiligen

Cytobands ins Programm eingespielt. Der nachste Befehl beinhaltete, dass alle
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Zeilen mit einem Wert >0.3 bzw. <-0.3 in mindestens einer Spalte aufbewahrt
wurden. Schlieldlich wurde die filtrierte CSV. Datei exportiert. Diese oben
beschriebenen Schritte wurden mit den 10 haufigsten veranderten Cytobands
durchgefuhrt.

5.5 Klinische Annotierung amplifizierter und deletierter Gene
5.5.1 OncoKB

OncoKB ist eine weitere umfassende Datenbank fur Prazisionsonkologie, die im
Rahmen dieser Diplomarbeit herangezogen wurde. Ziel der interaktiven, offentlich
zuganglichen Website ist es, detaillierte, evidenzbasierte Informationen Uber
individuelle somatische Mutationen und strukturelle Veranderungen in Tumoren fur
Behandlungsentscheidungen zuganglich zu machen. 619 signifikant veranderte
Gene der zehn am haufigsten veranderten Cytobands wurden in die Datenbank
OncoKB eingelesen, um potenzielle therapierbare Veranderungen abzufragen.
OncoKB enthalt Informationen Uber US Food and Drug Administration (FDA) -
zugelassene Therapien und Substanzen, die zur Zeit in klinischen Studien evaluiert
werden. Des Weiteren werden negative klinische Ergebnisse hervorgehoben, um
vom Off-Label-Einsatz zielgerichteter Therapien zu warnen, die beispielsweise in
speziellen Mutationsmustern keine Wirkung gezeigt haben. OncoKB enthalt
biologische, klinische und therapeutische Informationen von einer Vielzahl von
Quellen, darunter unter anderem die FDA-Kennzeichnung und die National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines (Chakravarty et al., 2017). Die
Analyse mit Hilfe von OncoKB erfolgte am 20.04.2022.

5.5.2 cBioPortal

The Cancer Genome Atlas (TCGA) und das International Cancer Genome
Consortium (ICGC) sind grol3 angelegte Projekte, welche eine Uberwaltigende
Menge von Daten zur Krebsgenomik generieren. Das cBioPortal for Cancer

Genomics (https://www.cbioportal.org/) wurde entwickelt, um den Zugang zu

solchen Datensatzen zu erleichtern und die Forschung in diesem Bereich zu
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beschleunigen. Das Portal ermoglicht die Visualisierung und Analyse von Genen,

Proben und Datentypen (Gao et al., 2013).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die signifikant veranderten Gene der zehn
am haufigsten veranderten Cytobands der oben beschriebenen Kohorte im
cBioPortal genauer betrachtet. Die jeweiligen Gene wurden mithilfe der Datensatze
der TCGA PanCancer Altas Studies analysiert, wobei nur die Copy number
alterations als molekulare Profile von Interesse im Rahmen einer modifizierten
Abfrage ausgewahlt wurden. Das Projekt The Cancer Genome Atlas (TCGA) wurde
in das Leben gerufen, um krebsverursachende genomische Alterationen in grof3en
Kohorten von uber 30 Tumorarten in Folge von Sequenzierungen und
multidimensionalen  Analysen zu entdecken und in einem Katalog
zusammenzuflhren. Sowohl Daten aus Studien von individuellen Tumorarten als
auch sogenannte Pan-Cancer-Analysen werden der Offentlichkeit im Rahmen
dieses Projektes zur Verfugung gestellt (Tomczak et al., 2015). An dieser Stelle soll
erwahnt werden, dass microRNAs (miRNA), long non-coding RNAs (IncRNA) sowie
Gene mit der Eigenschaft locus type readthrough nicht in die weitere Analyse
miteinbezogen wurden. Dasselbe gilt fur nicht charakterisierte Loci (LOC). Mittels
einer speziellen Website des HUGO Gene Nomenclature Committee

(https://www.genenames.org/) wurden Namensanderungen und Herabstufungen

als Pseudogen Uberprift und schliellich ausflhrlich dokumentiert. ,,Previous gene
symbols” oder ,alias gene symbols“ wurden neben der zurzeit glltigen Benennung
zum schnelleren Abruf der Daten in der im Rahmen dieser Diplomarbeit erstellten
Ubersichtstabelle notiert. Im cBioPortal wurde der Fokus der Analyse auf die
Funktion Cancer Types Summary gelegt. Hierbei wurde flir jedes einzelne
signifikante Gen dokumentiert, wie oft eine Kopienzahlveranderung in einer
Vergleichskohorte von 592 Patient*Innen mit kolorektalem Adenokarzinom auftrat.
Des Weiteren wurde die am haufigsten veranderte Tumorart innerhalb der
Datensatze der TCGA PanCancer Altas neben dem kolorektalen Adenokarzinom
des jeweiligen Genes ausgewertet. Die Kopienzahlveranderungen der Kohorte
wurden somit in diesem Schritt mit Daten grof3 angelegter Studien (TCGA
PanCancer Atlas) verglichen, um Abweichungen oder neue Erkenntnisse

abgrenzen zu kénnen und einen Uberblick Uber die Bedeutung dieser Gene zu
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bekommen. Die beschriecbenen Abfragen wurden im April und Mai 2022
durchgefuhrt.

5.5.3 Die Korrelation zwischen Genamplifikation und Genexpression

Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe von cBioPortal dokumentiert, welche
Genamplifikationen mit einer erhdhten Genexpression korrelieren. Im Gegenzug
wurden Amplifikationen detektiert, welche nicht mit der jeweiligen Genexpression
korrelieren. Dazu wurden alle Studien im Raster ,Bowel“ verwendet, um eine
ausreichende Menge an Vergleichsdaten heranzuziehen. 14 Studien mit insgesamt
5323 Proben wurden zur Analyse herangezogen, wobei in drei Studien zum Teil
uberlappende Datensatze verwendet werden. In diesem Analyseabschnitt wurde
der Fokus auf die Region chr16p11.2 mit 122 Genen gelegt. Erneut kam es zu einer
Einengung der molekularen Profile auf Kopienzahlveranderungen. Schliellich
wurden unter dem Tool ,Plots“ der optische Vergleich von mRNA und CNA
durchgefuhrt, um eine Korrelation von Genexpression und Genamplifikation
festzustellen. Das beschriebene Vorgehen wurde am 30.08.2022 und 31.08.2022
durchgefuhrt.

5.5.4 chr16p11.2 als potenzielle Kandidatenregion

Um das Ausmaly einer Diplomarbeit nicht zu Uberschreiten, wurde eine
Fokussierung auf die Region chr16p11.2 fir den optischen Vergleich von mRNA
und CNA beschlossen. Die Wahl auf diesen Genabschnitt stutzt sich auf die
existierenden Daten des Diagnostik- und Forschungsinstituts fiur Humangenetik und
die bestehende Literatur, die im Folgenden zusammengefasst wird:

In einer frlGheren Arbeit einer Forschungsgruppe aus dem Diagnostik- und
Forschungsinstitut fur Humangenetik, die sich mit Veranderungen des Genoms
kolorektaler Karzinome unter Anti-EGFR-Therapie beschaftigt, wurde die Plasma-
DNA von 10 Patienten (18 Plasma Proben) unter Anti-EGFR-Therapie mittels
Whole-Genome-Sequencing begutachtet. Ultra-sensitives Deep-Sequencing wurde
bei Genen durchgefuhrt, bei denen bereits eine Assoziation zu Resistenzen
gegenuber der Anti-EGFR-Behandlung bestand. Es konnten Gains in Regionen
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nahe der Zentromere der Chromosomen 16 und 17 nachgewiesen werden. Das
fokale Amplikon auf Chromosom 16p11.2 enthielt jedoch kein an der Anti-EGFR-
Reaktion beteiligtes Gen, weshalb es im Rahmen dieser Studie nicht naher
beleuchtet wurde (Mohan et al., 2014). Dieses Ereignis stimmt jedoch mit den in
dieser Diplomarbeit prasentierten Daten Uberein. Das Chromosom 16p11.2 wurde
ebenfalls als haufig amplifizierte Region im selben Patientenkollektiv identifiziert,

diesmal jedoch mit einer hGheren Probenanzahl.

Im Rahmen einer Studie des The Cancer Genome Atlas Network wurde eine
genome-scale Analyse von 276 Proben durchgefuhrt, um somatische
Veranderungen in kolorektalen Karzinomen zu untersuchen. Im Zuge dessen wurde
fur 257 Tumore ein SCNA-Profil mit Affymetrix SNP 6.0 arrays erstellt. Insgesamt
97 dieser Tumore sind mittels whole-genome sequencing (low-depth-of-coverage)
charakterisiert worden. Es konnte gezeigt werden, dass in 66% der Tumore die
Chromosomenarme 18p und q deletiert waren. In diesem Abschnitt befindet sich
unter anderem SMAD4. 17p und q waren in 56% der Falle betroffen. Diese
Genregion beherbergt TP53. Andere signifikant deletierte Chromosomenarme
waren: 1p, 4q, 5q, 8p, 149, 159, 20p und 22q. Im Bereich der Gains wurden
folgende, bereits im Vorfeld beschriebene Veranderungen aufgelistet: 1q, 7p und q,
8p und q, 12q, 13q, 19g sowie 20 p und q (Cancer Genome Atlas, 2012).

In einer weiteren Studie wurde das Tumorgenom von 29 Patienten, die sich einer
Operation aufgrund eines Lymphknoten-positiven kolorektalen Karzinoms
unterzogen, mittels comparativer genomischer Hybridisierung beleuchtet. Gains
wurden in 76% und Losses in 41% der Falle detektiert. Die am haufigsten

vorkommenden Regionen, der Haufigkeit nach geordnet, sind folgende:
Gain: 13q, 20q, 7p, 8q, 1q;
Loss: 18q, 4q, 17p, 18p, 15q.

Als Anmerkung am Rande, fUr keine dieser spezifischen Veranderungen konnte

eine Assoziation mit dem Patientenuberleben gezeigt werden (Rooney et al., 2001).

In den ersten Schritten dieser Arbeit wurden folgende 10 Cytobands analysiert und
ausgewertet: 20911.21, 20q13.2, 20913.12, 20913.33, 7p22.1, 20p11.1, 16p11.2,
8p22, 19p13.3, 18921.32. Diese Genabschnitte wurden ihrer Haufigkeit nach hier
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aufgelistet. Vergleicht man diese Liste mit der bestehenden Literatur, kristallisieren
sich die Regionen 16g11.2 und 19p13.3 als potenzielle Kandidaten zur weiteren
Vertiefung heraus. Da es sich bei 16p11.2 um das haufigere Cytoband handelt,
wurde es schliel3lich in cBioportal zum optischen Vergleich von mRNA und CNA

herangezogen.

5.6 Entscheidungsunterstiitzungssysteme

Die groRe Herausforderung in der Prazisionsonkologie besteht darin, aus einer
grollen Menge an molekularen Daten Therapieempfehlungen abzuleiten. Um aus
komplexen  Next-Generation-Sequencing-Daten  therapierbare  Ziele zu
identifizieren, konnen als Hilfeleistung klinische Decision Support Tools
herangezogen werden. Im Rahmen dieser Diplomarbeit werden Ergebnisse aus
dem kommerziellen Entscheidungsunterstitzungssystem NAVIFY Mutation Profiler
(Roche) herangezogen. Im Vergleich zu anderen kommerziellen Plattformen, wie
beispielsweise Interpret (QIAGEN) oder CureMatch Bionov (CureMatch),
unterscheidet sich diese Plattform durch die alleinige Verwendung der AMP-
Guidelines zur Stufenklassifizierung somatischer Varianten. In Ubereinstimmung
mit ebendiesen Guidelines der Association for Molecular Pathology (AMP)
(Richards et al., 2015) verwendet NAVIFY eine sehr strenge Klassifikation der
somatischen Varianten und bewertet nur fest etablierte Tier I-A, I-B und II-C
Alterationen als umsetzbar. Ein weiteres Tool, welches Roche anbietet, ist das
NAVIFY Tumor Board. Outputs des NAVIFY Mutation Profiler kbnnen gemeinsam
mit klinischen Daten der Patient*Innen in das Tumor Board importiert werden, um
somit Arzt*Innen in molekularen Tumorboards eine Hilfestellung zu leisten (Perakis
et al., 2020). Dieses Hilfsmittel wurde jedoch im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht

eingesetzt.

In der Webapplikation selbst wird explizit darauf verwiesen, dass der NAVIFY
Mutation Profiler nicht zwischen Keimbahnmutationen und somatischen Varianten
unterscheiden kann. Es wird immer davon ausgegangen, dass die bestehenden
Varianten somatischen Ursprungs sind. Die Informationen, die im Report enthalten

sind, stammen laut Hersteller aus biomedizinischer Literatur, medizinischen
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Guidelines und offentlich  zuganglichen Daten, wie beispielsweise

Arzneimittelbeipackzetteln und klinischen Studien.

NAVIFY ist als eine lizensierte Web-Applikation zuganglich und bietet als
Endprodukt einen Bericht, der basierend auf vorhandenen individuellen Varianten
Behandlungsvorschlage abgibt. Zusatzlich ist die Plattform in der Lage,
tumorspezifische Empfehlungen fur Kombinationstherapien (jedoch nur far tier |
Varianten) darzulegen. Es werden aufRerdem Vorschlage fur klinische Studien, die
auf dem jeweiligen Standort des Patienten entsprechend angepasst werden

kénnen, unterbreitet (Perakis et al., 2020).

5.6.1 NAVIFY Mutation Profiler

Am 26.08.2021 wurde von Mitarbeiterlnnen des Diagnostik- und
Forschungsinstituts fir Humangenetik mittels des NAVIFY Mutation Profilers ein
Report mit der ID COSMIC_consensus_CRC erstellt. Die Software verwendet
sekundare NGS-Analysedaten und versucht basierend auf dem Tumortyp, die
Pathogenitat von Veranderungen einzuschatzen und Mutationen, SCNAs und
Fusionen relevanten Therapien zuzuordnen. Als Rohdaten fur diesen Report
wurden alle Gene aus der COSMIC Census-List

(https://cancer.sanger.ac.uk/census) als ,Amplifikationen in die Software

hochgeladen. Diese Informationen wurden mittels einer Datei im sogenannten BED-
Format importiert. Diese Schritte dienen dazu, einen Betroffenen zu simulieren, der
theoretisch alle diese Amplifikationen aufweist, um eine moglichst gro3e Menge an
klinischen, alterationsspezifischen Anmerkungen und Informationen aus der

Datenbank zu generieren.

Die 619 signifikant veranderten Gene der zehn am haufigsten veranderten
Cytobands unseres Workflows wurden schlie3lich mit dem fertiggestellten Report
aus dem NAVIFY Mutation Profiler mittels Suchfunktion am 27.07.2022 und
28.07.2022 abgeglichen. Ziel dieses Vorganges ist es, herauszufinden, ob klinisch
signifikante Varianten und Kombinationen oder relevante Therapien fur die zehn
haufigsten veranderten Cytobands bestehen. Wenn vorhanden, soll auf in vivo oder

in vitro Studien oder auch klinische Studien genauer eingegangen werden.
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5.7 CiberAMP

Um ein besseres Verstandnis des Tumorgenoms zu erreichen, ist die Korrelation
zwischen Kopienzahlen und Expressionsniveau von groer Bedeutung. Zur
Vereinfachung dieses Vorgangs wurde ein R-codiertes Tool, namens CiberAMP,
entwickelt. Damit Genexpressionsveranderungen, welche mit SCNAs assoziiert
sind, identifiziert werden kénnen, werden genomische und transkriptomische Daten
aus dem Cancer Genome Atlas herangezogen. Bevor die Bedeutung der
Ergebnisse dieses R-Pakets aufgelistet wird, mussen noch einige Definitionen
erlautert werden: Somatic Copy Number Alterations (SCNAs) werden haufig in
Tumorzellen detektiert. Diese genetischen Veranderungen kdénnen Zzu
Begleiterscheinungen in der Expression von Genen flhren, die einen
Selektionsvorteil fur die Tumorzellen darstellen. SCNAs stellen entweder einen
Gain oder Loss der Genmenge dar. Diese genetischen Veranderungen werden
wiederum mit signifikanten Veranderungen in der Expression von Protoonkogenen
oder Tumorsuppressorgenen in Verbindung gebracht. Es sollte jedoch an dieser
Stelle betont werden, dass SCNA-linked Differentially Expressed Genes (SCNA-
DEGSs) nicht in allen Fallen relevant sind. Deren Amplifikation oder Deletion kann
die Folge der physikalischen Nahe zu sowohl deletierten als auch amplifizierten
Regionen, welche Treibergene beherbergen, darstellen. AuRerdem bedeuten
Veranderungen in der Genmenge nicht immer automatisch Anderungen in der

Genexpression (Caloto et al., 2022).

CiberAMP nutzt differentielle Expressionsanalysen, um Zusammenhange zwischen
spezifischen SCNAs und Veranderungen in der Expression der davon betroffenen
Gene herzustellen. Folgende Informationen konnen durch dieses Programm

gewonnen werden:

1. ldentifizierung der SCNA-DEGs im Tumorgenom

2. Ermittlung der verschiedenen Expressionsveranderungen, die durch SCNA-
DEGs hervorgerufen werden kénnen: SCNA-abhangige Veranderungen, ob
sie die Veranderungen verstarken, die bereits innerhalb gesunder Proben
und diploider Tumore beobachtet wurden, oder ob sie das
Expressionsmuster im Vergleich zu normalen Geweben und diploider

Tumore verandern
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3. Bereitstellung von Informationen Uber den genomischen Kontext, in dem
SCNAS-DEGs auftreten

4. Einschatzung der potenziellen funktionalen Relevanz der identifizierten
SCNA-DEGs

CiberAMP benotigt drei Datensatze des Nutzers, um die beschriebenen Ergebnisse
bereitstellen zu konnen: eine Liste der Gene, welche betrachtet werden sollen, die
Menge der zu untersuchenden Tumore (Daten aus The Cancer Genome Atlas) und
weitere Parameter, wie den p-Wert, die minimalen fold-change expression changes

und die minimalen SCNA frequency thresholds (Caloto et al., 2022).

CiberAMP wurde gestutzt durch das Programm R am 30.12.2022 (Version 4.2.2.,
https://www.r-project.org/ ) durchgefuhrt. Die spater beschriebenen Outputs wurden

am selben Tag generiert.

5.7.1 COSMIC Intersect

Der COSMIC Cancer Gene Census (CGS) ist ein fortlaufender Versuch Gene, die
mit der Krebsentstehung in Verbindung gebracht werden kénnen, zu katalogisieren.
Ziel ist es zu erklaren, wie Funktionsstoérungen bzw. Alterationen dieser Gene,
Krebs verursachen. Inhalt, Struktur und Auswahlverfahren des COSMIC Cancer
Gene Census wurden ausfuhrlich beschrieben und veréffentlicht (Sondka et al.,
2018).

Die durch CiberAMP (Caloto et al.,, 2022) identifizierten SCNA-DEGs im
Tumorgenom wurden mit der Genliste aus COSMIC
(https://cancer.sanger.ac.uk/census) abgeglichen, um die detektierten SCNA-
DEGs, die auch im COSMIC Cancer Gene Census vorkommen, zu dokumentieren.
Aulerdem koénnen durch diesen Schritt weitere Informationen zu den veranderten
Genen gesammelt werden. Assoziationen zu bestimmten Tumortypen, Syndromen
oder Keimbahnveranderungen werden durch den Abgleich mit der Genliste aus
COSMIC dokumentiert.
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5.7.2 Workflow der Studie

Um ein besseres Verstandnis fur den Ablauf der Analysen zu ermdoglich, darf der
Workflow dieser Abschlussarbeit hier gesondert beschrieben werden: 226
Patient*Innen mit insgesamt 742 Follow-up-Proben wurden im Rahmen dieser
Diplomarbeit analysiert. Durchschnittlich ergibt dies 3 Follow-up-Proben pro
Proband*In. Durch Mitarbeiter*Innen des Diagnostik- und Forschungsinstituts fur
Humangenetik erfolgte die Extraktion der Plasma-DNA. AnschlieRend kam es zur
Durchfihrung eines sogenannten Pre-Screening Approachs. Proben mit einer
Tumor-Fraktion < 5% wurde von den nachsten Analyseschritten ausgeschlossen.
Bei Proben mit einer Tumorfraktion von = 5% wurden weitere Schritte durchgefuhrt.
Eine Tumorfraktion von zumindest 5% ist gleichbedeutend mit einem genomweiten
Z-Score von 5. Somit wurden insgesamt 742 Proben mittels shallow Whole-
Genome-Sequencing weiter prozessiert. Dieser sWGS-Zugang wird auch als
Plasma-Seq bezeichnet. Mit der Hilfe von Plasma-Seq konnen genomweite
Kopienzahlprofile generiert werden. An dieser Stelle darf betont werden, dass die
hierfir bendtigten Daten von Mitarbeiter*Innen des Diagnostik- und
Forschungsinstituts fur Humangenetik zur Verfligung gestellt wirden. An diesem

Punkt setzen die Untersuchungen der vorliegenden Diplomarbeit an.

Als Nachstes wurden diese 742 Proben in GISTIC2.0 eingespeist. 2963 Gene und
148 Cytobands wurden analysiert. Insgesamt wurden somit 345213 Amplifikationen
und 265303 Deletionen detektiert. Dies fuhrt zu einer Gesamtzahl von 610516
Veranderungen. Alle Aberrationen wurden mit einem sogenannten G-Score
(Amplitude des Ereignisses) und der Haufigkeit ihres Auftretens annotiert. Fur jede
Region, die die Signifikanzschwelle Uberschritt (g-Wert < 0,02), wurde geschatzt, ob

es sich um ein fokales oder breites Ereignis handelt.

Zur weiteren Auswertung der Daten wurden die 25 haufigsten Cytobands
herangezogen. Anhand von diesen wurde dokumentiert, wie viele Gene sich in
diesen Abschnitten befinden. AnschlieBend wurde Uberprift, ob es zu einer
Uberschreitung der Signifikanzschwelle gekommen ist. Gene mit fokalen CNA-
Werten kleiner als -0.3 wurden als ,Loss" kategorisiert. Gene mit fokalen CNA-
Werten grofRer als 0.3 wurden als ,Gain kategorisiert. Gene mit fokalen CNA-

Werten zwischen -0.3 und 0.3 wurden als neutral einstuft.
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Mittels des Programms R (Version 4.1.2., https://www.r-project.org/ ) wurden die
signifikanten Amplifikationen oder Deletionen von den restlichen Daten getrennt.

Dieser Schritt wurden mit den 10 haufigsten veranderten Cytobands durchgefuhrt.

Anzumerken ist an dieser Stelle, dass alle Daten mit dem Referenzgenom hg19

verglichen wurden.

Aulerdem muss erwahnt werden, dass microRNAs (miRNA), long non-coding
RNAs (IncRNA) sowie Gene mit der Eigenschaft locus type readthrough nicht in die
weitere Analyse miteinbezogen wurden. Dasselbe gilt fur nicht charakterisierte Loci
(LOC). Mittels einer speziellen Website des HUGO Gene Nomenclature
Committees (https://www.genenames.org/) wurden Namensanderungen und
Herabstufungen als Pseudogen uberprift und fur die weiteren Analysen

dementsprechend angepasst oder aus der Kohorte ausgeschlossen.

Als Nachstes wurden im Zuge dieser Diplomarbeit die signifikant veranderten Gene
der zehn am haufigsten veranderten Cytobands der oben beschriebenen Kohorte

beispielsweise in Programmen wie cBioPortal genauer betrachtet.

Fir die Analyse mittels CiberAMP (Caloto et al., 2022) wurden schlie3lich erneut
die signifikant veranderten Gene der zehn am haufigsten veranderten Cytobands
herangezogen (Tabelle 6). Jedoch wurden nur jene Cytobands bzw. deren Gene
verwendet, die den Eventtyp ,Amplification® aufwiesen. Somit wurden in diesem
Schritt 8 Cytobands mit insgesamt 588 Genen analysiert. Die Nutzung des Tools
CiberAMP erfolgte am 30.12.2022.
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TABELLE 6: CYTOBANDS FUR CIBERAMP

Rank Cytoband
20911.21
20q13.2
20q13.12
20913.33
7p22.1

20p11.1

16p11.2
19p13.3

0N OO WIN|I=

Die Spalte Rank bezieht sich dabei auf den Rang des jeweiligen Cytobands. Die Rangordnung wurde
dabei nach einer Prozentzahl erstellt. Diese gibt an, in wie vielen Prozenten der Proben der jeweilige
Genabschnitt verandert aufgetreten ist. Die Benennung des betreffenden Genabschnitts erfolgt in
der Spalte Cytoband.

In der Abbildung 6 soll nochmals explizit veranschaulicht werden, welche Schritte
im Vorfeld dieser Diplomarbeit notwendig waren. Die im Rahmen dieser
Diplomarbeit verwendeten Daten stammen aus einer bereits genehmigten Studie
(Ethikvotum Nr. 21-229 aus 09/10). Fur die verwendeten Daten existierte wahrend

der Verfassung dieser Abschlussarbeit ein aktuelles Folgevotum.
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Entnahme von Bestimmung der
Plasma DNA Tumorfraktion

Tumorfraktion
unter 5%
226 Patienten mit
Shallow Whole Genome insgesamt 742 Proben
Sequencing / Plasma-Seq

Tumorfraktion
gréBer/gleich 5%

;m.g GISTIC 2.0

L m :ﬂ Identifizierung differentieller mRNA-Expression im
CiberAMP Zusammenhang mit somatischen
Kopienzahlveranderungen im TCGA-COAD-Datensatz

ABBILDUNG 6: WORKFLOW DER STUDIE

Fir Patient*Innen mit kolorektalem Karzinom, die an den Klinischen Abteilungen fiir Onkologie an
der Medizinischen Universitat Graz und am LKH Firstenfeld behandelt wurden, sind im Rahmen
einer Blutabnahme Plasmaproben zur genetischen Untersuchung angefordert worden. Schliel3lich
erfolgte im Labor die Isolierung der Plasma-DNA und die Bestimmung der Tumorfraktion. Bei Proben
mit einer Tumorfraktion = 5% wurde eine shallow Whole-Genome-Sequenzierung durchgefihrt. Eine
Tumorfraktion von < 5% schloss eine weitere Analyse aus. Dies fuhrte schliellich zu 742 Proben,
die in GISTIC2.0 analysiert wurden. Signifikant amplifizierte Gene der Kohorte dienten
schlussendlich als Input flir das Tool CiberAMP (Caloto et al., 2022). Dieses R-Package stellt mit
Hilfe von differentiellen Expressionsanalysen Korrelationen zwischen spezifischen SCNAs und
Veranderungen in der Expression der betroffenen Gene her. Im Appendix wird die Publikationslizenz

fur diese in Biorender (created with BioRender.com) erstellte Grafik aufgelistet.
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6 Ergebnisse

Nachfolgend durfen die Ergebnisse aus dieser Diplomarbeit schriftlich und
graphisch prasentiert werden. Um die Grenzen einer Abschlussarbeit nicht zu
uberschreiten, wird nicht auf die Gesamtheit der Ergebnisse, die im Rahmen des

wissenschaftlichen Arbeitens generiert wurden, Einblick gewahrt.

6.1 Patientenkohorte

226 Patient*Innen mit insgesamt 742 Follow-up-Proben wurden im Rahmen dieser
Diplomarbeit analysiert. Durchschnittlich ergibt dies 3.28 Follow-up-Proben pro
Proband*In. Der Median der Follow-up-Proben betragt 5 mit einer Spannweite von
1-19. Das durchschnittliche Patientenalter wird mit 64 Jahren angegeben. 35% der
Proband*Innen sind weiblich, 65% sind mannlich. In GISTIC2.0 (Mermel et al.,
2011) wurden schliel3lich 742 Patientenproben eingelesen. Insgesamt wurden 2963
Gene mit 148 Cytobands analysiert. 345213 Amplifikationen und 265303 Deletionen
wurden in der untersuchten Kohorte detektiert. Dies ergibt eine Gesamtzahl von
610516 Veranderungen. Die Annotierung der GISTIC2.0 Ergebnisse erfolgte fur die
619 signifikant veranderten Gene der zehn am haufigsten veranderten Cytobands.
Die Sonderanalyse der Region chr16p11.2 belauft sich auf eine Gesamtzahl von
122 Genen.

6.2 Firstenfeldkohorte

Die aus 14 Patient*Innen bestehende Kohorte weist fur 12 Proband*Innen
ausfuhrliche klinische Informationen auf. Auf diese Subgruppe beziehen sich die
folgenden statistischen Angaben. Zwei Drittel der Kohorte sind mannliche
Patienten, ein Drittel der Kohorte ist weiblich. Durch eine Screening-Untersuchung
wurden 16,67% der Patient*Innen diagnostiziert. 74,99% (9) der Betroffenen
wurden aufgrund von Symptomen wie erhdhte Entzindungsparametern,
Schmerzen, Obstipation, Hamatochezie, unklarer  Gewichtsabnahme,
Spannungsgefuhl und einem veranderten Stuhlverhalten auffallig. Eines der

kolorektalen Karzinome (somit 8,33%) wurde zufallig im Rahmen einer anderen
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Bildgebung entdeckt. Die Plasmaproben und somit genetischen Informationen der
Firstenfeldkohorte wurden gemeinsam mit den Proben der Klinischen Abteilungen
fur Onkologie der Medizinischen Universitat Graz analysiert und durfen hier

anschliel3end prasentiert werden.

Um nicht nur einen Einblick in die klinischen Informationen zu gewahren, darf
folglich auf den Verlauf und die genomischen Veranderungen von 2 Patient*Innen
eingegangen werden. Von der Patientin C217 wurden insgesamt 19 Plasmaproben
analysiert (Abbildung 7). Der Zeitraum der Probenentnahme erstreckte sich Uber
666 Tage. Erst bei der 19. Probe wurde ein relevantes fokales Event, YEST,
detektiert. Laut OncoKB ist eine Uberexpression von YES1, einem Onkogen, beim
kolorektalen Karzinom bereits bekannt (Chakravarty et al., 2017). Innerhalb von 329
Tagen wurden 8 Plasmaproben vom Patienten C218 entnommen (Abbildung 8). Die
ersten vier Plasmaproben zeigten keine relevanten fokalen Amplifikationen.
Erstmalig kam es bei der 5. Blutabnahme mit KRAS zur Detektion eines relevanten
fokalen Events. In der 6. Plasmaprobe wurden zusatzlich AKT2 und MAP3K10
detektiert. Sowohl in der 7. als auch in der 8. Probe wurde KRAS als relevante fokale
Veranderung hervorgehoben. Zeitgleich mit dem Auftreten von KRAS stieg der
Tumorgehalt in den Proben an. Das Fehlen von Mutationen in den RAS-Genen
(KRAS-Wildtype) ist klinisch von grol3er Bedeutung, da dies eine Erweiterung der
Behandlungsmoglichkeiten mit sich bringt. Der RAS-Status beim kolorektalen
Karzinom im Stadium IV beeinflusst das Ansprechen auf Anti-EGFR-Therapien, wie
Cetuximab und Panitumumab (Chakravarty et al., 2017). Denn das Vorhandensein
einer fokalen KRAS-Amplifikation reprasentiert einen Resistenzmechanismus
wahrend einer Anti-EGFR-Therapie (Mohan et al., 2014).
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ABBILDUNG 7: FURSTENFELDKOHORTE C217

In der Abbildung 7 werden die Plasma-Seg-Kopienzahlprofile der 19 Proben der Patientin C217
prasentiert. Alleinig die 19. Probe weist mit YEST ein relevantes fokales Event auf. Auf der X-Achse
sind die jeweiligen Chromosomen abgebildet. Die Y-Achse zeigt zum Vergleich die Log2-Ratios von
gesunden Kontrollen. Entlang der Y-Achse wird die Zeitspanne ab der 1. Probenentnahme
angegeben. Griine Bereiche zeigen balancierte Ergebnisse. In der Farbe Blau werden die deletierten
Abschnitte dargestellt, die roten Abschnitte reprasentieren die amplifizierten Regionen. Zu beachten
ist, dass hierbei nur die fokalen Veranderungen von Relevanz sind. Denn es wird davon
ausgegangen, dass genomweite Veranderungen durch die genomische Instabilitat der

Tumorgenoms zu erklaren sind.
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ABBILDUNG 8: FURSTENFELDKOHORTE C218

In der Abbildung 8 werden die Plasma-Seq-Kopienzahlprofile der 8 Proben des Patienten C218
prasentiert. Die ersten vier Plasmaproben zeigen keine relevanten fokalen Events. Ab der 5.
Plasmaprobe wurde KRAS als relevante fokale Amplifikation detektiert. Auf der X-Achse sind die
jeweiligen Chromosomen abgebildet. Die Y-Achse zeigt zum Vergleich die Log2-Ratios von
gesunden Kontrollen. Entlang der Y-Achse wird die Zeitspanne ab der 1. Probenentnahme
angegeben. Die Farbcodierung entspricht der Beschreibung in Abbildung 7. Fur diese Grafik gilt
ebenfalls, dass nur fokale Veranderungen von Bedeutung sind.

6.3 GISTIC2.0: Identifikation haufig amplifizierter und deletierter

Regionen

Insbesondere Genen, welche somatische Kopienzahlveranderungen aufweisen,
wird eine bedeutende Rolle in der Onkogenese und Krebstherapie zugewiesen.
Jedoch bringt die Entdeckung dieser SCNAs zwei Hindernisse mit sich: Somatische
Veranderungen werden in jedem einzelnen Zellteilungszyklus erworben, wobei nur
wenige, sogenannte Treiberveranderungen, die Tumorentstehung beeinflussen.
Akquiriert ein Subklon Mutationen, die die klonale Dominanz fordern, kénnen
neutrale Passenger-Veranderungen fixiert werden. Ein weiteres Problem stellt dar,
dass SCNAs bis zu tausende Gene gleichzeitig beeinflussen. Die selektiven Vorteile
der Treiberveranderungen werden aber wahrscheinlich nur durch wenige Gene

vermittelt. Aus diesen Grinden ist es von grolRer Bedeutung, zwischen
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Treiberveranderungen und Passenger-Veranderungen zu differenzieren. Man geht
davon aus, dass Regionen, die Treiberveranderungen beinhalten, haufiger
verandert sind als Regionen mit Passenger-Veranderungen. GISTIC (Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer) identifiziert Treiberveranderungen
anhand der Frequenz und der Amplitude der vorliegenden Events. Durch mehrere
analytische Verbesserungen des Workflows zur Analyse von
Kopienzahlveranderungen konnte die Sensitivitat und Spezifitat in der Version
GISTIC2.0 erhoht werden (Mermel et al., 2011).

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 742 Proben in GISTIC2.0 eingespeist. 2963
Gene und 148 Cytobands wurden analysiert. Insgesamt wurden somit 345213
Amplifikationen und 265303 Deletionen detektiert. Dies fuhrt zu einer Gesamtzahl

von 610516 Veranderungen.

Die hier anschliefenden Ergebnisse aus der Analyse in GISTIC2.0 zeigen eine
anschauliche Zusammenfassung der insgesamt 742 Proben und sollen einen
ersten Uberblick tiber die Gesamtheit der Daten ermdglichen, bevor in den weiteren
Schritten die Ergebnisse aus den verschiedenen Analysen der zehn haufigsten
Cytobands bzw. acht haufigsten amplifizierten Cytobands (CiberAMP) vorgestellt
werden. Die Heatmap der segmentierten Kopienzahldaten aus Plasma-Seq
(Abbildung 9), die Kopienzahlveranderungen mit den hdchsten G-Scores
(Abbildung 10) und der Oncoplot (Abbildung 11) erlauben einen ersten Einblick in
die analysierten Daten.
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ABBILDUNG 9: HEATMAP DER SEGMENTIERTEN KOPIENZAHLDATEN AUS PLASMA-SEQ

Die Abbildung 9 stellt die Heatmap der segmentierten Kopienzahldaten aller mCRC-Patientenproben
dar. Jede Reihe steht fir eine chromosomale Position, jede Spalte stellt eine Probe dar. Die
Farbcodierung in der Legende veranschaulicht die log2 Kopienzahlratio-Werte und erfolgte
folgendermalien: rote Bereiche stellen Amplifikationen und blaue Farbungen Deletionen dar. Weille

Areale reprasentieren keine signifikanten Unterschiede zum diploiden Genom.
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Die Abbildung 10 dient zur Visualisierung der Kopienzahlveranderungen mit den héchsten G-Scores.

Jeder Aberration wird dabei ein G-Score zugewiesen, der sowohl die Amplitude der Veranderung,

als auch die Haufigkeit des Auftretens innerhalb der Proben bericksichtigt. Man erkennt hierbei den

von GISTIC zugewiesenen G-Score fir jedes entlang des Chromosoms aufgetragene Cytoband.
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ABBILDUNG 11: ONCOPLOT

veranderten

mit den am haufigsten

Oncoplot

zeigt einen

11

Kopienzahlveranderungen, im engeren Sinne die haufigsten Amplifikationen (rot) und Deletionen

Abbildung

Die

(grin) in Bezug auf deren Frequenz. Jede Reihe reprasentiert ein CNA (Copy Number Alteration)

Segment und jede Spalte eine Patientenprobe. In dieser Ubersicht wurden die 50 h&ufigsten

Cytobands abgebildet.

Anhand des Oncoplots wurden die haufigsten 10 Cytobands zur Filtrierung und im

weiteren Verlauf zur Analyse ermittelt (Tabelle 7). Folgend eine Ubersichtlichere

Zusammenfassung des Oncoplots bzw. dieser 10 Cytobands und deren Haufigkeit

mittels einer Tabelle:
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TABELLE 7: ToP 10 DER ANALYSIERTEN CYTOBANDS

Rank Cytoband Frequency
1 20g11.21 67%
2 20g13.2 66%
3 20g13.12 65%
4 20g13.33 63%
5 7p22.1 61%
6 20p11.1 60%
7 16p11.2 58%
8 8p22 57%
9 19p13.3 56%
10 18qg21.32 56%

Die Spalte Rank bezieht sich dabei auf den Rang des jeweiligen Cytobands. Die Benennung des
betreffenden Genabschnitts erfolgt in der Spalte Cytoband. Die Spalte Frequency beschreibt, in wie

vielen Prozenten der Proben der jeweilige Genabschnitt verandert aufgetreten ist.

6.4 Filtrierung und Annotierung der GISTIC2.0 Ergebnisse

6.4.1 Identifikation therapie-relevanter Alterationen durch OncoKB

Wie bereits beschrieben wurden 619 Gene in OncoKB (Chakravarty et al., 2017)
eingelesen, wobei keines davon als ,actionable target® im Sinne einer
Kopienzahlveranderung eingestuft wurde. In 5% der Falle (31 Gene) waren
Informationen zu den Genen in der Datenbank hinterlegt. Diese Daten sollen im
Folgenden in Form einer Ubersichtstabelle (Chakravarty et al., 2017) prasentiert
und zusammengefasst werden. Die Tabelle 8 wurde aus wissenschaftlichen
Grunden in englischer Sprache erstellt. Anschlielfend durfen Hintergrinde und

weitere Erkenntnisse zu den Genen ausgefihrt werden.
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TABELLE 8: ANNOTIERTE EVENTS AUuS ONCOKB

Annotated Druggable
Gene Event Type Alterations Target Cancer Role
BCL2L1 Amplification Amplification
likely oncogenic
ASXL1 Amplification Deletion, Tumor
Truncating Suppressor
Mutations and
G646Wfs*12
likely oncogenic
DNMT3B Amplification Amplification, Tumor
Deletion, Suppressor
DNMT3B?7,
Truncating
Mutations likely
oncogenic
NFATC2 Amplification EWSR1- Likely Gain-of-
NFATC2 fusion function (Fusion)
likely oncogenic
TSHZ2 Amplification TSHZ2-NRG1 Zenocutuzumab Likely Gain-of-
fusion likely function (Fusion)
oncogenic
AURKA Amplification Amplification Oncogene
oncogenic
SDC4 Amplification SDC4-R0OS1 Zenocutuzumab SDC4-R0OS1
fusion is known Fusion (Gain-of-
to be oncogenic; function), SDC4-
SDC4-NRGH1 NRG1 Fusion
fusion is likely (Likely Gain-of-
oncogenic function)
NCOA3 Amplification Inhibitors of Oncogene
NCOAS are in
development for
anti-tumor
therapy
RTEL1 Amplification Truncating Tumor
Mutations and Suppressor
M4921 likely
oncogenic
ACTB Amplification ACTB-GLI fusion
(unknown
oncogenic effect)
PMS2 Amplification Deletions and Tumor
R20Q are Suppressor
oncogenic;
Truncating
mutations, E41A,
S461, S46N,
R107W, G207E,
1668V, S815L
likely oncogenic
RAC1 Amplification Amplification, Oncogene
C18Y, P34R,
Q61R, C157Y
likely oncogenic;
G12V, P29L,

P29S oncogenic
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KDELR2

Amplification

The KDELR2-
ROS1 fusion
likely oncogenic

Likely Gain-of-
function

MAPK3

Amplification

Inhibitors of
ERK1/2 are
being explored

Oncogene

SETD1A

Amplification

Oncogene

PCM1

Deletion

PCM1-ALK,
PCM1-JAK2,
MET-PCMH1
fusion likely
oncogenic

Likely Gain-of-
function (Fusion)

ARID3A

Amplification

Truncating
Mutations,
P268A, W299A,
F317A, Y330A
are likely
oncogenic

Tumor
Suppressor

STK11

Amplification

Deletion,
Truncating
Mutations, L67P,
K78A, K78I,
M136R, G163D,
H174R, D176N,
D194Y, S216F,
E223V, W308C
are likely
oncogenic,
R304W, A205T,
177N are
oncogenic

Tumor
Suppressor

DAZAP1

Amplification

TCF3

Amplification

Oncogenic
Mutations
(Burkitt
Lymphoma)

Tumor
Suppressor

DOT1L

Amplification

Oncogene

SPPL2B

Amplification

MAP2K2-
SPPL2B fusion
unknown
Oncogenic Effect

TLE2

Amplification

GNA11

Amplification

R183C, Q209L
oncogenic

Oncogene

MAP2K2

Amplification

V35M, L46F,
Q60P, C125S,
N126D
oncogenic

Oncogene

CHAF1A

Amplification

CHAF1A-
MAP2K2 fusion
unknown
onocgenic effect

PTPRS

Amplification

Truncating
Mutations likely
oncogenic

Tumor
Suppressor

MLLT1

Amplification

VAV1

Amplification

Q498K, S67Y,

VAV1-MYO1F

Fusion, VAV1-
S100A7 Fusion,

Oncogene
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VAV1-THAP4
Fusion are likely
oncogenic
MALT1 Deletion BIRC3-MALT1

Fusion
oncogenic
PMAIP1 Deletion Truncating Tumor

Mutations are Suppressor
likely oncogenic

BCL2L1 ist durch Mutation oder Amplifikation in verschiedenen Tumorarten, unter
anderem dem kolorektalen Karzinom, verandert und fungiert als Regulator der
Apoptose (Chakravarty et al., 2017). Praklinische Daten haben gezeigt, dass small
molecules, die gezielt auf BCL-XL wirken, Potential in der Therapie des

Lungenkarzinoms aufweisen (Park et al., 2013).

Der epigenetische Regulator und Tumorsuppressor, ASXL1, wird am haufigsten in
myeloiden Malignomen durch Mutationen inaktiviert, wobei auch Deletionen als
wahrscheinlich onkogen einzustufen sind (Chakravarty et al., 2017). In der

beschriebenen Kohorte zeigte sich dieses Gen jedoch amplifiziert.

DNMT3B ist in verschiedenen Tumorarten durch Mutation oder Amplifikation
verandert und stellt eine DNA-Methyltransferase dar. Es gibt keine FDA-geprtfte
oder NCCN-gelistete Therapie fur Patient*Innen mit DNMT3B7 mutiertem
kolorektalem Karzinom (Chakravarty et al., 2017).

Das Onkogen EWSRT ist vor allem im Ewing Sarkom im Rahmen eines
chromosomalen Rearrangements verandert und bindet als multifunktionales Protein
DNA und RNA. Die EWSR1-NFATC2 Fusion wird als wahrscheinlich onkogen
eingestuft (Chakravarty et al., 2017). NFATC?2 ist in der beobachteten Kohorte in

Form einer Amplifikation verandert.

Die wahrscheinlich onkogene Fusion TSHZ2-NRG1 beinhaltet NRG1, einen
Liganden, der ERBB3 bindet. Vielversprechende Daten zeigen, dass Patient*Innen
mit NRG1 fusionierten soliden Tumoren auf den anti-HER2/HER3 Antikérper
Zenocutuzumab ansprechen. Dies gilt auch fur das kolorektale Karzinom
(Chakravarty et al., 2017). In der untersuchten Kohorte zeigte sich TSHZ2

amplifiziert.
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Die intrazellulare Kinase, AURKA, ist in Folge von Mutationen, Amplifikationen oder
Uberexpression unter anderem im kolorektalen Karzinom modifiziert (Chakravarty
et al., 2017). Gegenstand aktueller Forschung sind small-molecule Inhibitoren von
AURKA und auch der Aurora B und C Kinasen als anti-mitotische

chemotherapeutische Therapie (Cheung et al., 2014).

Wie bereits erwahnt, liegen vielversprechende klinische Daten vor, dass
Patient*Innen mit NRG1 fusionspositiven Tumoren mit dem anti-HER2/HER3
Antikdrper Zenocutuzumab behandelt werden kénnen. Dies gilt auch fur die SDC4-
NRG1 Fusion. Fur die SDC4-ROS1 Fusion gibt es ebenfalls therapeutische
Maoglichkeiten. Fur Patient*Innen mit ROS1 fusionspositivem nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom liegen mit Crizotinib und Entrectinib FDA-geprufte Therapeutika
vor, der klinische Nutzen im Setting des kolorektalen Karzinoms ist jedoch
unbekannt. In diesen Bereich fallt auch die KDELR2-ROS1 Fusion (Chakravarty et
al., 2017). In der beschriebenen Kohorte waren sowohl SDC4 als auch KDELR2

amplifiziert.

Das Onkogen NCOAS3, ein Koaktivator eines nuklearen Hormonrezeptors, ist durch
Mutationen oder Amplifikationen in einer Vielzahl von Malignomen modifiziert
(Chakravarty et al., 2017). NCOA3 oder auch SRC-1 wird mit der Proliferation,
Invasion und Metastasierung von Tumorzellen assoziiert und stellt aufgrund seines
haufigen Vorkommens in verschiedenen Tumorarten einen Gegenstand aktueller
Forschung dar. Das Herzglykosid Bufalin wurde als potenzieller niedermolekularer
Inhibitor fur SRC-3 und SRC-1 identifiziert (Wang et al., 2014).

Der Tumor Suppressor RTEL1 sichert als Helikase die Regulierung der
Telomerlange. Keimbahnmutationen von RTEL1 sind assoziiert mit angeborener
Dyskeratose und dem Hoyerall-Hreidarsson-Syndrom (Chakravarty et al., 2017). In

der betrachteten Kohorte wird eine Amplifikation des Genes beschrieben.

Des Weiteren wird eine Amplifikation von ACTB detektiert. Fur kolorektale Tumore
mit Fusion von ACTB-GLI gibt es weder eine FDA-geprifte noch eine NCCN-
gelistete Therapie (Chakravarty et al., 2017).

Keimbahnmutationen von PMS2 treten beim Lynch Syndrom auf und erhéhen das
Risiko fur kolorektale Karzinome. Sowohl Deletionen des Tumorsuppressors, als

auch die R20Q Mutation werden als onkogen eingestuft (Chakravarty et al., 2017).
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PMS2 ist in der analysierten Kohorte jedoch amplifiziert. Der Mismatch-Repair-
Statuts sagt den klinischen Nutzen einer Immun-Checkpoint-Inhibition mit

Pembrolizumab vorher (Le et al., 2015).

Einige gut beschriebene Hotspot Mutationen sind flir das Onkogen RACT
beschrieben. Dieses Gen kodiert fur eine GTPase der RAS-Superfamilie, die am
Prozess der Adhasion, Differenzierung und Migration von Zellen beteiligt ist. Die in
der Kohorte detektierte Amplifikation wird laut OncoKB als wahrscheinlich onkogen
eingestuft (Chakravarty et al., 2017).

Veranderungen der Serin/Threonin Kinase MAPK3 (ERKT) findet man eher seltener
in Tumoren (Chakravarty et al., 2017). Eine Amplifikation dieses Gens wurde jedoch
in der Kohorte identifiziert. Resistenzen gegen RAF- oder MEK-Inhibitoren sind
haufig mit der Persistenz der ERK-Signalgebung assoziiert. Dies stellt eine
Notwendigkeit neuer Therapieansatze entlang des RAS-RAF-MEK-ERK
Signalweges dar, der in einem hohen Prozentsatz der Tumore hyperaktiviert ist
(Samatar and Poulikakos, 2014).

Die Histon Methyltransferase SET1DA bindet aktiv transkribierte Gene. In einer
Vielzahl von Tumorarten findet man in seltenen Fallen dieses Onkogen in einem

veranderten Zustand vor (Chakravarty et al., 2017).

Das Gen PCM1 ist in der beobachteten Kohorte deletiert. Die Fusion von PCM1-
ALK wird laut OncoKB als wahrscheinlich onkogen eingestuft. Fir ALK-positive
Lungentumore besteht eine FDA-geprifte Therapiemdglichkeit mit Crizotinib,
Certinib, Alectinib, Brigatinib und Lorlatinib. Der klinische Nutzen fur Patient*Innen
mit kolorektalen Karzinomen und einer PCM71-ALK Fusion ist jedoch unbekannt.
Eine weitere wahrscheinlich onkogene Veranderung stellt die PCM1-JAK2 Fusion
dar. Fur Patient*Innen mit PCM1-JAK2 fusionspositiver Leukamie gibt es
vielversprechende klinische Daten fur den FDA-zugelassenen JAK17/2-Inhibitor
Ruxolitinib. Der klinische Nutzen bei kolorektalen Tumoren ist aber unbekannt. Auch
die MET-PCM1 Fusion wird als wahrscheinlich onkogen eingestuft (Chakravarty et
al., 2017).

Der Tumorsuppressor ARID3A- stellt einen wichtigen Transkriptionsfaktor in der B-

Zell-Differenzierung dar (Chakravarty et al.,, 2017). Eine starke Expression von
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ARID3A wird mit einer guten Prognose bei Patient*Innen mit kolorektalem Karzinom

in Verbindung gebracht (Song et al., 2014).

STK11, ein Tumorsuppressor und eine intrazellulare Kinase, ist haufig in
Lungentumoren mutiert. Das RNA-bindende Protein DAZAP1 ist durch
Rearrangements hingegen in akuten lymphoblastischen Leukamien verandert. Das
Onkogen DOTI1L, eine Histon Methyltransferase, kommt in einer Reihe von
verschiedenen Tumorarten in seltenen Fallen variiert vor. Der transkriptionelle
Repressor, TLE2, wird in verschiedenen Krebsarten durch Uberexpression in einem

veranderten Status vorgefunden (Chakravarty et al., 2017).

In Folge von Mutationen oder Deletionen ist der Tumorsuppressor TCF3, ein
Transkriptionsfaktor involviert in die Lymphopoese, in verschiedenen Tumorarten
verandert (Chakravarty et al., 2017). In der Kohorte kommt es jedoch zur
Amplifikation dieses Gens.

SPPL2B ist in der beschriebenen Kohorte im Sinne einer Amplifikation modifiziert.
In der OncoKB Datenbank fur Prazisionsonkologie wird unter anderem die
MAP2K2-SPPL2B Fusion beschrieben. Fur Patient*Innen mit kolorektalem
Karzinom und dieser Veranderung gibt es keine FDA-geprifte oder NCCN-gelistete
gezielte Therapie (Chakravarty et al., 2017). Das MAP2K2 bzw. MEK2 Onkogen,
genauer beschrieben eine intrazellulare Kinase, kommt in der Kohorte im Rahmen
einer Amplifikation vor (Chakravarty et al., 2017). In metastasierenden Melanomen
zeigten RAF oder MEK Inhibitoren wesentliche Verbesserungen des klinischen
Outcomes (Samatar and Poulikakos, 2014). In OncoKB wird ebenfalls eine
CHAF1A-MAP2K2 Fusion angefuhrt, deren biologische Bedeutung jedoch
unbekannt ist (Chakravarty et al., 2017). Das Gen CHAF1A ist in der beschriebenen
Kohorte amplifiziert.

Das beim Aderhautmelanom rezidivierend mutierte GNA771 Gen ist eine G-Protein-
Untereinheit. Die Mutationen R7183C und QZ209L werden dabei als onkogen
eingestuft (Chakravarty et al., 2017). In der beobachteten Kohorte wurde dieses

Gen als amplifiziert detektiert.

Der Tumorsuppressor PTPRS codiert fur eine Tyrosin Phosphatase, welche sowohl
in der Regulation der Synapsenstruktur als auch der Funktion und Plastizitat des

zentralen Nervensystems involviert ist. Auch im kolorektalen Karzinom findet man
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Veranderungen dieses Genes, wie beispielsweise Mutationen, veranderte

Expressionen oder Mikrodeletionen (Chakravarty et al., 2017).

Eine Translokation des Gerustproteins MLLT1, welches an der transkriptionellen
Elongation beteilig ist, findet man bei hamatologischen Malignomen. Das Onkogen
VAV1 ist durch Mutationen oder Rearrangements in hamatologischen
Malignomerkrankungen und soliden Tumoren verandert. Dieser Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor beteiligt sich am Prozess der Hamatopoese (Chakravarty et al.,
2017).

Die Paracaspase MALT1 ist wiederkehrend durch chromosomales Rearrangement
im  MALT-Lymphom modifiziert (Chakravarty et al., 2017). Die MALT1
Spaltungsaktivitat wird mit der Pathogenese von aktivierten B-Zell-dhnlichen
diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen (ABC-DLBCL) assoziiert. Dies stellt eine
chemoresistente Form der diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome dar (Fontan et
al., 2012).

Mutationen und Deletionen des Tumorsuppressors PMAIP1, der im Apoptose-
Vorgang involviert ist, werden in Lymphomen und Leukamien gefunden
(Chakravarty et al., 2017). In der untersuchten Kohorte traten Deletionen dieses

Gens auf.

6.4.2 cBioPortal: Vergleich mit Datensatzen des TCGA PanCancer Altas

Neben der Uberpriifung der Korrelation zwischen Genamplifikation und
Genexpression der Gene des Cytobands 16p11.2 wurden die signifikant
veranderten Gene der zehn haufigsten Cytobands in cBioPortal hinsichtlich der
Funktion Cancer Types Summary analysiert. Fur jedes einzelne signifikante Gen
wurde dokumentiert, wie oft eine Kopienzahlveranderung in einer Vergleichskohorte
von 592 Patient*Innen mit kolorektalem Adenokarzinom auftrat. Des Weiteren
wurde die am haufigsten veranderte Tumorart innerhalb der Datensatze der TCGA
PanCancer Atlas neben dem kolorektalen Adenokarzinom des jeweiligen Genes
ausgewertet. Die Kopienzahlveranderungen der Kohorte wurden somit in diesem
Schritt mit Daten grol} angelegter Studien (TCGA PanCancer Atlas) verglichen, um

Abweichungen oder neue Erkenntnisse abgrenzen zu kénnen und einen Uberblick
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uber die Bedeutung dieser Gene zu bekommen. Auffallig war, dass 186 von 207
Genen im Genabschnitt 19p13.3 in cBioPortal mit dem Eventtyp Deletion
dokumentiert wurden. In der analysierten Kohorte wurde dieses Cytoband jedoch
dem Eventtyp Amplifikation zugeordnet.

6.4.3 cBioPortal: Graphische Gegeniiberstellung von Amplifikation und
Expression der Region 16p11.2

Wie bereits erwahnt, erfolgte in cBioPortal die Gegenuberstellung von
Genamplifikation und Genexpression. Der Vergleich von mRNA und CNA dient
unter anderem dazu, Amplifikationen zu detektieren, die nicht mit der
Genexpression korrelieren. Folgendes Beispiel (Abbildung 12) soll zur
Veranschaulichung dieser Moglichkeit dienen. Die mRNA-Expression des
UBE2MP1 Gens (Y-Achse) wurde in Beziehung zur Amplifikation (X-Achse), welche

in Rot dargestellt wird, gesetzt.
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ABBILDUNG 12: UBE2MP1

In der Abbildung 12 wird das Gen UBE2MP1 dargestellt. Die mMRNA-Expression wird auf der Y-Achse
und die Parameter ,Shallow Deletion®, ,Diploid®, ,Gain“ und ,Amplifikation“ auf der X-Achse

reprasentiert.
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Aulerdem ist es moglich, Amplifikationen zu detektieren, die mit der Genexpression
korrelieren (Abbildung 13-15). Erneut wird die mRNA-Expression auf der Y-Achse
und die Parameter ,Shallow Deletion®, ,Diploid®, ,Gain®“ und ,Amplifikation“ auf der
X-Achse reprasentiert. Zur Veranschaulichung und dem besseren Verstandnis

werden nachfolgend einige Beispiele der Region chr16p11.2 gezeigt:
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ABBILDUNG 13: DCTPP1

In der Abbildung 13 wird das DCTPP1 Gen dargestellt. Die mMRNA-Expression des DCTPP1 Gens

(Y-Achse) wird in Beziehung zur Amplifikation (X-Achse), welche in Rot dargestellt wird, gesetzt.
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ABBILDUNG 14: STX4

Das Gen STX4 zeigt in Abbildung 14 ahnliche Ergebnisse. Beim Vergleich der grauen und roten

Ringe ist es mdglich, Amplifikationen zu detektieren, die mit der Genexpression korrelieren.
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ABBILDUNG 15: BCKDK

In der Abbildung 15 werden erneut die mRNA-Expression auf der Y-Achse und die Parameter
~Shallow Deletion®, ,Diploid“, ,Gain® und ,Amplifikation“ auf der X-Achse reprasentiert. Hier wird das
Gen BCKDK dargestellt.

Anzumerken ist an dieser Stelle, dass es aus den untersuchten 122 Genen der
Region chr16p11.2 fur insgesamt funf Gene keine Daten zur Erstellung der
Diagramme gab. Diese wurden somit aus der Analyse ausgeschlossen. Es handelt
sich dabei um folgende Gene: BOLA2B, SLX1B-SULT1A4, SULT1A4, TP53TG3C
und TP53TG3. Die jeweiligen Diagramme flr insgesamt 117 Gene wurden mithilfe
von cBioPortal erstellt. Um festzulegen, ob eine enge Korrelation zwischen
Kopienzahl und Genexpression besteht, wurde jedes Gen einzeln untersucht. Durch

eine visuelle Analyse wurde ermittelt, welche Gene eine Kopienzahl mit positiven
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linearen Einfluss auf die Genexpression aufweisen. Daraus lasst sich schlief3en,
dass die genetische Variation eine direkte Auswirkung auf das Transkriptionsniveau
der Gene mit sich bringt. Der Vergleich der Werte der Y-Achse fur die Gruppen
,Diploid“ und ,Amplification” fuhrte zur Entscheidung, ob eine Korrelation besteht.
Dieses Vorgehen wird durch die weiteren Analysen und statistischen Korrelationen
in ciberAMP (Caloto et al., 2022) gerechtfertigt. Die oben dargestellten Diagramme
wurden in cBioPortal am 30.08.2022 erstellt.

Nachstehend durfen die 31 Gene, die eine optische lineare Korrelation zwischen
Amplifikation und Genexpression aufweisen, prasentiert werden (Tabelle 9).
Insgesamt wurden somit durch den optischen Vergleich von 117 Genen 26.5%
detektiert. Fur 86 Gene konnte keine Korrelation festgestellt werden.

TABELLE 9: OPTISCHE KORRELATION 16P11.2

Gene
XPO6
APOBR
SGF29
SULT1A1
ATP2A1
NFATC2IP
SH2B1
SPNS1
TUFM
BOLA2
MAPK3
PPP4C
CD2BP2
TBC1D10B
MYLPF
DCTPP1
SEPHS?2
ZNF768
PRR14
RNF40
FBXL19
STX4
PRSS53
VKORC1
BCKDK
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PYCARD
ITGAM
ITGAX
ARMCS
TGFB1I1
SLC6A10P

6.4.4 NAVIFY Mutation Profiler: Annotierung klinischer Informationen

Der Bericht des NAVIFY Mutation Profilers ergab 62 klinisch signifikante Varianten
und Kombinationen, 0 Biomarker, 5 relevante Therapien und keine klinischen
Studien zu den eingespeisten Daten. Die 619 signifikant veranderten Gene der zehn
am haufigsten veranderten Cytobands unseres Workflows wurden schlie3lich mit
dem fertiggestellten Report aus dem NAVIFY Mutation Profiler mittels Suchfunktion
abgeglichen. Eine Zusammenfassung des Berichts befindet sich im Anhang. Von
den 619 signifikant veranderten Genen wurden 16 in der Kategorie ,unclassified
variants® eingestuft. 603 Gene wurden nicht im Report erwahnt. 97,42 % der
signifikant veranderten Gene scheinen somit nicht im Bericht auf. Bezuglich
relevanter Therapien wurden flr 618 Gene (99,84 %) keine Ergebnisse detektiert.
Fir AURKA wurde als Ergebnis die AURKA-Inhibitoren-Therapie im Bereich der
MY C-Amplifikation prasentiert, jedoch scheint die AURKA Amplifikation selbst nicht
im Bericht auf.

6.5 CiberAMP

Als Resultat des Tools CiberAMP (Caloto et al., 2022) erhalt man eine Liste von drei
Datensatzen. Die Analyse erfolgte auf Basis von Daten des kolorektalen
Adenokarzinoms (TCGA-COAD). Der erste Datensatz (CiberAMP EXPintCNA
results) beinhaltet alle differentiell exprimierten Gene zwischen Tumor vs. Normal
und kopienzahlveranderten Proben vs. diploiden Tumorproben. Der zweite
Datensatz (CiberAMP EXPintCNA COSMIC genes results) beinhaltet CGC-Listen
differentieller Expressionsergebnisse. Der dritte Datensatz (CiberAMP COSMIC
overlap results) analysiert das gleichzeitige Auftreten von SCNA-DEGS und
bekannten Treibergen-Amplifikationen und Treibergen-Deletionen. Fur die weiteren

Analysen und Auswertungen wurde der erste Datensatz herangezogen.
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6.5.1 SCNA-DEGs Tumor vs. Normal

Der erste Datensatz (CiberAMP EXPintCNA results) beinhaltet alle differentiell
exprimierten Gene zwischen Tumor vs. Normal und kopienzahlveranderten Proben
vs. diploiden Tumorproben. Um die Darstellung dieser Ergebnisse zu erleichtern,

wurden die Daten als Streudiagramme dargestellt (Abbildungen 16-23).
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Die Abbildungen 16-23 bieten eine erste Ubersicht der Korrelation zwischen differentiell exprimierten
Genen aus dem Tumor und Kopienzahlveranderungen der acht Cytobands. Auf der X-Achse wird
,L0g2(FC) DE between tumor vs. normal samples” dargestellt. Auf der Y-Achse wird ,Log2(FC) DE
between SCN-altered vs. diploid tumor samples® abgebildet. Die Gene innerhalb der Cytobands
werden in Form von Punkten reprasentiert. Beachtet werden missen die unterschiedlichen

Achsenskalierungen.
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Ein signifikant verandertes Gen wird nach der Analyse in ciberAMP in 8 Kategorien
eingeteilt. Um hierbei den originalen Beschreibungen bzw. Klassifizierungen treu zu

bleiben, darf die folgende Information in englischer Sprache angefuhrt werden:

* x-value < 0; y-value > 0 | Downregulated in tumor vs. normal samples, with a very

high expression in SCA-altered tumor samples.
* x-value = 0; y-value > 0 | Upregulated exclusively in SCA-altered tumor samples.

* x-value > 0; y-value > 0 | Upregulated in tumor vs. normal samples with an even

higher expression in SCA-altered tumor samples.

* x-value != 0; y-value == 0 | Deregulated (up or down) in tumor vs. normal samples

without any SCA-driven deregulation.

* x-value < 0; y-value < 0 | Downregulated in tumor vs. normal samples, even more

repressed in SCA-altered tumor samples.

*

x-value = 0, y-value < 0 | Downregulated exclusively in SCA-altered tumor

samples.

* x-value > 0; y-value < 0 | Upregulated in tumor vs. normal samples, but repressed

in SCA-altered tumor samples.

Fiar diese Arbeit sind somit jene Gene von Bedeutung, die sowohl im Bereich
Tumorproben vs. gesunde Proben hochreguliert sind, als auch eine noch hohere
Expression in kopienzahlveranderten Tumorproben aufweisen. Dies betrifft somit
Gene mit positiven Werten im x- und y-Bereich. Hervorzuheben ist, dass in den
Genabschnitten 7p22.1 und 19p13.3 keine in dieser Hinsicht bedeutenden Gene
vorkommen. Das Cytoband 20p11.1 weist nur ein Gen dieser Kategorie auf:
ZNF337.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Inhalte wurden der Vignette zum Programm
CiberAMP am 30.12.2022. enthommen.
(https://github.com/vqgf/ciberAMP/blob/0207d80d2b9f7e6398dd97e2b3b5d6a6d9a
b58d0/vignettes/Vignette%20CiberAMP.Rmd)
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Insgesamt wurden 113 Gene als ,,Group AMP vs. Group DIPLOID" klassifiziert. Dies
bedeutet, dass diese Gene im Vergleich zum normalen Gewebe im Tumorgewebe
amplifiziert waren. Zusatzlich sind diese 113 Gene zwischen Tumorgewebe und
gesunden Proben differentiell exprimiert. 116 Gene wurden als ,Not SCN-
associated DEG* eingestuft. Dies bedeutet, dass diese Gene zwar im Gegensatz
zum gesunden Gewebe in den Tumorproben amplifiziert waren. Jedoch kommt es
in diesen Fallen nicht zu einer differentiellen Expression zwischen Tumorgewebe
und gesunden Proben. Hervorzuheben ist jedoch, dass in den Genabschnitten
7p22.1 und 19p13.3 keine SCNA-DEGs vorkamen. Fur die Analyse in ciberAMP
wurden nur Cytobands bzw. Gene mit dem Eventtyp ,Amplification“ analysiert. Um
Diskrepanzen zwischen der untersuchten Kohorte und der TCGA (The Cancer
Genome Atlas) Kohorte auszuschliel3en, wurde jedoch ebenfalls nach Deletionen
in dieser Auswertung gesucht. In diesen acht Genregionen traten jedoch keine
Deletionen auf. Insgesamt sind 590 Gene aus den Regionen 7p22.1, 16p11.2,
19p13.3, 20p11.1, 20g11.21, 20913.2, 20913.12, 20q13.33 untersucht worden. Die
folgende Abbildung 24, zeigt eine Ubersicht der verschiedenen Regionen. In Griin
werden die Gene, welche als ,Group AMP vs. Group DIPLOID" klassifiziert wurden,

dargestellt.
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ABBILDUNG 24: SCNA-DEGs

Abbildung 24 veranschaulicht die Informationen des ersten Datensatzes aus ciberAMP. Die violett
gefarbten Balken stellen die Gesamtzahl der Gene pro Cytoband dar. Die griinen Bereiche
prasentieren die SCNA-DEGs dieser Genabschnitte.

In der folgenden Tabelle 10 durfen die SCNA-DEGs der jeweiligen Cytobands
aufgelistet werden. Da in den Genabschnitten 7p22.1 und 19p13.3 keine SCNA-
DEGs detektiert wurden, sind diese anschliel3end nicht erwahnt. Beim Vergleich mit
den Ergebnisse der optischen linearen Korrelationsanalysen der Region 16p11.2
unter Verwendung der TCGA-PanCancer-Kohorte (Tabelle 9) wurden 6 Gene
identifiziert, die sich mit den SCNA-DEGs uberlappen, die aus der TCGA-COAD-
Kohorte mittels ciberAMP detektiert wurden (Tabelle 10): TBC1D10B, DCTPP1,
SEPHS2, PRR14, FBXL19, PYCARD.
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TABELLE 10: SCNA-DEGs

Analysiertes Cytoband

Signifikante SCNA-DEGs

16p11.2

CTF1
DCTPP1
FBRS
FBXL19
ORAI3
PRR14
PYCARD
QPRT
SEPHS2
TBC1D10B
ZNF785

20p11.1

ZNF337

20q11.21

ASXL1
BCL2L1
CBFA2T2
CDK5RAP1
COMMD7
DNMT3B
DUSP15
HCK
HM13

ID1
KIF3B
MAPRE1
PDRG1
PLAGL2
POFUT1
SNTA1
TM9SF4
TPX2

20q13.2

ATPYA
AURKA
BCAS1
CSTF1
NFATC2
PFDN4
SALL4
ZFP64
ZNF217

20q13.12

ACOTS8
ADA
CTSA
DBNDD2
DNTTIP1
ELMO2
FITM2
HNF4A
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IFT52
JPH?2
MYBL2
NCOAS3
NCOAS
NEURL?Z2
PABPC1L
PCIF1
PI3

PIGT
PLTP
SDC4
SEMG1
SERINC3
SLC13A3
SLC2A10
SLC35C2
SNX21
STK4
SULF2
SYS1
TNNC2
TOMM34
TP53RK
TTPAL
UBE2C
WFDC2
YWHAB
ZMYNDS8
ZNF334
ZNF335
ZSWIM1
ZSWIM3

20q13.33

ADRM1
ARFGAP1
ARFRP1
CABLES2
COL9A3
DIDO1
DNAJCS
EEF1A2
GMEBZ2
HAR1A
LSM14B
NTSR1
OSBPL2
PCMTD2
PPP1R3D
PRPF6
PSMA7
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RPS21
RTEL1
SAMD10
SLC17A9
SLC2A4RG
SLCO4A1
SS18L1
STMN3
SYCP2
TAF4
TCEAZ2
TCFL5
TPD52L2
UCKL1
YTHDF1
ZGPAT

Fur jedes SCNA-DEGs der genannten Cytobands wurde die Haufigkeit seines
Vorkommens unter den Patient*Innen aufgezeichnet. Zur Ubersicht wurde der
Mittelwert der prozentuellen Haufigkeiten der SCNA-DEGs pro Genabschnitt
berechnet (Tabelle 11). Da in den Genabschnitten 7p22.1 und 19p13.3 keine
SCNA-DEGs detektiert wurden, sind diese anschlie3end nicht erwahnt.

TABELLE 11: HAUFIGKEIT DER SCNA-DEGs

Cytoband | Mittelwert %
16p11.2 1.2
20p11.1 3.0
20911.21 | 7.9
20q13.2 8.2
20q13.12 | 8.6
20913.33 | 7.3

6.5.2 COSMIC Intersect

Die zuvor aufgelisteten SCNA-DEGs wurden im nachsten Schritt mit einer Genliste

aus COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/census) abgeglichen, um bereits

bekannte, krebsassoziierte Gene, welche auch als SCNA-DEGs detektiert wurden,
zu dokumentieren. Insgesamt wurden somit 113 Gene mit 722 Genen aus COSMIC
abgeglichen. Als Ergebnis konnten 5 Gene aus 4 verschiedenen Cytobands (4,42%)

detektiert werden. Allesamt stammen aus der Region 20q.
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TABELLE 12: COSMIC INTERSECT ANNOTIERUNGEN

Gene Cytoband | Cancer Role | Syndrome Tumortyp
ASXL1 20911.21 TSG Bohring-Opitz | MDS, CMML
Syndrom
NFATC2 |20g13.2 Onkogen, Ewing Sarkom
Fusion
SALL4 20913.2 Onkogen Duane-Radial | Darmkrebs, Brustkrebs,
Ray Syndrom | Prostatakrebs, Glioblastom,
Melanom
SDC4 20q13.12 Fusion NSCLC
SS18L1 | 20913.33 Fusion synoviales Sarkoma

Die in der Tabelle 12 verwendeten Abklrzungen durfen hier gesondert angefihrt werden:

Tumorsuppressorgen (TSG), Myelodysplastisches Syndrom (MDS), Chronische Myelomonozytare
Leukadmie (CMML), Non-Small-Cell Lung Cancer (NSCLC).

Laut COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) wird das Gen ASXL1 mit
dem Bohring-Opitz Syndrom und das Gen SALL4 mit dem Duane-Radial Ray

Syndrom assoziiert. Nur fir das letztgenannte Gen besteht eine vorbekannte

Verbindung mit dem kolorektalen Karzinom. Weitere Annotierungen sind in der

Tabelle 12 aufgelistet.
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7 Diskussion

In Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die am haufigsten fokal amplifizierten Gene
in einer Kohorte von Patient*Innen mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen
identifiziert. Obwohl bereits ein gro3es Wissen Uber Amplifikationen und deren
klinische Bedeutung fur die Betroffenen vorhanden ist, gibt es noch immer eine
reichliche Menge an Genamplifikationen, die weiter erforscht werden muss. Um die
Ergebnisse dieser Arbeit mit der groldangelegten TCGA-Datenbank zu vergleichen,
wurde das erst kurzlich veroffentlichte R-Package CiberAMP (Caloto et al., 2022)
angewandt. Dabei werden sowohl unterschiedlich exprimierte Gene zwischen
Tumor und gesunden Proben identifiziert als auch bestimmt, welche dieser Gene
mit Genamplifikationen bei Patient*Innen mit kolorektalen Karzinomen korrelieren.
Im GrofRen und Ganzen stimmen die Ergebnisse dieser Diplomarbeit mit der bereits
bestehenden Literatur Uberein. Es wurden jedoch auch weniger bekannte Regionen

detektiert, die weitere Forschung bendtigen.

7.1 Amplifikationen der chromosomalen Region 20q

reprasentieren bereits bekannte Veranderungen im CRC

Dass die Region 20q eine der am haufigsten amplifizierten Regionen des
kolorektalen Karzinoms ist, wurde in anderen Arbeiten bereits mehrfach betont
(Zhang et al., 2021). Es wird aulBerdem vorhergesagt, dass im Speziellen
Kopienzahlveranderungen in der Region 20913.33 in Zukunft im Bereich der
Fraherkennung und zielgerichteter Therapie eine bedeutende Rolle spielen werden

(Bui et al., 2020). Diese Diplomarbeit konnte diese Aussagen eindeutig bestatigen.

Ein Zusammenhang zwischen der Progression des kolorektalen Adenoms zu einem
kolorektalen Karzinoms und verschiedener Onkogene im Bereich der
chromosomalen Region 20q wurde bereits in der Vergangenheit gezeigt (Carvalho
et al., 2009). Aufgrund Kopienzahlveranderungen kommt es in Karzinomen zu einer
Uberexpression von Genen innerhalb der chromosomalen Region 20q. In einer
Studie konnte demonstriert werden, dass beispielsweise im Vergleich zu Adenomen
AURKA in Karzinomen Uberexprimiert ist (Carvalho et al., 2009). AuRerdem definiert

die 20g-Amplifikation eine Subgruppe von Patient*Innen mit einem besseren
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Gesamtiberleben ab dem Datum der Metastasierung (Ptashkin et al., 2017). Die
Bedeutung dieser chromosomalen Region steht somit au3er Frage und konnte im
Rahmen dieser Diplomarbeit nochmals bestatigt werden. Besonders die
Berechnung der Haufigkeit der SCNA-DEGs pro Cytoband (Tabelle 11)

unterstreicht den Stellenwert der chromosomalen Region 20q.

7.2 Amplifikationen der chromosomalen Region 16p11.2 finden

sich seltener im CRC

Im Vergleich zu der bereits ausfuhrlich beschriebenen Amplifikation der
chromosomalen Region 20q, werden Amplifikation in der Region 16p11.2 in der
Literatur seltener erwahnt. Die Tabelle 11, welche die Haufigkeit der SCNA-DEGs
veranschaulicht, kann diese Behauptung unterstreichen. Die untersuchte Kohorte
zeigt haufiger SCNA-DEGs in der Region 20q als in den anderen Abschnitten.

Der Vergleich der Ergebnisse der optischen linearen Korrelationsanalysen der
Region 20p11.2 unter Verwendung der TCGA-PanCancer-Kohorte (Tabelle 9) mit
den SCNA-DEGs, die aus die aus der TCGA-COAD-Kohorte mittels ciberAMP
detektiert wurden (Tabelle 10), fihrte zu einem spannenden Ergebnis. Es konnten

6 Uberlappende Gene detektiert werde:
TBC1D10B, DCTPP1, SEPHS2, PRR14, FBXL19, PYCARD

In OncoKB findet man weder Informationen zu TBC1D10B, DCTPP1, SEPHS?2,
PRR14, FBXL19 noch zu PYCARD (Chakravarty et al., 2017). Daraus lasst sich
schliel3en, dass die klinische Relevanz dieser Genamplifikationen noch nicht geklart
ist. Im Kapitel 5.5.4 wurde bereits darauf eingegangen, warum die chromosomale
Region 16p11.2 eine potenzielle Kandidatenregion flr weitere Untersuchungen
darstellen konnte. Die fehlenden Informationen zu diesen Genen lasst die
Notwendigkeit von weiteren Studien anklingen und hebt die im Rahmen dieser

Diplomarbeit erhobenen Daten hervor.
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7.3 Longitudinales sWGS der Plasma-DNA ermoglicht eine
minimalinvasive Uberwachung von Patient!lnnen mit

metastasierenden kolorektalen Karzinomen

In Zusammenarbeit mit Frau OA Dr. Sabine Hojas wurden Plasmaproben bei
Patient*Innen mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen zur
Krankheitsuberwachung entnommen. Mittels sWGS wurden im Verlauf neue
SCNAs identifiziert und die Entwicklung des Tumorgenoms wahrend der laufenden
Therapie in Echtzeit beobachtet. Die Vorteile von Liquid Biopsy liegen vor allem in
der minimalen Invasivitat dieser Methode und der Moglichkeit einer longitudinalen
Analyse genomischer Veranderungen der ctDNA. Ebenso ist es mdglich, zeitgleich
ctDNA von allen metastatischen Stellen zu gewinnen. Es gibt bereits
erfolgversprechende Studien, die den klinischen Nutzen von sWGS flr

Uberwachszwecke unterstiitzen (Ngrgaard et al., 2023).

In Zusammenarbeit mit Frau OA Dr. Sabine Hojas von der Abteilung fiir Innere
Medizin aus dem LKH Furstenfeld wurden insgesamt 19 Plasmaproben der
Patientin C217 (Abbildung 7) entnommen und analysiert. Im Therapieverlauf
zeigten die Proben ein ahnliches Kopienzahlprofil und minimale Schwankungen der
Tumorfraktion. Erst zum Zeitpunkt der letzten Probe, 21 Monate nach der
Erstanalyse, konnte mittels sWGS eine neue fokale Amplifikation, YES7 auf
Chromosom 18, nachgewiesen werden. Es wird davon ausgegangen, dass dieses
Ereignis wahrend der Dirittlinientherapie mit Capecitabine und Cetuximab
aufgetreten ist. YES1 kodiert flr eine Tyrosinkinase, die an der Regulierung von
Zellwachstum, Zelliberleben, Apoptose, Zell-Zell-Adhasion, Umbau des
Zytoskeletts und Zelldifferenzierung beteiligt ist. Eine Uberexpression von YES7T
wurde in der Vergangenheit bereits im kolorektalen Karzinom nachgewiesen
(Chakravarty et al., 2017).

Eine ahnlicher Krankheitsverlauf wurde bei dem Patienten C218 beobachtet. Die
Kopienzahlprofile der seriellen Plasmaproben blieben wahrend des gesamten
Therapieverlaufs konstant und zeigten durchgehend hohe Tumorfraktionen. 7
Monate nach dem Erhalt der Erstprobe zeigte die insgesamt 5. Probe eine neue
fokale Amplifikation des KRAS-Gens auf Chromosom 12. Die fokale KRAS-
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Amplifikation wurde auch in den folgenden Proben nachgewiesen. Der Patient

verstarb kurz nach Entnahme der letzten Plasmaprobe.

Um mogliche Resistenzmechanismen zu identifizieren, wurden die Proben dieser
Patientenkohorte anschlielRend einer High-Coverage-WGS (30x) unterzogen. Diese

Daten werden zum Zeitpunkt der Einreichung der Diplomarbeit noch analysiert.

7.4 Limitationen und Begrenzungen

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit liegt darin, haufig auftretende fokale
somatische Kopienzahlveranderungen oder SCNAs in Patient*lnnen mit
metastasiertem kolorektalem Karzinom sowohl in der Literatur als auch in der
untersuchten Kohorte zu identifizieren. Dies konnte durch den umfassenden Einsatz
von Programmen wie GISTIC2.0, OncoKB, cBioPortal, NAVIFY Mutation Profiler
und schlieBlich den Algorithmus CiberAMP erreicht werden. Es besteht jedoch
eindeutiger Bedarf der Fortflihrung, Verbesserung und Erganzung dieser
vorliegenden Charakterisierung. Die Erstellung eines Workflows zur Verarbeitung
genetischer Informationen aus Plasmaproben und die Uberleitung in den klinischen
Alltag konnte schematisch gezeigt werden. Es sind jedoch weitere Untersuchungen
und Evaluierungen der Aussagekraft dieser Tools notwendig. Viele der genannten
Informationen wurden fir jedes einzelne Gen in muhevoller ,Handarbeit“ generiert.
Um zeitliche und o6konomische Ressourcen optimal zu nutzen, besteht die

Notwendigkeit einer Prozessoptimierung.

An diesem Punkt darf betont werden, dass diese Diplomarbeit einen verschwindend
geringen Anteil der Moglichkeiten zur Analyse von genetischen Informationen
widerspiegelt. Es wurde noch viele weitere Moglichkeiten zur genaueren
Betrachtung der vorliegenden Daten geben. Dies wirde den Rahmen einer
Diplomarbeit jedoch bei Weitem Ubersteigen. Aus diesem Grund wurde versucht,
die aus unserer Sicht wichtigsten Einblicke zu ermoglichen. Aulerdem soll an dieser
Stelle erneut angemerkt werden, dass alle Daten mit dem Referenzgenom hg19
verglichen wurden. Mittlerweile verwendet das Institut fur Humangenetik der
Medizinischen Universitat Graz jedoch bereits eine neuere Version (hg38). Es
wlrde somit Bedarf bestehen, die Daten auch mit dem neueren Referenzgenom

abzugleichen.
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Zu betonen ist auch, dass die beschriebenen Programme oft noch weitere
Entwicklungen bendtigen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass sowohl
kommerzielle als auch open source Entscheidungsunterstitzungssysteme, wie der
NAVIFY Mutation Profiler oder OncoKB, in manchen Fallen zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen fuhren. Daher besteht die Notwendigkeit, die
Performance dieser Clinical Decision Tools ausreichend zu evaluieren (Perakis et
al., 2020). In Zukunft kdnnten Entscheidungsunterstitzungssysteme jedoch eine
effiziente Moglichkeit zur Verarbeitung genetischer Informationen darstellen.

Es muss hierbei auch hervorgehoben werden, dass samtliche Daten zu einem
bestimmten Zeitpunkt evaluiert wurden. Dies bedeutet nicht, dass bei erneuter
Analyse dieselben Ergebnisse garantiert werden konnen. Bezuglich der
Firstenfeldkohorte wurde fir die Analyse beispielsweise der Stichtag des
29.07.2022 gewahlt. Es besteht daher die Madoglichkeit, dass von einzelnen
Patient*Innen danach noch weitere Proben in die Datenbank aufgenommen
wurden. An dieser Stelle muss auch darauf hingewiesen werden, dass es sich bei
den 742 Proben, welche in GISTIC2.0 eingespeist wurden, ebenfalls um eine
Momentaufnahme handelt. Es ist nicht auszuschlieBen, dass es bei erneuter
Durchfuhrung des beschriebenen Workflows zu einem spateren Zeitpunkt zu

anderen Ergebnissen gekommen ware.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden aufierdem zwei verschiedene Versionen
des Programmes R verwendet (https://www.r-project.org/). Die Version 4.1.2. wurde
zur Trennung der signifikanten Amplifikationen oder Deletionen von den restlichen
Daten angewandt. Die neuere Version 4.2.2 wurde fur das Tool CiberAMP
eingesetzt. Bezuglich der Ergebnisse sollte die Verwendung der alteren Version zu
keinem Unterschied fuhren. Aus Transparenzgrunden wird dies hier jedoch
trotzdem angefuhrt.

Obendrein kann es aufgrund von abweichenden Auffassungen des Begriffs ,focal
events” zu Unstimmigkeiten in der Literatur und zwischen unterschiedlichen
Datensatzen kommen (Zhou et al., 2020). Weitere Differenzen in der Literatur
bestehen hinsichtlich des Begriffs der somatischen Kopienzahlveranderungen.
Somatische Kopienzahlveranderungen (SCNA), welche bei Krebserkrankungen

aulderst haufig sind, mussen deutlich vom Begriff Copy Number Variation (CNV),
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welcher sich auf Keimbahnveranderungen bezieht, abgegrenzt werden (Beroukhim
et al., 2010).

Hier darf erneut erwahnt werden, dass die Extraktion der Plasma-DNA, die
Bestimmung der Tumorfraktion und die Analyse mittels shallow Whole-Genome-
Sequencing durch Mitarbeiter*Innen des Diagnostik- und Forschungsinstituts fur

Humangenetik erfolgte.

Besonders die Furstenfeldkohorte |adt zur weiteren Analyse in anderen Arbeiten
ein. Die von Frau OA Dr. Sabine Hojas ausfiihrlich dokumentierte Kohorte von 14
Patient*Innen mit metastasiertem kolorektalem Karzinom bietet optimale
Voraussetzungen zur Vernetzung genetischer und klinischer Informationen. Die
hohe Anzahl an Follow-up-Plasmaproben pro Patient stellt eine hervorragende
Ausgangslage fur weitere Untersuchungen dar. Insbesondere die longitudinale
Analyse der genetischen Veranderungen unter Therapie bildet einen weiter zu
erforschenden Aspekt. Die Ausarbeitung der klinischen Informationen kann dabei

als Basis fur die Beantwortung weiterer Fragestellungen herangezogen werden.

Daruber hinaus besteht die Option, denselben Workflow mit anderen
Tumorentitaten durchzuflihren, um die Praktikabilitat fur den klinischen Alltag zu
untermauern. Die Analyse von seltenen Tumorentitaten koénnte aufgrund der

geringeren Vergleichsdaten jedoch zu Problemen fuhren.

7.5 Klinischer Ausblick in die Zukunft

An dieser Stelle sollte man auch einen Blick in die Zukunft wagen durfen.
Forscher*Innen sehen voraus, dass im Jahre 2030 die Nutzung genomischer Daten
im klinischen Alltag einen festen Bestandteil erlangt haben wird. Genetische
Testungen werden einen ahnlichen Stellenwert wie routinemalige Blutbilder
erlangen. Es wird sicherlich zu weiteren bahnbrechenden Entdeckungen im Bereich
der genetisch modifizierenden Therapien kommen, die wahrscheinlich auch zur
Heilung genetischer Krankheiten flhren werden. Betrachtet man die
beeindruckendsten wissenschaftlichen Errungenschaften im Bereich der Genetik,

waren diese ruckblickend wohl kaum vorstellbar. So sollen uns laut den
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Forscher*lnnen diese gewagten Aussagen ebenfalls dazu bewegen, etwas

anzustreben, das derzeit unerreichbar erscheint (Green et al., 2020).
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KRAS wildtype, NRAS wildtype
Two monoclonal anti-EGFR antibodies are approved and recommended for certain patients with colorectal cancer harboring
wild type KRAS and NRAS and expressing EGFR in a combination regimen (FDA, EMA, Health Canada, Swissmedic, TGA,
TFDA, NCCN, ESMO, NICE, eviQ) or as monotherapy after failure of chemotherapy (FDA, EMA, Health Canada, Swissmedic,

TGA, eviQ).

Therapies approved/guidelines-recommended in: Colorectal cancer

Tier I-A
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ERBB2 amplification 7.200640 TierI-B

An anti-ERBB2 antibody, in combination with a pan-ERBB inhibitor or another such antibody, and an anti-ERBB2 antibody
drug conjugate are recommended for certain patients with ERBB2-amplified and RAS and BRAF wild-type CRC (NCCN).
Clinical studies suggest ERBB2-amplified CRC patients may be sensitive to targeted therapies, including anti-ERBB2
antibody-drug conjugates and a HER2/4-1BB bispecific molecule, and less sensitive to anti-EGFR antibodies.

Therapies associated with: Colorectal cancer

#® lapatinib + trastuzumab #®& pertuzumab + trastuzumab #® trastuzumab deruxtecan

EGFR amplification 7.200640 TierI-B

In multiple clinical studies, patients with colorectal cancer harboring EGFR amplification responded to EGFR antibody
therapy, with improved overall and progression-free survival. Patients with solid tumors harboring EGFR amplifications
match inclusion criteria for clinical trials with HER inhibitors.

no approved therapies

FGFR1 amplification, PIK3CA amplification Tierll-C

In a phase Ib clinical trial, patients with solid tumors harboring PIK3CA mutations with or without FGFR mutations achieved
an overall response rate of 9.7% and a disease control rate of 54.8% on combined PI3K and FGFR inhibitor therapy.

no approved therapies

FGFR2 amplification, PIK3CA amplification Tier ll-C

In a phase Ib clinical trial, patients with solid tumors harboring PIK3CA mutations with or without FGFR mutations achieved
an overall response rate of 9.7% and a disease control rate of 54.8% on combined PI3K and FGFR inhibitor therapy.

no approved therapies

FGFR3 amplification, PIK3CA amplification Tier ll-C

In a phase Ib clinical trial, patients with solid tumors harboring PIK3CA mutations with or without FGFR mutations achieved
an overall response rate of 9.7% and a disease control rate of 54.8% on combined PI3K and FGFR inhibitor therapy.

no approved therapies

AKT1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring AKT1 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase Il clinical
trial with an MTOR inhibitor.

no approved therapies

AKT2 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring AKT2 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase Il trial
with an MTOR inhibitor.

no approved therapies




AKT3 amplification 7.200640 Tierll-C
Patients with AKT3-mutant solid tumors match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with AKT inhibitors.

no approved therapies

ALK amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring ALK amplification or ALK activating mutations match inclusion criteria for clinical
trials, such as trials of ALK inhibitors.

no approved therapies

BRAF amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring BRAF amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials of tyrosine
kinase inhibitors.

no approved therapies

CCND1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring CCND1 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with a
CDK4/6 inhibitor.

Patients with solid tumors harboring CCND1 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with CDK4/6
inhibitors.

no approved therapies

CCND3 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring CCND3 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with
CDK4/6 inhibitors. In a preclinical study, colorectal cancer cell lines harboring CCND3 amplification demonstrated sensitivity
to a CDK4/6 inhibitor.

no approved therapies

CCNE1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring CCNE1 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with
CHK1, WEE1T and ATR inhibitors.

no approved therapies

CD274 amplification 7.200640 Tierll-C

Amplification of the CD274 gene, which encodes PD-L1, is a cause of PD-L1 overexpression in PD-L1-positive cancers.
Patients with PD-L1-positive solid tumors match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with anti-PD-L1 antibodies.

no approved therapies




CDK4 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring CDK4 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as phase Il trials with
CDKA4/6 inhibitors. In a phase Il basket trial including heavily pretreated cancer patients harboring activating CDK4/6
pathway mutations, CDK4/6 inhibitor monotherapy did not meet prespecified endpoints for any solid tumor cohort. A
retrospective study suggests targeted therapy regimens including CDK4/6 inhibitors are associated with improved
progression-free survival in patients with solid tumors harboring G1-S phase cell cycle alterations, including CDK4
amplification.

no approved therapies

CDK6 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring CDK6 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as phase Il trials with
CDKA4/6 inhibitors. In a phase Il basket trial including heavily pretreated cancer patients harboring activating CDK4/6
pathway mutations, CDK4/6 inhibitor monotherapy did not meet prespecified endpoints for any solid tumor cohort. A
retrospective study suggests targeted therapy regimens including CDK4/6 inhibitors are associated with improved
progression-free survival in patients with solid tumors harboring G1-S phase cell cycle alterations, including CDK6
amplification.

no approved therapies

CSF1R amplification 7.200640 Tier lI-C

Patients with solid tumors harboring CSF1R mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as phase Il trials with
a tyrosine kinase inhibitor. Also, anti-CSF1R antibodies and CSF1R inhibitors, alone and in combination with antibodies
targeting PD-1, PD-L1, and CTLA4 are under clinical investigation in patients with advanced cancers.

no approved therapies

DDR2 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring DDR2 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials of tyrosine
kinase inhibitors.

no approved therapies

ERBB3 amplification 7.200640 Tierll-C

In a phase | trial, an anti-ERBB3 antibody in combination with an EGFR tyrosine kinase inhibitor or anti-EGFR antibody had
modest clinical activity in patients with solid tumors, however ERBB3 expression level did not correlate with response. Two
patients with ERBB3-expressing colorectal cancer had a partial response to anti-EGFR and anti-ERBB3 antibody
combination therapy. Patients with ERBB3-amplified solid tumors or colorectal cancer match inclusion criteria for clinical
trials, such as trials with an ERBB2 inhibitor and an anti-ERBB3 antibody.

Patients with solid tumors harboring ERBB3 activating mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials
with an ERBB2 inhibitor and a pan-ERBB inhibitor in combination with a CDK4/6, MTOR, or MEK inhibitor.

no approved therapies
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EZH2 amplification 7.200640 Tierll-C

No therapies are approved or recommended for CRC based on EZH2 mutation status (FDA, EMA, Health Canada,
Swissmedic, TGA, NCCN Guidelines for Colorectal Cancer, ESMO, NICE, eviQ). EZH2 amplification was associated with
overexpression in several cancers. The prognostic effect of EZH2 overexpression is conflicting in CRC. Patients with solid
tumors harboring EZH2 activating mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as phase | and Il trials with
EZH2 inhibitors. For patients with FL harboring an activating mutation in EZH2, an EZH2 inhibitor is approved and
recommended (FDA, NCCN).

No therapies are approved or recommended for colorectal cancer based on EZH2 mutation status (FDA, EMA, Health
Canada, Swissmedic, TGA, NCCN Guidelines for Colorectal Cancer, ESMO, NICE, eviQ). Patients with solid tumors harboring
EZH2 activating mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as phase | and Il trials with EZH2 inhibitors. For
patients with FL harboring an activating mutation in EZH2, an EZH2 inhibitor is approved and recommended (FDA, NCCN).

no approved therapies

FANCA amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FANCA amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase | trial
with a PARP inhibitor in combination with an anti-PD-1 antibody.

no approved therapies

FANCC amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FANCC amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase | trial
with a PARP inhibitor in combination with an anti-PD-1 antibody.

no approved therapies

FANCD2 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FANCD2 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase | trial
with a PARP inhibitor in combination with an anti-PD-1 antibody.

no approved therapies

FANCE amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FANCE amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase | trial
with a PARP inhibitor in combination with an anti-PD-1 antibody.

no approved therapies

FGFR1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FGFR1 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with pan-
FGFR and pan-tyrosine kinase inhibitors. In a phase Il trial, patients with solid tumors harboring FGFR1 amplification
experienced a clinical benefit rate of 41.1% and a six-month progression-free survival rate of 0% on FGFR inhibitor therapy. In
a phase | trial, patients with solid tumors harboring genomic alterations of FGFR1/2/3, including amplifications, fusions, and
mutations experienced clinical benefit on pan-FGFR inhibitor therapy.

Patients with solid tumors harboring activating FGFR1 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials of
pan-FGFR and pan-tyrosine kinase inhibitors.

no approved therapies
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FGFR2 amplification 7.200640 Tier lI-C

Patients with solid tumors harboring FGFR2 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials for pan-
FGFR, FGFR2 and pan-tyrosine kinase inhibitors. In a phase | trial, patients with solid tumors harboring genomic alterations
of FGFR1/2/3, including amplifications, fusions, and mutations experienced clinical benefit on pan-FGFR inhibitor therapy.
Patients with solid tumors harboring activating FGFR2 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials
with pan-FGFR inhibitors and pan-tyrosine kinase inhibitors. In a phase Il trial, among 12 patients with solid tumors
harboring FGFR2 activating mutations, one patient demonstrated a partial response and two patients demonstrated stable
disease on FGFR inhibitor therapy. In a phase | trial, patients with solid tumors harboring FGFR 1-4 activating alterations
(including amplifications, mutations and translocations) experienced clinical benefit on pan-FGFR inhibitor therapy.

no approved therapies

FGFR3 amplification 7.200640 TierlI-C

No therapies are approved or recommended for colorectal cancer based on FGFR3 mutation status (FDA, EMA, Health
Canada, Swissmedic, TGA, TFDA, NCCN Guidelines for colorectal cancer, ESMO, NICE, eviQ). Patients with colorectal cancer
or solid tumors harboring activating FGFR3 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials of pan-FGFR
inhibitors. In a phase Il trial, among seven patients with solid tumors harboring FGFR3 activating mutations, one patient
demonstrated a partial response and two patients demonstrated stable disease on FGFR inhibitor therapy. In a phase | trial,
patients with solid tumors harboring FGFR 1-4 activating alterations (including amplifications, mutations and
translocations) experienced clinical benefit on pan-FGFR inhibitor therapy. In a phase | trial, patients with solid tumors
harboring genomic alterations of FGFR1/2/3, including amplifications, fusions, and mutations experienced clinical benefit
on pan-FGFR inhibitor therapy. A pan-FGFR inhibitor is approved or recommended for certain patients with bladder cancer
(urothelial carcinoma) harboring susceptible FGFR2 or FGFR3 alterations (NCCN), which include FGFR2-BICC1 fusion,
FGFR2-CASP7 fusion, FGFR3 G370C, FGFR3 R248C, FGFR3 R249C, FGFR3 Y373C, FGFR3-BAIAP2L1 fusion, FGFR3-TACC3
fusion (FDA, Health Canada, TFDA).

Patients with solid tumors harboring FGFR3 amplification match inclusion criteria for clinical trials.

no approved therapies

FGFR4 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring FGFR4 amplification match inclusion criteria for clinical trials of pan-FGFR4 inhibitors
and pan-tyrosine kinase inhibitors.

no approved therapies

FLT3 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with FLT3-amplified solid tumors match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase Il trial with a tyrosine
kinase inhibitor (TKI). In clinical case studies, two patients with FLT3-amplified colorectal cancers were sensitive to TKls,
however sensitivity of two patient-derived, FLT3-amplified cancer cell lines to these drugs and combinations of TKls and an
MTOR inhibitor was not supported by preclinical evidence.

no approved therapies

FLT4 amplification 7.200640 Tierll-C
Patients with solid tumors harboring FLT4 alterations match inclusion criteria for clinical trials with pan-VEGFR inhibitors.

no approved therapies
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KDR amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring KDR amplification match inclusion criteria for clinical trials with pan-tyrosine kinase
inhibitors.

no approved therapies

KIT amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring KIT amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with tyrosine
kinase inhibitors.

no approved therapies

KRAS amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with NSCLC harboring KRAS amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with EGFR and
RAF inhibitors. In clinical studies, KRAS-amplified colorectal cancer patients were resistant to the monoclonal anti-EGFR
antibodies

no approved therapies

MAP2K1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring activating MAPK pathway alterations match inclusion criteria for clinical trials, such as
trials with MEK, ERK, and RAF inhibitors.

no approved therapies

MAPK1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring MAPK1 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with ERK1/2
inhibitors.

no approved therapies

MDM2 amplification 7.200640 Tierll-C

Activating MDM2 mutations reduce stability of the TP53 tumor suppressor. Small molecule MDM2 and MDM2/MDM4
inhibitors are under clinical investigation in patients with advanced cancers.

In a phase | trial, out of 16 patients with TP53 wild-type, MDM2 amplified solid tumors other than liposarcoma, glioblastoma,
and breast cancer, ten had stable disease and one achieved partial response on an MDMZ2 inhibitor. In a clinical study,
patients with MDM2-amplified solid tumors had hyperprogression on anti-PD-1 or anti-PD-L1 monotherapy. Patients with
solid tumors harboring MDM2 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with an MDM2/MDM4
inhibitor.

no approved therapies

MDM4 amplification 7.200640 Tierll-C
Activating MDM4 mutations reduce activity of the TP53 tumor suppressor. Small molecule MDM2/MDM4 inhibitors are

under clinical investigation in patients with advanced cancers.

Patients with solid tumors harboring MDM4 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a phase |

clinical trial with an MDM2/MDM4 inhibitor.

no approved therapies




MET amplification 7.200640 Tierll-C

No therapies are approved or recommended for CRC based on MET mutation status (FDA, EMA, Health Canada,
Swissmedic, TGA, NCCN Guidelines for Colon and Rectal Cancer, ESMO, NICE, eviQ). Patients with CRC harboring MET
amplification and wild-type KRAS match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with a MET inhibitor and an anti-
EGFR monoclonal antibody or with anti-MET monoclonal antibodies. MET amplification was associated with resistance to a
monoclonal anti-EGFR antibody in two CRC patients and in PDX models and sensitivity to an investigational MET inhibitor in
PDX models. Three RAS- and BRAF-wild type CRC patients harboring MET amplification had a partial response to an anti-
EGFR monoclonal antibody. The NCCN recommends one dual ALK/MET inhibitor as a treatment option for certain patients
with non-small cell lung cancer harboring high-level MET amplification.

no approved therapies

MTOR amplification 7.200640 Tierll-C
Patients with solid tumors harboring MTOR amplification match inclusion criteria for a clinical trial with an MTOR inhibitor.

no approved therapies

MY C amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring MYC amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with ATR
and CHKT1 inhibitors. In a retrospective study, a patient with colorectal cancer harboring MYC amplification experienced
progressive disease on AURKA inhibitor therapy. A preclinical study suggests MYC amplification is associated with
sensitivity to a PI3K/HDAC inhibitor in a colorectal cancer patient-derived xenograft model.

no approved therapies

MYCN amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring MYCN amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with BET
inhibitors.

no approved therapies

NOTCH1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with colorectal cancer harboring NOTCH1 amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial
with a NOTCH inhibitor

Patients with colorectal cancer harboring activating NOTCH1 mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as a
trial with a NOTCH inhibitor

no approved therapies

NOTCH2 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring NOTCH2 amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with a
NOTCH inhibitor.

no approved therapies
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NRAS amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with NRAS-mutant solid tumors match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with inhibitors of RAF, ERK,
and MEK, alone or in combination with HDM2, PI3K, and PI3K/MTOR inhibitors.

no approved therapies

NTRK1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring NTRK gene amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with a
TRK/ROS1/ALK inhibitor. In a retrospective analysis, one patient with unspecified tumor type harboring NTRK1
amplification achieved a partial response lasting 3.7 months on TRK inhibitor therapy.

no approved therapies

NTRK3 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring NTRK gene amplification match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with a
TRK/ROS1/ALK inhibitor.

no approved therapies

PDCD1LG2 amplification 7.200640 Tierll-C

Preclinical studies suggest PDCD1LG2 amplifications correlate with PD-L2 overexpression, and patients with PD-L2-positive
cancers may benefit from anti-PD-L1 and anti-PD-1 immunotherapy.

no approved therapies

PDGFRA amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with advanced cancer harboring PDGFRA amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials
with tyrosine kinase inhibitors.

no approved therapies

PDGFRB amplification 7.200640 Tierll-C

No therapies are approved or recommended for colorectal cancer based on PDGFRB mutation status (FDA, EMA, Health
Canada, Swissmedic, TGA, TFDA, NCCN Guidelines for Colon and Rectal Cancers, ESMO, NICE, eviQ). Patients with solid
tumors harboring activating mutations in PDGFRB match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with tyrosine

kinase inhibitors.

For patients with myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms PDGFRB activating mutations, imatinib is approved
(Swissmedic).

Patients with solid tumors harboring PDGFRB amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as a trial with a
tyrosine kinase inhibitor.

no approved therapies




PIK3CA amplification 7.200640 Tierll-C
Patients with solid tumors harboring PIK3CA amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with
CDK4/6 inhibitors, AKT inhibitors, and PI3K/MTOR inhibitors.

Patients with solid tumors harboring activating PIK3CA mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials
with AKT inhibitors. In retrospective analyses, treatment with an EGFR inhibitor showed clinical benefit in KRAS/BRAF-wild
type colorectal carcinoma patients harboring a PIK3CA mutation.

no approved therapies

PIK3CB amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring PIK3CB amplifications match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with
PI3Kbeta inhibitors.

no approved therapies

RAF1 amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring MAP kinase pathway alterations, such as RAF1 activating mutations, match inclusion
criteria for clinical trials, including a trial with a pan-RAF inhibitor.

no approved therapies

RET amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring RET amplifications match inclusion criteria for clinical trials with tyrosine kinase
inhibitors.

no approved therapies

SMO amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring activating SMO mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as phasell
clinical trials with a Hedgehog antagonist and a SMO antagonist.

no approved therapies

SRC amplification 7.200640 Tierll-C

Patients with solid tumors harboring SRC mutations match inclusion criteria for clinical trials, such as trials with SRC
inhibitors.

no approved therapies

CD274 amplification, PDCD1LG2 amplification TierllI-D

A clinical case study supports sensitivity of colon adenocarcinoma cells harboring CD274 and PDCD1LG2 amplification to a
PD-1 inhibitor.

no approved therapies




CDK12 amplification 7.200640 TierllI-D

Activating CDK12 mutations are predicted to promote cancer cell survival. CDK inhibitors that act on CDK12 are under
clinical investigation, alone and in combination with PARP inhibitors and chemotherapies.

no approved therapies

CREBBP amplification 7.200640 TierlI-D

Inhibitors of CREBBP and its paralog EP300 are under preclinical investigation. These drugs may block the interactions of
these coactivators with transcription factors or inhibit aberrant acetyltransferase activity.

no approved therapies

CTNNB1 amplification 7.200640 TierllI-D

CTNNB1 amplification likely results in increased B-catenin expression and B-catenin-dependent transcription. Activating
mutations in CTNNB1 result in increased B-catenin-dependent transcription. Small molecule WNT/B-catenin inhibitors are
under clinical investigation in patients with solid tumors, including -catenin/TCF interaction inhibitors or downstream
transcriptional coactivator antagonists. A preclinical study suggests colon cancer cells with high nuclear B-catenin
expression levels may be resistant to an AKT inhibitor alone and sensitive in combination with a PARP inhibitor.

no approved therapies

EP300 amplification 7.200640 TierllI-D

Inhibitors of EP300 and its paralog CREBBP are under preclinical investigation. These drugs may block the interactions of
these coactivators with transcription factors or inhibit aberrant acetyltransferase activity.

no approved therapies

JAK2 amplification 7.200640 TierllI-D

In a preclinical study, ruxolitinib in combination with PI3K and PI3K/MTOR inhibitors synergistically inhibited growth of
transformed cell lines over expressing wild-type JAK2 in cell culture.

no approved therapies

Clinical trials from &Mulacularl\nal’ch

Selected trials recruiting: all sexes, all ages within Austria

Variants matched 0.
Genes matched 0.

No clinical trials
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