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1 Vorwort 

Peritumorales Budding bei kolorektalen Karzinomen. Analyse morphologi-
scher Veränderungen an der Invasionsfront. 
 
Kolorektale Karzinome zeigen teilweise morphologische Veränderungen wie pe-

ritumorales und intratumorales Abknospen (Budding) von kleinen Tumorzellver-

bänden und Tumoreinzelzellen. Diese Veränderungen finden sich insbesondere 

an der Invasionsfront der kolorektalen Karzinome. Ein Kollektiv von 195 Darm-

resektaten mit einem kolorektalen Karzinom aus dem Einsendegut des Instituts 

für Pathologie am Klinikum Darmstadt wurde daraufhin untersucht,  

 

a) ob peritumorales Budding an der Invasionsfront mit dem Vorhandensein von 

Metastasen assoziiert ist,  

b) ob unterschiedliche Formen der Gewebsreaktion auf die Tumorinvasion oder  

c) ob ein Zusammenhang des KRAS- bzw. BRAF-Mutationsstatus der Karzino-

me mit der Morphologie an der Invasionsfront besteht.  

 

Hierzu werden die anonymisierten Gewebeproben am tiefsten Punkt der Invasi-

onsfront morphologisch im Hämatoxylin-Eosin (H.E.)-Schnitt analysiert, die 

DNA aus weiteren Paraffinschnitten dieser Region extrahiert und der KRAS-

Status mittels Sangersequenzierung und Pyrosequenzierung erhoben.  
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2 Einleitung 

2.1 Epidemiologie 
 

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist weltweit eine der häufigsten Tumorerkran-

kungen. Die Inzidenz steigt ab dem 45. Lebensjahr fast exponentiell mit dem 

Lebensalter an und findet ihren Häufigkeitsgipfel zwischen dem 7. und 8. Le-

bensjahrzehnt. Vor dem 55. Lebensjahr entstehen etwa 10 % der kolorektalen 

Karzinome.1 Kommen CRC vor dem 40. Lebensjahr vor, muss an eine geneti-

sche Prädisposition, wie dem Lynch-Syndrom, (früher hereditäres, nicht Poly-

posis assoziiertes kolorektales Karzinom, HNPCC) oder der familiären adeno-

matösen Polyposis (FAP) gedacht werden. Im Jahr 2012 erkrankten weltweit 

mehr als 1,3 Millionen Menschen an einem kolorektalen Karzinom. Männer sind 

dabei häufiger betroffen als Frauen. Weltweit ist das kolorektale Karzinom nach 

Lungen- und Brustkrebs mit 9,7 % der dritthäufigste maligne Tumor.2 

 

2.2 Inzidenz 
 

2012 waren in Deutschland laut IARC (International Agency for Research on 

Cancer) 493.780 Menschen an Krebs erkrankt, davon 63.572 an einem kolorek-

talen Karzinom. 36.567 Männer erkrankten an einem kolorektalen Karzinom, 

das entspricht 13,5 % aller Tumoren bei Männern; bei Frauen hingegen kam es 

zu 27.005 Krebsneuerkrankungen, was 12,1 % aller Tumoren bei Frauen ent-

spricht. Mit einer Inzidenz von 12,9 % ist das kolorektale Karzinom in Deutsch-

land somit der dritthäufigste Tumor.2 

 

In den USA gab es 2012 laut IARC 134.349 Neuerkrankungen mit kolorektalen 

Karzinomen (8,4 % aller Tumorerkrankungen), davon 65.304 (8,4 %) Frauen 

und 69.045 (8,4 %) Männer. Somit war es nach Brust-, Lungen- und Prosta-

takarzinomen der vierthäufigste Tumor. Jemal et al. unterschieden dabei zu-

sätzlich zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen. Dabei erkrankten neu ca. 

110.000 Menschen an einem Kolonkarzinom und 41.000 an einem Rektumkar-
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zinom. Im Gegensatz zu den Kolonkarzinomen traten die Rektumkarzinome 

vermehrt bei Männern auf.3 

 

 

 
 
Abb. 1: Übersicht über die Neuerkrankungen durch kolorektale Karzinome im Jahre 2012 in den 
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) und Deutschland (GER), w: Frauen, m: Männer 2 

 

2.3 Mortalität 
 

2012 starben weltweit 693.933 Menschen (320.294 Frauen und 373.639 Män-

ner) an einem kolorektalen Karzinom. Dies entspricht einer Mortalität von 8,5 %. 

In Deutschland zeigte sich 2012 eine höhere Mortalitätsrate. Es starben insge-

samt 25.473 der Patienten (13.464 Männer und 12.009 Frauen) an einem kolo-

rektalen Karzinom, entsprechend einer Mortalität von 11,7 %. In den USA star-

ben 55.259 Menschen an einem kolorektalen Karzinom (28.740 Männer und 

26.519 Frauen), entsprechend einer Mortalitätsrate von 9,0 %.2 
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2.4 Lokalisation 
 

Am häufigsten finden sich die kolorektalen Karzinome mit ca. 29 % im Rektum, 

gefolgt von Karzinomen des Colon sigmoideum mit 18 %. In absteigender Rei-

henfolge kommen Dickdarmkarzinome im Coecum (13 %), dem Colon transver-

sum (11 %), dem Colon ascendens (9 %) und dem Colon descendens (6 %) 

vor.4 In den letzten Jahrzehnten konnte ein Inzidenzanstieg rechtsseitig gelege-

ner Darmtumore bei gleichzeitiger Inzidenzabnahme rektosigmoidaler Tumore 

gesehen werden. Dies wird vor allem der Zunahme an Vorsorgeuntersuchun-

gen zugesprochen.5 

 

2.5 Ätiologie 
 

Viele umfangreiche genetische, epidemiologische und experimentelle Studien 

haben gezeigt, dass die Entstehung von kolorektalen Karzinomen multifaktoriell 

bedingt ist. Neben endogenen Faktoren müssen auch exogene Einflüsse wie 

Umwelt oder Ernährung als Ursache bzw. als Risikofaktor in die Entstehung ei-

nes kolorektalen Karzinoms einbezogen werden. Andererseits gibt es auch pro-

tektive Faktoren, die dem kolorektalen Karzinom bei seiner Entstehung entge-

genwirken. 

 

2.5.1 Ernährung und Lebensgewohnheiten 
 

Mehrere wichtige Risikofaktoren, die an der Entstehung eines kolorektalen Kar-

zinoms beteiligt sind, werden unter dem Begriff des „westlichen Lebensstils“ 

(WHO: Western-type-lifestyle) zusammengefasst. Darunter fallen unter ande-

rem bestimmte Essgewohnheiten, Rauchen, Alkoholtrinken sowie die Umwelt-

faktoren in Industrienationen. So zeigen u. a. Migrationsstatistiken eine Risiko-

anpassung von Menschen, die von Entwicklungsländern in Industrieländer 

auswandern. Parallel dazu konnte bei solchen Einwanderern die Übernahme 

der Ernährungsgewohnheiten des Gastlandes mit vermehrter Kalorienauf-

nahme sowie vermehrter Zufuhr an Fett und Cholesterin festgestellt werden.6  
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Im Gegensatz dazu wird durch eine ausgewogene vegetarische Ernährung das 

Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken gesenkt.7–9 Choe et al. 

konnten zeigen, dass sich das relative Risiko (RR) an einem kolorektalen Kar-

zinom zu erkranken, bei täglicher Aufnahme von 30 bis 45 g Alkohol ge-

schlechtsunabhängig auf 1,16 erhöht. Bei einem Konsum von mehr als 45 g/d 

steigt das RR auf 1,41.10 Rauchen erhöht ebenfalls das Risiko, an einem kolo-

rektalen Karzinom zu erkranken.11,12 Martinez et al. konnten nachweisen, dass 

ein Body Mass Index (BMI) von 29 bei Frauen das RR an kolorektalen Karzi-

nom zu erkranken, auf 1,45 erhöht.13,14 Körperliche Aktivität hingegen zeigte in 

mehreren Studien eine protektive Wirkung.15, 16 

 

2.5.2 Familiäre Häufung 
 

Etwa 30 % der Dickdarmkarzinome zeigen eine familiäre Häufung und haben 

eine polygenetische Ursache. Das mittlere Risiko, selbst an einem kolorektalen 

Karzinom zu erkranken, ist bei Verwandten ersten Grades auf das ca. 2,5 fache 

erhöht.17 Untersuchungen des National Cancer Institute zeigen in den Sur-

veillance Epidemiology and End Results (SEER)-Krebsstatistiken einen Unter-

schied der Inzidenz bezogen auf die ethnische Gruppe. Aus verschiedenen Da-

ten, die in den USA u.a. für kolorektale Karzinome erhoben wurden, besteht ein 

erhöhtes Risiko vor allem für afrikanischstämmige Amerikaner. Seltener dage-

gen ist das Auftreten eines kolorektalen Karzinoms bei weißen Amerikanern 

bzw. mit hispanischem Hintergrund.18 

 

2.5.3 Erbliche (hereditäre) Formen des kolorektalen Karzinoms 
 

Hereditäre kolorektale Karzinome machen 5-10 % aller kolorektalen Karzinome 

aus. Das Lynch-Syndrom ist mit 2-3 % die größte Gruppe der hereditären kolo-

rektalen Karzinome. Dieses zeigt einen autosomal dominanten Erbgang. Eine 

Diagnose ist anamnestisch, immunhistologisch oder molekularpathologisch zu 

sichern.19 Das Lynch-Syndrom ist charakterisiert durch einen Funktionsverlust 

der Missmatch-Repair-Gene (MMR-Gene), die Fehler während der DNA-

Replikation beseitigen. Die Mikrosatelliteninstabilität beim Lynchsyndrom ba-
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siert auf einer Keimbahnmutation in den MMR-Genen.20, 21 Inzwischen sind 

sechs Gene identifiziert worden, deren Mutation zu einem Lynch-Syndrom füh-

ren können: MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1, PMS2. Am häufigsten (etwa 

90 % der Fälle) sind die Gene MLH1 und MSH2 betroffen.22 

 

Die FAP (familiäre adenomatöse Polypose) ist die zweithäufigste erbliche Form 

des kolorektalen Karzinoms und zeigt ebenso einen autosomal dominanten 

Erbgang. Die FAP ist im Gegensatz zum Lynch-Syndrom in der Regel klinisch-

endoskopisch zu diagnostizieren. Kennzeichnend ist das Auftreten von hunder-

ten (100-5000) Polypen in Kolon und Rektum mit Prädominanz eines rechtssei-

tigen Kolonbefalls. Bereits vor dem 20. Lebensjahr auftretende Adenome gehen 

unbehandelt zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr in Karzinome über. Die Pe-

netranz beträgt 100 %. Die Ursache ist eine APC (adenomatous-polyposis-coli) 

Genmutation.19 Weitere erbliche CRC sind seltenere adenomatöse Polyposis-

syndrome wie das AFAP und MAP, eigenständige erbliche CRC wie die serra-

tierte Polyposis (SP) oder hamartöse Polyposissyndrome (Peutz-Jeghers-

Syndrom, Juvenile Polyposis, Cowden-Syndrom).19,23  

 

2.5.4 Pharmakologische und hormonelle Faktoren 
 

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass nicht steroidale Antiphlogisti-

ka (NSAR) und COX-2-Hemmer die Inzidenz von Kolon-Adenomen senken. Je-

doch wurde für keines dieser Medikamente ein positiver Effekt hinsichtlich des 

Entstehens eines kolorektalen Karzinoms nachgewiesen.24–27 Des Weiteren 

haben weibliche Hormone eine protektive Wirkung auf die Entstehung eines ko-

lorektalen Karzinoms. So zeigen verschiedene Forschergruppen, dass Östro-

gen zusammen mit Progesteron die Inzidenz von CRC an postmenopausalen 

Frauen senkt.28–30 
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2.6 Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 

2.6.1 TNM-Klassifikation 
 

Die TNM-Klassifikation beschreibt in Form einer Facettenklassifikation ver-

schiedene Eigenschaften von malignen Tumoren und erlaubt Aussagen über 

das voraussichtliche Verhalten von Tumorerkrankungen. Für kolorektale Tumo-

re gilt nach UICC (Union Internationale Contre le Cancer) 2017 folgende TNM-

Klassifikation:  

 

T Eindringtiefe des Primärtumors 

T1 Submukosa 

T2 Muskularis propria  

T3 Subserosa, perikolisches bzw. perirektales Gewebe 

T4a 

T4b 

Viszerales Peritoneum  

Infiltration direkt in andere Organe 

 

N Befall der regionären Lymphknoten mit Primärtumor 

N1a 1 Lymphknoten  

N1b 2-3 Lymphknoten 

N1c Satellitenläsionen ohne regionalen Lymphknotenbefall 

N2a 4-6 Lymphknoten  

N2b ≥ 7 Lymphknoten  

 

M  Fernmetastasen 

M1a 

M1b 

M1c 

1 Organ 

≥ 2 Organe oder Peritoneum 

Metastasen im Peritoneum mit/ohne Metastasen in anderen Organen 

 

Weitere Eigenschaften, die in die TNM-Formel, jedoch nicht in die UICC- Klassi-

fikation einfließen, sind: 
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R Resttumorgewebe nach Operation 

R0 Kein Resttumor 

R1 Mikroskopisch sichtbare Tumorreste 

R2 Makroskopisch sichtbare Tumorreste 

 

L Lymphgefäßinvasion des Tumors 

L0 Keine Tumorzellen in Lymphbahn eingebrochen 

L1 Tumorzellen in Lymphbahn eingebrochen 

 

V Veneninvasion des Tumors 

V0 Kein Einbruch des Tumors in Venen  

V1 Mikroskopisch sichtbarer Einbruch des Tumors in Venen  

V2 Makroskopisch sichtbarer Einbruch des Tumors in Venen 

 

Pn Perineurale Invasion des Tumors  

Pn1 Tumorzellen befallen auch das Gewebe, das Nerven umgibt 

Pn1 Tumorzellen befallen auch das Gewebe, das Nerven umgibt 

 

X  keine Angaben möglich 

 

2.6.2 Tumorstadieneinteilung nach UICC 
 

Durch die UICC werden verschiedene TNM-Stadien zusammengefasst, 

wodurch eine standardisierte Therapie nach spezifischen Schemata erfolgen 

kann. Im Vergleich die ältere, früher in angloamerikanischen Ländern ange-

wandte Dukes-Klassifikation:  
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UICC TNM-System 
Dukes-

Einteilung 

Stadium 0 Tis N0 M0  

Stadium I T1, T2 N0 M0 A 

Stadium II T3, T4 N0 M0 B 

Stadium IIA T3 N0 M0  

Stadium IIB T4a N0 M0  

Stadium IIC T4b N0 M0  

Stadium III Jedes T N1, N2 M0 C 

Stadium IIIA 
T1, T2 N1 M0 

 
T1 N2a M0 

Stadium IIIB 

T1, T2 N2b M0 

 T2, T3 N2a M0 

T3, T4a N1 M0 

Stadium IIIC 

T3, T4a N2b M0 

 T4a N2a M0 

T4b N1, N2 M0 

 
 

Stadium IV Jedes T Jedes N M1 D 

Stadium IVA Jedes T Jedes N M1a  

Stadium IVB Jedes T Jedes N M1b  

Stadium IVC Jedes T Jedes N M1c  

 
Tabelle 1: UICC-Klassifikation und Dukes-Einteilung31, 32 
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2.7 Histologische Typen des kolorektalen Karzinoms 
 

Die histologischen Typen der WHO-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 

von 2010 zeigt Tabelle 2. Die häufigste Form ist das „organtypische“ Adenokar-

zinom, meist als Adenokarzinom vom kolorektalen Typ bezeichnet, das etwa 90 

Prozent der kolorektalen Karzinome ausmacht. Am zweithäufigsten kommen 

verschleimende (muzinöse) Karzinome vor. Zwar können auch Adenokarzino-

me vom kolorektalen Typ muzinöse Anteile aufweisen, aber erst wenn mehr als 

50 Prozent des Tumors eine extrazelluläre Verschleimung aufweisen, spricht 

man von einem muzinösen Karzinom. Ca. 8-10 % der kolorektalen Karzinome 

sind verschleimende Adenokarzinome. Eine Sonderform der verschleimenden 

Karzinome sind mit 1-2 % die Siegelringzellkarzinome, bei denen mehr als 50 

Prozent der Tumorzellen intrazellulär gebildetes Muzin beinhalten. Alle weiteren 

möglichen histologischen Typen kommen seltener vor, wobei generell jede his-

tologische Tumorvariante möglich ist.  In weniger als einem Prozent zählt die 

WHO kleinzellige Karzinome, Plattenepithelkarzinome, adenosquamöse Karzi-

nome, medulläre Karzinome und undifferenzierte Karzinome auf.33 

 

Histopathologie 
 
Adenokarzinom 

 ICD-O 
 
8140/3 

   
Cribriform comedo-type Karzinom 
Medulläres Karzinom 

 8201/3 
8510/3 

Mikropapilläres Karzinom 
Muzinöses Adenokarzinom 

 8265/3 
8480/3 

Serratiertes Adenokarzinom 
Siegelringzellkarzinom 

 8213/3 
8490/3 

   
Adenosquamöses Karzinom 
 

 8560/3 
 

Spindelzellkarzinom 
 

 8032/3 
 

Plattenepithelkarzinom 
 

 8070/3 
 

Undifferenziertes Karzinom  8020/3 

 
Tabelle 2: Vorkommen der histologischen Subtypen des kolorektalen Karzinoms3 
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2.8 Grading – Histologische Differenzierung  
 

Das Grading für den histologischen Haupttyp des „organtypischen“ Adenokarzi-

noms vom kolorektalen Typ erfolgt auf der Basis des Vorhandenseins oder 

Fehlens drüsiger (glandulärer) Zellformationen. Die nachfolgende Tabelle zeigt 

nach WHO-Einteilung die unterschiedlichen Differenzierungsgrade: 

 

Kriterien   Differenzierungsgrad Grading 

> 95 %  glanduläre Zellformationen   hochdifferenziert 1 

50-95 % glanduläre Zellformationen   mäßig differenziert 2 

5-49 %  glanduläre Zellformationen   schlecht differenziert 3 

< 5 %    glanduläre Zellformationen   undifferenziert 4 

 
Tabelle 3: Grading des kolorektalen Adenokarzinoms33 
 
 
Die meisten Adenokarzinome sind mit 70 % mäßig differenzierte, 10 % sind  gut 

differenziert (G1) und 20 % sind schlecht differenzierte bzw. undifferenzierte 

Tumore.34 

 

Das Grading des nicht organtypischem kolorektalen Karzinoms, also die Klassi-

fizierung muzinöser, siegelringzelliger und medullärer Karzinome, erfolgt nach 

der WHO-Klassifikation auf der Basis molekularpathologischer Kriterien. Mikro-

satellitenstabile (MSS) Karzinome werden als high grade Karzinome, mikrosa-

telliteninstabile Karzinome (MSI-H) als low grade Karzinome klassifiziert. 

 

2.9 Tumor Budding  
 

An der Invasionsfront kolorektaler Karzinome finden sich unterschiedliche 

Wachstumsmuster der Tumorzellen. Es gibt Tumore, die eine breite Invasions-

front aufweisen, aber auch Tumore mit Tumoreinzelzellen, das sogenannte 

Budding. Dieses Tumor Budding wurde erstmals von Imasi 1949 beschrieben. 

Allerdings nannte er diese Beobachtung an der Invasionsfront nicht Budding 
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sondern „Sprouting“. Der Begriff Budding wurde erstmals von Hase et al. in Zu-

sammenhang mit kolorektalen Karzinomen benutzt. Dabei zeigte sich eine sig-

nifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von Budding und der Re-

zidivrate sowie dem Überleben von Patienten.[35] Mehrere Studien zeigten, 

dass es größere prognostische Validität als das allgemeine Grading haben 

könnte.35 

 

Dem morphologischen Bild des Buddings liegt ein embryonales Zellprogramm 

der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) zugrunde.36 EMT ist eine Ab-

folge von Zellveränderungen, die einer Epithelzelle erlaubt, seinen durch starke 

interzellulare Verbindungen charakterisierten epithelialen Zellverband zu ver-

lassen und sich in eine unabhängige fibroblastenartige Zelle mit migrativen Ei-

genschaften zu verwandeln und so in die extrazelluläre Matrix einzudringen. 

Dieser Prozess erlaubt es, während der Embryonalperiode aus einem ein-

schichtigen Epithel der Keimscheibe die komplexen Gewebsstrukturen eines 

Embryos zu entwickeln. EMT, dieser hochkomplexe, kontrolliert ablaufende 

Prozess, der von einer Vielzahl verschiedener Transkriptionsregulator-Familien 

unter Mitwirkung verschiedener Signaltransduktionswege kontrolliert wird, ist in 

den meisten ausgereiften Geweben stark restringiert.37  

 

 

Abb. 2a: Mikroskopischer Schnitt mit Tumor Budding aus dem von uns ausgewähltem Kollektiv 
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Abb. 2b: Mikroskopischer Schnitt mit Tumor Budding aus dem von uns ausgewähltem Kollektiv  

 

2.10 Karzinogenese 
 

Die Reifung des normalen Oberflächenepithels des Darmes, ausgehend von 

der Stammzelle an der Kryptenbasis, bis zur Oberfläche dauert 3 bis 4 Tage 

und unterliegt einer strengen spatiotemporalen Regulation.  

 

Die Stammzellen des Kryptenepithels sind durch einen embryonalen Methylie-

rungsstatus gekennzeichnet und werden von den die Krypten umgebenden 

Stromazellen, den perikryptischen Myofibroblasten38 mit Wnt-Signalweg-

Liganden versorgt. Diese Liganden können über einen negativen Rückkopp-

lungsmechanismus (methylierte APC-Promotoren) das APC-Gen unterdrücken 

und so zu einer erhöhten β-Catenin-Konzentration im Zytoplasma führen. Die 

Tochterzelle wird dann entlang der Längsachse des Tubulus durch fortwähren-

de nachfolgende Teilungen zur Oberfläche transportiert und reift aufgrund des 

Wegfalls der Wnt-Signale, der am Boden der Krypten zurückbleibenden 

Stromazellen, unter strikter Kontrolle des β-Cateninspiegels durch das APC-

Gen aus. Durch den Wegfall der Wnt-Signale wird das APC-Gen aktiviert, was 

zu einem Abbau von β-Catenin im Zytoplasma der sich entwickelten Zelle führt. 

Der embryonale Methylierungsstatus der Tochterzelle ändert sich ebenfalls.  
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Bei der multifaktoriellen Karzinogenese hin zum kolorektalen Karzinom wird nun 

dieser physiologische Prozess durchbrochen. Dies kann zum einen durch einen 

Verlust der Heterozygosität (LOH) durch Mutation des APC-Gens oder des β-

Catenin-Gens erfolgen, zum anderen, dass die Tochterzelle im Methylierungs-

status der Kryptenstammzelle verharrt. Das erhöht deren Empfindlichkeit zum 

Erwerb verschiedener weiterer Mutation in anderen Genen, die bei der Ausrei-

fung der Epithelzelle beteiligt sind, denn die Mutation eines Gens allein reicht 

nicht zur Entwicklung eines Karzinoms aus. Hier müssen mehrere weitere ge-

netische Veränderungen hinzukommen.  

 

 
Abb. 3: Die Karzinogese beim CRC geht von Stammzellen am Kryptenboden aus39 
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Basierend auf diesen Zusammenhängen können nun drei Entwicklungswege 

des sporadischen kolorektalen Karzinoms abgegrenzt werden, an denen u.a. 

folgende molekulare Mechanismen beteiligt sind:  

 

a) Chromosomale Instabilität (CIN),  

b) Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen (p16, p53, APC, 

KRAS, BRAF, Beta-Catenin), Wnt-Signalweg, Mikrosatelliteninstabilität (MSI),  

c) Änderung des Status der Methylierung von Genen mit Ausbildung des CpG 

island methylator phenotype (CIMP).40  

 

 

 

 
 

Abb. 4: Die Karzinogenesewege des kolorektalen Karzinoms 50, 94 (Gelb: primäre Mutationen der 
Adenomentstehung; grün: zusätzlich erworbene genetische Veränderungen zur Karzinoment-
stehung; blau: notwendige Veränderung für Invasion und Metastasierung. EMT = epithelial-
mesenchymale Transition) 
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2.10.1 Adenom-Karzinom-Sequenz nach Vogelstein (Chromosomale 
Instabilität  und Tumorsuppressor-Phänotyp) 

 

Etwa 60 Prozent der sporadischen kolorektalen Karzinome zeigen eine chro-

mosomale Instabilität (CIN) des Tumorsuppressor-Phänotyps. Muto et al. zeig-

ten 1975 auf der Basis morphologischer Analysen für das kolorektale Karzinom 

die Adenom-Karzinom-Sequenz, ausgehend von einer normalen Mukosa, die 

Entstehung eines tubulären Adenoms aus einem aberranten Kryptenfokus über 

schwergradige Dysplasien zum Karzinom. Vogelstein et al. konnten 1990 die 

zugrunde liegenden verschiedenen genetischen Mutationen entschlüsseln. So 

konnte ein erstes molekulares Tumorprogressionsmodell für die Entstehung 

von kolorektalen Karzinomen formuliert werden.41 Dieses Modell ist auch heute 

noch für die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP), sowie die Mehrzahl der 

sporadischen kolorektalen Karzinome anerkannt.  

 

In Vogelsteins Modell steht am Anfang die Mutation des Tumorsuppressorgens 

APC auf Chromosom 5. Physiologischerweise reguliert APC die zytoplasmati-

sche ß-Catenin-Konzentration indem es mit zytoplasmatischem ß-Catenin eine 

Bindung eingeht. Das APC-gebundene ß-Catenin wird phosphoryliert und im 

Proteasom abgebaut. Fehlt APC, bindet sich ß-Catenin fälschlicherweise an 

den Transkriptionsfaktor 4 (TCF4). Der ß-Catenin-TCF4-Komplex führt nach 

Verlagerung in den Zellkern zu einer Genaktivierung. APC bewirkt somit eine 

Blockade des genaktivierenden Wnt-Signalwegs, einem physiologischen Pro-

zess während der Entwicklung von der Stammzelle zur reifen Epithelzelle. Erst 

der Verlust des zweiten Allels des APC-Gens (Verlust der Heterozygosität) führt 

jedoch zu dessen Funktionsverlust. Rund 60 % der kolorektalen Karzinome und 

63 % der Adenome haben eine Mutation im APC-Gen. Bei FAP ist diese Muta-

tion obligat, bei der Mehrzahl der sporadischen kolorektalen Karzinome ist die-

ser Weg an der Entstehung beteiligt.41–48 

 

Eine weitere wichtige frühe genetische Veränderung in der Genese des kolo-

rektalen Karzinoms sind Mutationen im KRAS-Gen (Kirsten rat sarcoma viral 

oncogene homolog) oder im NRAS-Gen (Neuroblastoma RAS viral oncogene 

homolog). RAS sind Protoonkogene (Gene, die durch Mutationen in Onkogene 
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umgewandelt werden können) und haben wichtige Funktionen u. a. im Zell-

wachstum und der Zelldifferenzierung über den RAS-RAF-MEK-ERK-

Signalweg.49 Kommt es in empfangsbereiten Zellen zu KRAS-Mutationen, führt 

dies zu einer erhöhten Proliferationsaktivität.49–51 Bei KRAS-Mutationen von ko-

lorektalen Karzinomen finden sich am häufigsten Mutationen im Codon 12 und 

Codon 13. Adenome zeigen in 12-75 % eine KRAS-Mutation, wobei diese umso 

häufiger vorkommt, je größer das Adenom ist. Adenome kleiner als 1 cm haben 

meist keine KRAS-Mutation.41,51,52 Laut Vogelstein et al. folgt die KRAS-

Mutation dabei meist der APC-Mutation; aus heutiger Sicht ist diese zeitliche 

Komponente allerdings zu vernachlässigen.  

 

Funktionsverlust von APC und Mutation des KRAS-Gens führen zu einer erhöh-

ten proliferativen Aktivität des betroffenen Kolonepithels dessen morphologi-

sches Korrelat das Adenom darstellt. Die molekularen und morphologischen 

Charakteristika eines malignen Tumors werden jedoch durch Mutationen in die-

sen Genen nicht erreicht. Sie legen vielmehr auf der Basis einer erhöhten 

proliferativen Aktivität den Grundstein für eine erhöhte Empfindlichkeit weitere 

Mutationen zu akquirieren.  

 

Im nächsten Schritt hin zum Karzinom spielen im Vogelsteinmodell das Tumor-

suppressorgen p53 (Protein 53) auf Chromosom 17 (17p12-13) und Genverlus-

te auf dem kurzen Arm von Chromosom 18 (18q, hier finden sich unter ande-

rem die Gene DCC (deleted in colorectal Carcinoma), SMAD2 und SMAD4) ei-

ne wichtige Rolle. Physiologisch ist p53 u. a. an der Einleitung des program-

mierten Zelltodes in Folge von DNA-Schäden beteiligt. p53 ist ein wichtiger 

Kontrollpunkt in der Interphase, des Überganges von der G1-Phase in die Syn-

thesephase. Bei Ausfall dieses Kontrollmechanismus kann eine fehlerfreie 

Vermehrung der DNA nicht mehr gewährleistet werden; fehlerhafte DNA wird 

dann an die Tochterzellen weitergegeben.53 Neben Mutationen im p53-Gen 

(meist handelt es sich um Punktmutationen) sind strukturelle Allelverluste für 

den Verlust der Heterozygosität verantwortlich.54 p53-Mutationen sind in weni-

ger als 10 % der Adenome und in 31-78 % der CRC zu finden. Das DCC, ein 

weiteres Tumorsuppressorgen, liegt auf Chromosom 18q21-22. Bei ca. 4 % der 

kolorektalen Karzinome wurde diese Mutation nachgewiesen.41,55 
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Der Einfluss der oben beschriebenen genetischen Veränderung führt zu einem 

charakteristischen Phänotyp mit struktureller Chromosomenveränderung (Poly-

ploidie, Aneuploidie, Deletion und Vermehrung von Chromosomenabschnitten) 

den sogenannten CIN-Phänotyp oder Tumorsuppressorphänotyp.56 Diese Tu-

more sind mikrosatellitenstabil (MSS) und zeigen keine Störungen des Methy-

lierungsstatus ihrer Gene (CIMP-negativ).  

 

2.10.2 Serratierter Karzinogeneseweg 
 

Als Ausgangsläsion wird der hyperplastische Polyp angesehen. Am Anfang 

stehen hier Mutationen des BRAF-Gens und Verluste der Funktion von p16. 

Das morphologische Korrelat ist dann das sessile serratierte Adenom. Diese ini-

tialen Mutationen führen zu einer Störung der Apoptose und zur Überalterung 

der Zellen mit der Konsequenz eines hypermethylierten Genoms u.a. in GC-

reichen Promotorabschnitten der DNA. Toyota et al. postulierten 1999 für eine 

Untergruppe der kolorektalen Karzinome diesen Mechanismus der Karzino-

mentstehung (CIMP), charakterisiert durch eine ausgedehnte Methylierung sie-

ben Cytosin-Guanin-reicher Genabschnitte (die sogenannten MINT = Methylati-

on in Tumor). Häufig hypermethylierte Gene sind CDKN2A (p16) und das 

Missmatch-Repairgen (MMR-Gen) MLH1. 

 

Insgesamt finden sich sieben MMR-Gene: MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, 

PMS1 und PMS2. Diese Proteine können Fehlpaarungen in DNA-

Doppelsträngen erkennen und herausschneiden.57,58 Vor allem repetitive 

Gensequenzen, das sind DNA-Abschnitte mit sich wiederholenden Mono- bzw. 

Dinukleotiden,  die Mikrosatelliten, sind empfindlich für Mutationen. Diese repe-

titiven Sequenzen sind häufig in genregulatorischen Promotorregionen vor den 

die Gene kodierenden DNA-Abschnitten gelegen. Der Methylierungsstatus (hy-

po- oder hypermethyliert) der betroffenen Promotorregion entscheidet darüber, 

ob das nachgeschaltete Gen abgelesen wird oder nicht. Handelt es sich um 

Tumorsuppressorgene oder Onkogene, hat das einen direkten Einfluss auf de-

ren Funktion, die dann je nach Methylierungsstatus an- oder abgeschaltet wird. 

Eine Hypermethylierung der genregulatorischen DNA-Abschnitte im Bereich der 
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MMR-Gene führt letztendlich über das Ausbleiben der Synthese der zugehöri-

gen MMR-Proteine zu einem Ausfall dieses DNA-Reparaturmechanismus59 und 

zur Akkumulation weiterer Mutationen, u.a. dem Ausfall von p53. Je nach An-

zahl der betroffenen MMR-Gene wird zwischen hochmikrosatelliteninstabilen 

MSI-H und niedrigmikrosatelliteninstabilen MSI-L Karzinomen unterschieden.  

 

Die molekularen Charakteristika der Karzinome des serratierten Karzinogene-

se-Weges sind somit eine BRAF-Mutation, CIMP mit hypermethylierten DNA-

Abschnitten und eine konsekutiv erworbene Mikrosatelliteninstabilität (MSI-L 

oder MSI-H). 

 

2.10.3 Der alternative Karzinogenese-Weg 
 

Die initiale genetische Veränderung des alternativen Karzinogeneseweges ist 

eine Mutation im KRAS-Gen, die zu den morphologischen Vorläuferläsionen ei-

nes villösen Adenoms oder eines traditionellen serratierten Adenoms führen. 

Erst im zweiten Schritt treten Veränderungen im WNT-Signalweg hinzu. Der 

Methylierungsstatus der Gene ist ebenfalls verändert, jedoch in einem geringe-

ren Ausmaß (als CIMP-L bezeichnet) als beim serratierten Karzinogeneseweg. 

Chromosomale Instabilität kommt vor. Die molekularen Charakteristika dieses 

Subtyps sind eine KRAS-Mutation, ein gering veränderter Methylierungsstatus 

(CIMP-L), eine Mikrosatellitenstabilität (MSS) oder eine geringe Mikrosatelliten-

instabilität (MSI-L).56  

 

2.11 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und Metastasierung 
 

Das Vorliegen von Fernmetastasen ist der entscheidende unabhängige Marker 

für die Prognose eines kolorektalen Karzinoms. Die den oben beschriebenen 

morphologischen und molekularen Charakteristika einer dynamischen Tumor-

progression und eines autonomen Tumorwachstums zugrunde liegenden Me-

chanismen haben in der Adenom-Karzinom-Sequenz ihr morphologisches Kor-

relat. Trotz Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, Methylie-

rung, chromosomaler Instabilität und Mikrosatelliteninstabilität sind die Tumor-
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zellen noch durch Interzellularkontakte verbunden und bilden tubuläre Struktu-

ren.  An der Invasionsfront hingegen zeigt sich ein abweichendes morphologi-

sches Bild. Die Tumorepithelien zeigen einen Verlust des Zellzusammenhan-

ges, dissoziieren in die Umgebung und bilden Tumoreinzelzellen oder kleine 

Tumorzellverbände. Morphologisches Korrelat ist das Tumorzellbudding. Die 

Tumorzellen verlieren morphologisch und molekulargenetisch die für Epithelzel-

len typischen Eigenschaften. Sie ähneln morphologisch mesenchymalen Zellen. 

Dieser als epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnete Prozess  ist 

vorübergehend und kann sich in der Metastase umkehren in die Form einer 

mesenchymal-epithelialen Transition (MET).60 Basis der EMT ist ein aberrantes 

WNT-Signaling mit β-Catenin-Akkumulation im Zellkern der Tumorzellen an der 

Invasionsfront im Gegensatz zu den Zellen im Tumorzentrum mit membranöser 

β-Catenin-Expression. β-Catenin ist eines der Hauptproteine im Cadherin-

Catenin-Komplex von Zell-Zellverbindungen.61 Die intrazelluläre Verteilung des 

β-Catenins (nukleär versus membranös) und somit der Tumorzellphänotyp (dif-

ferenziert im Tumorzentrum versus EMT mit Budding an der Invasionsfront) 

werden maßgeblich von den Zellen in der Umgebung des Tumors, dem Tu-

mormilieu oder Tumormikroenvironment beeinflusst.  

 

Durch die vom Tumormikroenvironment mittels Zytokinen (TGFβ, TNFα, TFF, 

IGF, EGF, HGF) über Tyrosinkinasen induzierte Phosphorylierung des β-

Catenins führt zu dessen nukleärer Akkumulation.  

 

Zu den durch β-Catenin beeinflussten nukleären Zielgenen zählen Proliferati-

onsgene (c-myc, cyclin-D1), onkogene Transkriptionsfaktoren (c-jun, efs2, fra-1, 

ITF1), Tumorsuppressorgene (conductin/axin-2, Tcf-1), trophische (Gastrin, 

PPARdelta) und morphogenetische Faktoren (BMP-4, ephrinB2/B3). Zudem 

werden Gene, die EMT und Metastasierung ermöglichen, von einer nukleären 

β-Catenin-Akkumulation beeinflusst. Dazu zählen Gene, die Stammzelleigen-

schaften (MDR, survivin) und Differenzierungsverlust (Cdx1, Id2, Enc-1) indu-

zieren, bzw. für die ein direkter Zusammenhang als EMT-Inducer (slug) gezeigt 

werden konnte. Weiterhin sind Einflüsse des β-Catenins auf die Angiogenese 

(V-EGF), die Degradation von extrazellulären Matrixproteinen (MMP-7, MMP-
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26, MT1-MMP und UPA-R), die Migration fördernden Gene (laminin, fibronectin) 

und CD44 beschrieben. 

 

EMT wird zusätzlich von Tumormilieufaktoren durch Aktivierung von EMT-

Inducern (snail, slug, ZEB1) beeinflusst. Das Tumormikroenvironment hat über 

MMPs zudem Einfluss auf die E-Cadherin-Funktion.62  

 

 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung der EMT und MET 60 

 

2.12 Signaltransduktionswege in kolorektalen Karzinomen 
 

Signaltransduktoren sind rezeptorgekoppelte Moleküle (Proteine), die nach An-

binden des Signalmoleküls an den Rezeptor in einen aktivierten Zustand ver-

setzt werden und nachgeschaltete intrazelluläre Signalkaskaden auslösen, die 

unterschiedlichste, zellspezifische Funktionen aktivieren, aber auch eine we-

sentliche Rolle bei der Aktivierung von Zellproliferation, Überleben und auch 

Apoptose spielen.  
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Hierzu zählen membranassoziierte G-Proteine, die zytoplasmatisch nahe der 

Zellmembran lokalisiert sind und die guaninhaltige Nucleotide (GTP und GDP) 

binden können. Hierzu zählen RAS-Proteine und das Mitogenaktivierende Pro-

teinkinasesystem (MAPK-System). Zytoplasmatisch lokalisierte Serin-Threonin-

Proteinkinasen werden unter dem Einfluss von Mitogenen aktiviert, z.B. Pro-

teinkinase C. Sie phosphorylieren weitere Proteine und versetzen diese damit 

ebenfalls in einen aktiven Zustand. Einige Tumorpromotoren werden darüber 

aktiviert. 

 

2.12.1 Mitogenaktivierende Kinase (MAPK) System  
 

 

 

 
Abb. 6: MAPK-Signaltransduktionsweg63  

 

Wenn sich ein extrazellulärer Ligand an den EGF-Rezeptor bindet, wird der 

MAPK-Signalweg über eine nachgeschaltete aufeinander folgende aktivierende 

Kaskade aus Proteinkinasen (KRAS, BRAF, MEK, ERK) aktiviert (Abbildung 6). 

So werden über intrazelluläre Wege unter anderem Zellproliferation, Angioge-

nese, Migration und das Zellüberleben beeinflusst. Bei Tumoren kann eine Mu-



 23 

tation in einem der Teile des MAPK-Systems zu einem unkontrollierten Wachs-

tum führen. 

 

Häufige Mutationen im MAPK-System bei kolorektalen Karzinomen betreffen 

das KRAS- und das BRAF-Gen. KRAS-Mutation in Codon 12 oder Codon 13 

von Exon 2 bzw. Codon 61 von Exon 3 oder die V600E-Mutation im BRAF-Gen 

sind hierbei die häufigsten Mutationen.64 RAS-Mutationen führen zu einer un-

kontrollierten Aktivierung der nachfolgenden Proteinkinasen, die nicht durch ei-

ne Blockierung der vorgeschalteten Kinasen oder des EGF-Rezeptors unter-

brochen werden kann. Eine Anti-EGFR-Therapie kommt deshalb nur bei Wild-

typ-Tumoren zum Einsatz.  

 

2.12.2 Rat sarcoma viral oncogene homolog (RAS) 
 

RAS-Proteine gehören zur Gruppe der kleinen GTPasen mit einer Molekülmas-

se von 20-40 Kilodalton.65,66 RAS-Proteine sind onkogene Signaltransduktoren 

(membranassoziierte G-Proteine) mit stimulierender Wirkung auf den Zellzyklus 

und einer hemmenden Wirkung auf die Apoptose. Durch ein extrazelluläres 

Signal wird ein Tyrosinkinaserezeptor autophosphoryliert. Dadurch kommt es zu 

einer Protein-Protein-Komplexbildung der RAS-Proteine mit guaninhaltigen Nu-

cleotiden, die entweder inaktivierend (GDP) oder aktivierend (GTP) wirken. Ak-

tiviertes RAS stimuliert weitere Proteine und mündet in das MAPK-System. 

RAS-Proteine können zum einen in der inaktiven GDP-gebundenen Konforma-

tion oder der aktiven GTP-gebunden Form vorliegen.67,68 Mutationen im RAS-

Onkogen bewirken, dass RAS überwiegend in seiner aktivierten GTP-

gebundenen Form vorliegt.69,70 Bis heute wurden mehr als 100 weitere G-

Proteine entdeckt.67,68 

 

Große Bedeutung beim kolorektalen Karzinom hat vor allem KRAS (Kirsten rat 

sarcoma viral oncogene homolog). KRAS ist bei ca. 30 % aller Tumoren mu-

tiert, dabei findet sich die höchste Prävalenz bei Pankreastumoren (90 %).71 In 

kolorektalen Karzinomen werden in der Literatur 30-50 % KRAS-Mutationen 

erwähnt.51,72–76 Dabei treten die Mutationen vorwiegend in Codon 12 und 13 

von Exon 2 und in Codon 61 von Exon 3 und sowohl im Primärtumor als auch 



 24 

in Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen auf.50,77–79 Unabhängige Studien zeig-

ten, dass eine KRAS-Mutation mit einer schlechteren Prognose korreliert.72,75,80 

 

2010 präsentierte die American Society of Clinical Oncology (ASCO)-Gruppe 

eine großangelegte KRAS Untersuchung. Dabei wurden mehr als 16.000 kolo-

rektale Karzinome untersucht. Sie zeigten, dass mehr als 75 % der Mutationen 

die Punktmutationen G12D und G12V und G13D in Exon 2 betreffen.81 

 

Mutation Neumann et al5 Chan et al82 Codon 

c.35G>A (G12D) 14,1 % (36,0 %) 33,5-34,4 %  

c.35G>T (G12V) 8,5 % (21,8 %) 21,9-24,4 %  

c.34G>T (G12C) 3,1 % (8 %) 7,9 %  

c.34G>A (G12S) 2,6 % (6,5 %) 4,9-5,7 %  

c.35G>C (G12A) 2,4 % (6,0 %) 6,2-6,6 % 12 

c.34G>C (G12R) 0,5 % (1,3 %) 1,2-1,4 %  

c.34G>T; c.35G>T (G12F) 0,2 % (0,5 %) 0 %  

c.34G>A; c.35G>T (G12I) 0,1 % (0,3 %) 0 %  

c.38G>A (G13D) 7,3 % (18,8 %) 18,9-19,2 %  

c.37G>T (G13C) 0,3 % (0,8 %) <1 %  

c.37G>C (G13R) 0,1 % (0,3 %) <1 % 13 

c.38G>T (G13V) 0 % (0 %) <1 %  

c.37 G>A (G13S) 0 % (0 %) <1 %  

 
Tabelle 4: Häufigkeitsverteilungen von KRAS-Mutationen in Codon 12 und 13 von Exon 2 bei 
CRC5, 80  
 

2.12.3 Rapid accelerated fibrosarcoma bzw. rat fibrosarcoma (RAF) 
 

Die RAF-Proteine sind in drei Genen, ARAF, BRAF und RAF-1 kodiert.83 Die 

aktivierten RAF-Proteine phosphorylieren und aktivieren ihrerseits MEK-

Kinasen. Dabei sind diese drei Proteine nicht gleichermaßen befähigt in der Ak-
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tivierung der MEK-Kinase. In verschiedenen Studien ist BRAF der stärkste 

MEK-Aktivator unter den RAF-Proteinen.84–88 BRAF zeigt eine höhere Affinität 

zu MEK sowie eine höhere Phosphorylierungsrate.83,89 Im BRAF-Gen sind bis 

zu 30 Mutationen bekannt. Die häufigste BRAF-Mutation in menschlichen Tu-

moren betrifft die Punktmutation von Thymin zu Alanin im Exon 15, die eine 

Änderung der Aminosäuresequenz Valin zu Glutamat an der Position 600 im 

BRAF-Protein (V600E) zur Folge hat. BRAF-Mutationen treten in 5-15 % bei 

CRC auf und sind mit MSI assoziiert. Kolorektale Karzinome mit BRAF-

Mutationen zeigen morphologisch einen niedrigeren Differenzierungsgrad der 

Tumorzellen. Das gemeinsame Auftreten von KRAS- und BRAF-Mutationen in 

einem Tumor ist eine Rarität.90–92 

 

In den letzten Jahren konnten durch molekularpathologische Forschungen die 

Wichtigkeit weiterer Mutationen aufgezeigt werden. So konnte man in retro-

spektiven Untersuchungen anhand der OPUS-Studie zeigen, dass zusätzlich 

Mutationen des KRAS-Gens sowie des NRAS-Gens im Exon 3 (Codon 59 und 

61) und Exon 4 (Codon 117 und 146) bzw. des NRAS-Gens im Exon 2 (Codon 

12 und 13) ebenso wichtig für den Einsatz einer Antikörpertherapie sind.93 

 

 

Abb. 7: Häufigkeit von KRAS, NRAS und BRAF Mutationen in CRC9  (Marineblau: Exon 2 
KRAS; Dunkelblau: Exon 3 KRAS; Rot: Exon 4 KRAS; Gelb: NRAS Mutation; grün: BRAF Muta-
tionen; weiß: Wildtypen in CRC) 
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2.13 Molekulare Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 
 
Die oben beschriebenen Erkenntnisse über molekulare Veränderungen in kolo-

rektalen Karzinomen ermöglichen nach Haydon und Jass94 eine molekulare 

Klassifikation dieser Tumoren. Hierbei werden auf der Basis eines Vorhanden-

seins eines Methylatorphenotyps (CIMP) fünf Gruppen unterschieden. 

 

 

 
Abb. 8: Molekulare Klassifikation des kolorektalen Karzinoms nach Haydon und Jass94 

 

 

Typ 1 und 2 sind CIMP-positiv mit Mutationen im BRAF-Gen und unterscheiden 

sich durch eine Mikrosatelliteninstabilität bzw. stabile Mikrosatelliten. Typ 4 und 

5 mit Fehlen eines Methylatorphenotyps (CIMP-), die sich durch eine chromo-

somale Instabilität bzw. Mikrosatelliteninstabilität unterscheiden. Dazwischen 

liegt Typ 3 mit einer niedriggradigen CIMP (CIMPL), mit KRAS-Mutationen und 

stabilen Mikrosatelliten.  
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Kirchner und Jung klassifizieren die kolorektalen Karzinome auf der Basis des 

Vorhandenseins einer Mikrosatelliteninstabilität.95 

 
 

 
 
Abb. 9: Molekulare Klassifikation des kolorektalen Karzinoms nach Kirchner und Jung95  

 
sowie Mutationen im Onkogen KRAS in 
einer mehr oder weniger beliebigen Rei-
henfolge eine essenzielle Voraussetzung 
[13]. Allerdings findet sich die Kombina-
tion der 3 Mutationen im APC-, p53- und 
KRAS-Gen nur in ca. 7% aller untersuch-
ten kolorektalen Karzinome [30] und stellt 
somit im Gegensatz zum Multistep-carci-
nogenesis-Modell eher die Ausnahme dar. 

Die Mehrheit kolorektaler Karzinome ist 
durch die kombinierte Mutation von APC 
und p53 gekennzeichnet (ca. 30%). Neben 
diesen klassischen kolorektalen Karzi-
nomen sind zumindest noch die beiden 
Subgruppen hochgradiger („high- grade“) 
und niedriggradiger („low grade“) mikro-
satelliteninstabiler (MSI-H, MSI-L) kolo-
rektaler Karzinome und solche mit einem 

„CpG-island methylator phenotype“ 
(CIMP) bekannt. Allerdings überlappen 
sich diese Gruppen teilweise [38].  Diese 
kolorektalen Tumoren sind durch Mu-
tationen in anderen Genen und anderen 
Kombinationen gekennzeichnet. KRAS- 
und BRAF-Mutationen werden hierbei 
sehr häufig gefunden [38], müssen aber 
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Weitere molekulare und transkriptomische Klassifikationen wie die der großen 

Arbeitsgruppe des Cancer Genom Atlas96 und weiterer Gruppen haben zu einer 

integrierten molekularen Konsensus-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 

geführt.97  

 

 

 

 
 

Abb. 10: Integrierte molekulare Klassifikation des kolorektalen Karzinoms99  
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3 Patientenkollektiv  

3.1 Alter 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden 195 Dickdarm- und Rektumresektate von 

195 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom untersucht, 81 (42 %) Dick-

darmresektate von Frauen und 114 (58 %) von Männern. Das mittlere Patien-

tenalter betrug 66,2 Jahre, die Altersspanne reichte vom 24. bis zum 88. Le-

bensjahr. 

 

 
Abb. 11: Altersspanne des ausgewerteten Patientenkollektives 

 

3.2 Lage 
 
Die meisten Tumore fanden sich im Rektum (50/195, 26 %), gefolgt von 

Coecum (41/195, 21 %) und Colon sigmoideum (40/195, 20 %). Weniger häufig 

waren Tumore im Bereich des Colon ascendens (21/195, 11 %) sowie dem Co-

lon descendens und am rektosigmoidalen Übergang zu finden (jeweils 15/195, 

8 %). Am seltensten fanden sich Karzinome im Colon transversum (11/195,  

6 %). Somit fanden sich deutlich häufiger Tumoren linkskolisch 131/195 (67 %) 

als rechtskolisch 64/195 (33 %). 
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Abb. 12: Lokalisation der kolorektalen Karzinome des Patientenkollektives 

 

3.3 Grading 
 

Das Grading erfolgte gemäß der WHO-Einteilung in vier Graduierungsstufen.33 

Mäßig differenzierte (G2) Tumore fanden sich mit 71 % (139/195) am häufigs-

ten, gefolgt von 27 % (52/195) gering differenzierten (G3) kolorektalen Karzi-

nomen. Selten fanden sich gut differenzierte (G1) bzw. undifferenzierte Karzi-

nome (G4) in jeweils 1 % der Patienten (je 2/195). 

 

 
Abb. 13: Differenzierungsgrade der kolorektalen Karzinome des vorliegenden Patienten-
kollektives 
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3.4 Histologischer Subtyp 
 

Am häufigsten fand sich als histologischer Subtyp das typische Adenokarzinom 

des Kolorektums mit 91 % (178/195), gefolgt vom muzinösen Adenokarzinom 

mit 8 % (16/195). Lediglich ein Patient zeigte ein kleinzelliges Karzinom. 

 

 
Abb. 14: Histologische Subtypen der kolorektalen Karzinome des vorliegenden Patienten-
kollektives 

 

3.5 Klassifikation UICC-Stadium 
 

Patienten in fortgeschrittenen UICC-Tumorstadien (IV A und IV B) waren mit  

37 % (72/195 Fälle) am häufigsten zu finden. 32 % der Patienten (63/195), ein-

geteilt in die Untergruppen III A-C, hatten alleinige Lymphknotenmetastasen. 31 

Prozent der Patienten (60/195) hatten lediglich einen Primärtumor unterschied-

licher Eindringtiefe ohne Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen. 

 
Abb. 15: UICC-Stadien der CRC des vorliegenden Patientenkollektives 
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3.6 Morphologische Veränderung der Tumorepithelien innerhalb des 
Tumors und an der Invasionsfront  

 
An der Invasionsfront wurden in der hier vorgestellten Arbeit einerseits das Ab-

knospen von Tumoreinzelzellen (Budding) untersucht. Tumor Budding fand in-

nerhalb des Tumors (intratumorales Budding) oder an der Invasionsfront statt. 

Neben dem Abknospen von Tumoreinzelzellen wurden in der hier vorliegenden 

Untersuchung weitere morphologische Veränderungen analysiert. Die Art der 

Ausbreitung der Tumorzellkomplexe an der Invasionsfront wurde in zwei 

Grundmuster (Pattern) eingeteilt: Der Tumor dehnt sich breitflächig, gleichmä-

ßig begrenzt, in Form großer plumper Tumorzellkomplexe mit relativ scharf be-

grenzter Invasionsfront (Pattern breit) aus (Abbildung 16). Oder der Tumor brei-

tet sich nicht breitflächig, mit unregelmäßig geformter, nicht glatt begrenzter In-

vasionsfront und relativ kleinen Tumorzellkomplexen (Pattern nicht breit) aus 

(Abbildung 17). 

 

 

Abb. 16: Beispielhaft ein kolorektales Karzinom mit großen Tumorzellkomplexen und breiter 
Invasionsfront 
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Abb. 17: Beispielhaft ein kolorektales Karzinom mit kleinen Tumorzellkomplexen und unregel-
mäßiger Invasionsfront 

 

3.7 Veränderungen der nicht epithelialen Gewebskomponenten an der 
Invasionsfront – Stromareaktion/Umgebungsreaktion 

 
In der hier vorgelegten Arbeit wurden zwei grundsätzliche Gewebsreaktions-

muster in der Tumorumgebung unterschieden. Zum einen eine Gewebsreakti-

on, die durch eine Dominanz von Fibroblastenproliferaten gekennzeichnet war 

(fibroblastenreicher Typ, Abbildung 18.1 und 18.3). Zum anderen eine Gewebs-

reaktion, die durch eine morphologisch prominente Infiltration vom Immunzel-

len, insbesondere einer dichten Infiltration von Lymphozyten (IMLY, Abbildung 

18.2) charakterisiert war und kaum eine fibroblastäre Reaktion zeigte. Bei der 

fibroblastendominanten Umgebungsreaktion des den Tumor umgebenden 

Stroma wurde zwischen einer Gruppe mit geringer Immunreaktion und wenigen 

tumorassoziierten Makrophagen (TAM) (Fib1, Abbildung 18.1) und einer fib-

roblastenreichen Gewebsreaktion mit relativer starker Immunreaktion mit vielen 

TAMs, Granulozyten und Plasmazellen (Fib2, Abbildung 18.3) unterschieden. 
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Die folgenden Abbildungen 18.1.a-c zeigen eine fibroblastendominante Umge-

bungsreaktion mit geringer Immunreaktion und wenigen tumorassoziierten Mak-

rophagen (TAM): 

 
 
 
 

 Abb. 18.1.a 

 
 
 

Abb. 18.1.b 
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Abb. 18.1.c 

 
Die Abbildungen 18.2.a und b zeigen lymphozytenreiche Umgebungsreaktionen 

mit wenig fibroblastären Reaktionen: 

 
 

 
 
 

Abb. 18.2.a 
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Abb. 18.2.b 

 
Die Abbildungen 18.3.a-c zeigen fibroblastendominante Umgebungsreaktionen 

mit Plasmazellen dominierter Begleitinfiltration und fibroblastenreiche Gewebs-

reaktionen mit starker Immunreaktion (TAMs, Granulozyten und Plasmazellen):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 18.3.a 
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Abb. 18.3.b 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 18.3.c 
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4 Material und Methoden 

4.1 Materialien 

4.1.1 Geräte 
 

Name Hersteller 

ABI PRISM® 310 

Genetic Analyzer 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Assistent Reamix 2789 Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, 

Deutschland 

BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Biosprint Work Station 15 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

GelDoc 2000 Fotoausrüstung Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Heizplatte Medax GmbH & Co. KG, Neumünster, 

Deutschland 

Mehrfachdispenser HandyStep® Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland 

Mikroskop Axioskop 50 Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

Göttingen, Deutschland 

MJ Mini™ Personal Thermal 

Cycler 

Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Pipetten Eppendorf Reference® 

2,5 µl, 10 µl, 100 µl, 1000 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

PyroMark Q24 Cartridge Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark Q24 Instrument Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark Q24 Plate Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
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PyroMark Q24 Vacuum Prep 

Tool Filter Probe 

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark Q24 Vacuum  

Workstation 

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

 

Spannungsquelle Power Pac 300 Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Sub-Cell GT Elektrophorese-

kammer 

Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Thermocycler, T personal Biometra GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Video Graphic Printer  

UP-895CE 

Sony Corporation, Tokyo, Japan 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc, New York,  

USA 

Vortexer Lab dancer IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland 

Zentrifuge Biofuge fresco Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zentrifuge Biofuge 13 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zentrifuge mini Spin Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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4.1.2 Software 
 
ImageAccess Software Imagic Bildverarbeitung AG,  

Glattbrugg, Schweiz 

PyroMark Q24 Software Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Software QuantityOne Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

 

4.1.3 Gebrauchswaren 
 

Name Hersteller 

5-Tube Strip  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

5-Rod Cover Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Polyethylen Abdeckfolie für PCR Ratiolab GmbH Dreieich, Deutschland 

Centri Sep Spin Columns Applied Biosystems GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

DNA ExitusPlus IF™ Firma AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

DNA Remover™ 250 ml Sprühflasche Minerva Biolabs GmbH, Berlin,  

Deutschland 

DNA Remover Refill Bottle 4 x 500 ml DNA Remover Refill Bottle 4 x 500 ml 

Einmal-Kunststoffhülsen für BioSprint Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Eppendorf Tubes Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Genetic Analyzer Sample Septa  Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 
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Genetic Analyzer Sample Tubes  Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

High Density Printing Paper Type II 

UPP-110 HD 

Sony Corporation,Tokyo, Japan 

Kapillaren ABI, 47 cm 

 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Microseal B-Film 100 

 

Biorad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Latex Handschuhe Rotiprotect® Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Mikrotomklingen Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

PCR Gefäße 0,2 ml Ratiolab GmbH Dreieich, Deutschland  

PCR-Gefäß 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen ratiolab®, aeroject® 

tips: 10 µl, 100 µl, 1000 µl 

Ratiolab GmbH Dreieich, Deutschland 

Plastibrand® PD-Tips für  

Mehrfachdispenser 

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland 

QIAquick spin column Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Sample Tubes für ABI PRISM® 310 Applied Biosystems GmbH,  

Darmstadt, Deutschland 

Septa für Sample Tubes Applied Biosystems GmbH,  

Darmstadt, Deutschland 

Rotiprotect® – Latex Handschuhe Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  

Rührspatel 120 mm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht,  

Deutschland 
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Thermo-Fast 24 PCR-Platte  VWR International GmbH, Erlangen, 

Deutschland  

Transaflex® -Nitril Handschuhe Handelsgesellschaft Stolpe & Co. 

GmbH, Werheim, Deutschland 

Transporter für PyroMark 24-Plate Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Uvetten 220-1600 nm Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Vacuum Prep Tool  Filter Probes Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

 

4.1.4 Reagenzien 
 

Name Hersteller 

ABI cycle sequencing Mix 

 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland  

AE-Puffer (elution), pH 9,0 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

AL-Puffer (lysis)  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

ATL-Puffer (tissue lysis), pH 8,3 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

AW1-Puffer (wash) Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

AW2-Puffer (wash) Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Big Dye ABI Mix Applied Biosystems GmbH, 

Weiterstadt, Deutschland 

Big Dye 5 x Sequencing Puffer ABI Applied Biosystems GmbH, 

Weiterstadt, Deutschland 

Blue Juice Gelladepuffer New England Biolabs GmbH,  

Frankfurt a.M., Deutschland 
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DNA Molecular Weight Standard  

174-DNA Hae III 

New England Biolabs GmbH,  

Frankfurt a.M., Deutschland 

dNTP (5 x 20 µmol) Eurogentec GmbH, Köln, Deutschland 

Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol absolut reinst Firma AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland  

Ethidiumbromid Solution  

0,07 %, 15 ml 

AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Hi-Di™ Formamide ABI Applied Biosystems GmbH,  

Weiterstadt, Deutschland 

Hot Start Taq Plus Polymerase  

1000 U 

Firma Qiagen GmbH, Hilden,  

Deutschland 

MagAttract® Suspension G Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Puffer pH 4,006 PI4, pH 6,865 PL7, 

pH 9,180 PL9 

Wissenschaftlich Technische Werk-

stätten GmbH, Weilheim, Deutschland 

PyroMark® Validation Oligo Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Control Oligo Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Gold Q24 Reagents Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Pyromark® Gold Q96 Reagents Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Annealing Buffets Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Binding Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Denaturation Solution Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

PyroMark® Wash Buffer, 10 x Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Qiagen Proteinase K  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
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SeaKem LE Agarose Biozym Scientific GmbH,  

Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Streptavidin Beads GE Healthcare, Bio-Sciences, 

München, Deutschland 

TBE-Puffer, 10 x  AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Ultra Pure Water steril Seromed Biochrom AG, Berlin, 

Deutschland 

Xylol reinst PathoMed. Logistik GmbH, Viersen, 

Deutschland 

 

4.1.5 Kits 
 

Name Hersteller 

BigDye™ Terminator v1.1  

Reaction Kit 

ABI Applied Biosystems GmbH, 

Weiterstadt, Deutschland 

Biosprint 15 DNA Blood Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

ExoSap-it PCR Clean-up Kit USB Corporation, Cleveland, USA 

QIAquick PCR Purifikation Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

  

4.1.6 Primer 
 

Name Hersteller 

BRAF BioPrimer 

 

Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

BRAF15  

Forward, Reverse 

Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 
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BRAF Sequenzierprimer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

KRAS BioPrimer 

 

Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

KRAS 12 Primer 

Forward, Reverse 

Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

KRAS 13 Primer 

Forward, Reverse 

Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

KRAS Sequenzierprimer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, 

Deutschland 

 

4.2 Methoden 

4.2.1 DNA-Extraktion 

4.2.1.1 Entparaffinierung von paraffineingebettetem Tumorgewebe 

 
Je nach Gewebsmenge und Größe des in Paraffin eingebetteten Materials wur-

den für jeden Fall unterschiedlich viele Schnitte mit einer Dicke von 10 µm her-

gestellt. War das eingebettete Tumorgewebe unter 0,5 cm Durchmesser groß, 

wurden ca. dreißig Schnitte hergestellt. War das zu untersuchende Material 

zwischen 0,5 cm und 1 cm Durchmesser groß, wurden zwischen 10 und 20 

Schnitte angefertigt. Bei einem Durchmesser größer 1 cm maximal 10 Schnitte. 

Die Paraffinschnitte wurden via Rührspatel in ein 1,5 ml großes Eppendorfge-

fäß überführt. Die Entparaffinierung begann durch Zugabe von 1000 µl Xylol in 

das Eppendorfgefäß. Anschließend wurde die Probe auf dem Vortexer für 15 

Sekunden gemischt. Auf einem Rotationsheizblock wurde das Lysat bei 37°C 

bei 700 rpm für 10 Minuten inkubiert, darauf folgend bei 13.000 rpm für 5 Minu-

ten zentrifugiert. Der Überstand wurde nun abpipettiert.  

 

Das Gewebe wurde im nächsten Schritt mit 1000 µl Ethanol gewaschen. Nach-

dem Alkohol hinzu pipettiert wurde, wurde wieder für 15 Sekunden gemischt 

und für 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Auch nach diesem Schritt wurde 
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der Überstand abpipettiert. Der Alkohol wurde durch erneutes Zentrifugieren bei 

13.000 rpm und Abpipettieren, sowie Erhitzen für 15 min auf einem Heizblock 

bei 37°C mit offenem Deckel bei 700 rpm vollständig entfernt. Nach der Entpa-

raffinierung erfolgte die DNA-Extraktion mittels Biosprint 15. 

 

Das entparaffinierte Gewebe wurde mit 200 µl ATL-Puffer und im nächsten 

Schritt mit 20 µl Proteinase K versetzt und für 15 Sekunden gemischt. Inkubati-

on des Eppendorfgefäß auf einem Rotationsheizblock bei 56°C und 700 rpm. 

Der Erfolg des Proteinase-K-Verdaus wurde anhand der Viskosität der Reakti-

onslösung am darauf folgenden Tag beurteilt. Lag kein vollständiger Verdau 

vor, gab man weitere 20 µl Proteinase K dazu und ließ erneut bei 56°C und ei-

nem Rotationsmix von 700 rpm inkubieren.  

 

Bei ausreichendem Verdau Zugabe von 200 µl eines AL-Puffers und 15 Sekun-

den vortexen. Die Proben wurden daraufhin für zehn Minuten auf dem Rotati-

onsheizblock, diesmal bei 70°C und 300 rpm Rotation, inkubiert. Nach zusätzli-

cher Gabe von 200 µl reinstem Ethanol wurde erneut 15 Sekunden geschüttelt. 

Das erneute Mischen musste bei diesem Schritt sofort geschehen. Die 600 µl 

Lysat wurden im Qiagen Biosprint 15 weiterbearbeitet. 

 

4.2.1.2 Entparaffinierung von in Objektträgern aufgezogenem Tumorgewebe  

 

Verwendete man gefärbte Objektträger, so legte man 200 µl AL-Puffer und 20 

µl Proteinase K in einem Eppendorfgefäß vor. Von diesen nahm man 20 µl, die 

dann auf den gefärbten Objektträger pipettiert und verteilt wurden. Das so ge-

löste Material wurde abgekratzt und in das Eppendorfgefäß gegeben, indem 

sich die restlichen 200 µl Lösung befand. Die weiteren Schritte glichen den 

oben bereits beschriebenen. 

 

 

 



 47 

4.2.1.3 DNA-Extraktion aus unterschiedlichen Probenmaterialien mit dem  

Qiagen Biosprint 15  

 

Für die Probenextraktion wurde die MagAttract-Magnet-Partikel-Technologie 

(MPT) verwendet. Bei der MPT werden Schnelligkeit und Effektivität der Silica-

basierten DNA-Extraktion mit den Vorteilen des Gebrauchs von Magnetparti-

keln kombiniert. DNA wird in Anwesenheit chaotroper Salze an Silica-

beschichtete Magnetpartikel gebunden und durch Waschschritte mit geeigneten 

Puffern von Begleitmaterial befreit. Abschließend wurde die Nukleinsäure unter 

Verwendung eines definierten Puffers eluiert. Der erste Schritt bestand darin, 

die Reagenzgefäßstreifen zu befüllen. Dabei war darauf zu achten, dass das 

breite Schild nach links zeigte, um eine Orientierung von 1 (links) nach 5 

(rechts) der Gefäße zu bekommen. Die Reagenzgefäßhalter wurden auf der 

breiten Seite beschriftet. Als nächstes befüllte man die Reagenzgefäße wie 

folgt: 

 

Gefäßnummer Menge in µl Reagenz 
 
1 

30 MagAttract-Suspension G 

600 Lysat 

2 750 AW1 Puffer 

3 500 AW2 Puffer 

4 500 AW2 Puffer 

5 75 AE Puffer 

 

In das erste Reagenzgefäß wurden die 600 µl Lysat vorgelegt. Bevor die  

MagAttract Suspension G in das erste Reagenzgefäß hinzu pipettiert werden 

konnte, mussten sie ca. eine Minute geschüttelt werden. Die Magnetstäbe des 

Biosprint 15-Gerätes wurden nun mit Einmal-Kunststoffhülsen überzogen, da-

nach überführte man die beschichteten Reagenzstreifen in die Biosprint Work 

Station. Nun startete man das Programm BS15 DNA Blood 100. Nachdem der 

Lauf beendet war, überführte man das Eluat, ca. 40-60 µl, in beschriftete Ep-

pendorfgefäße. Die DNA war nun für weitere Analysen gereinigt.  
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4.2.1.4 Photometrische Bestimmung der optischen Dichte (OD) und der 

DNA-Qualität 

 
Die photometrische Bestimmung der optischen Dichte wurde im Bio-Photometer 

durchgeführt. Durch unterschiedliche Absorptionsmaxima von DNA (260 nm) 

und Proteinen (280 nm) konnte so über den Quotienten beider optischer Dich-

ten (260 nm/280 nm) eine Aussage über die Reinheit des Amplifikats getroffen 

werden. Der Bereich zwischen 1,60-2,00 der photometrisch gemessenen opti-

schen Dichte wurde als ausreichende DNA-Qualität festgelegt.  

 

Um den DNA-Gehalt des extrahierten Gewebes zu bestimmen, wurden 50 µl 

destilliertes Wasser in ein Eppendorfgefäß vorgelegt und 10 µl von der im Bio-

sprint 15 gereinigten DNA dazu pipettiert. Damit der Bio-Photometer die Ver-

dünnung der DNA mit Wasser bei der Berechnung von OD und Ratio berück-

sichtigen konnte, musste man die Verdünnung unter dem Hinweispunkt Dilution 

festhalten. Bevor man die optische Dichte bzw. die Ratio der DNA überprüfen 

konnte, war weiterhin eine Leerwertmessung notwendig. Hierfür wurde einmalig 

in einer Küvette 60 µl reinstes Wasser gemessen. Nachdem die Vorbereitung 

abgeschlossen war, konnten die 60 µl Wasser/DNA in Küvetten gemessen 

werden. Die Ergebnisse wurden auf vorgefertigten Protokollen festgehalten. 

 

Bezüglich der DNA-Menge wurde eine Konzentration im Bereich zwischen 150 

und 200 ng/µl angestrebt. War die DNA-Konzentration höher als 200 ng/µl, so 

verdünnte man das Eluat mit einer entsprechenden Menge X(µl) an AE-Puffer, 

nach folgender Formel berechnet: 

 

X(µl)= OD x Faktor 0,2 - 40 
 

 

War die DNA-Konzentration niedriger als 150 ng/µl, so wurde das entsprechen-

de Eppendorfgefäß markiert, um im nachfolgenden PCR-Ansatz 4 µl der gerei-

nigten DNA einzusetzen. Lag der DNA-Gehalt im Bereich 150-200 ng/µl, wurde 

er mit der oben beschriebenen Formel verdünnt. Beim PCR-Ansatz wurden 2 µl 

der aufgereinigten DNA eingesetzt.  
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4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)  
 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Mullis et al. (1987) können 

mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase definierte DNA-Abschnitte in vitro 

exponentiell vervielfältigt werden. Voraussetzung dafür ist die Kenntnis der zu 

vervielfältigenden DNA-Sequenz. Auf diese Weise können Primer designt wer-

den, die an einem der komplementären Stränge anbinden können und somit 

Startpunkt und Endpunkt des zu synthetisierenden Amplifikats festlegen. Man 

erhält damit DNA-Produkte mit der jeweiligen Basensequenz und der ge-

wünschten Fragmentlänge. Die PCR besteht aus einer definierten Anzahl von 

Zyklen.  

 

Für die PCR wurden 40 bis 45 Zyklen festgelegt. Somit wurde theoretisch eine 

240 fache bzw. 245 fache Vermehrung des DNA-Produktes möglich. Der erste 

Reaktionsschritt einer PCR ist essentiell für eine gute Aufspaltung der Doppel-

strang-DNA in Einzelstränge. Durch einen verlängerten Initialisierungsschritt ist 

eine komplette Auftrennung der DNA gewährleistet. Bei der Initialisierung wurde 

die DNA bis zu 96°C erhitzt, um die Wasserstoffbrückenbindungen der kom-

plementären Stränge zu trennen. Darauf folgend startete ein Zyklus bestehend 

aus drei Reaktionsschritten: Denaturierung, Annealing und Elongation. Beim 

Annealing wurde die Temperatur auf 50°C abgekühlt, um den Primern ein An-

lagern an die DNA zu erlauben. Die PCR konnte so starten. Während der 

Elongation synthetisierte die DNA-Polymerase vom 5’-Ende in Richtung 3’-

Ende. Die hier verwendete Taq-Polymerase war am aktivsten bei einer Tempe-

ratur von 72°C. Beim letzten Zyklus erfolgte ein verlängerter Elongationsschritt 

bei 72°. Nachdem der letzte zur PCR gehörende Zyklus beendet war, wurde 

der Thermocycler auf 6°C heruntergekühlt, um die Taq-Polymerase zu inaktivie-

ren. 
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4.2.2.1 PCR-Protokoll für das KRAS-Gen Codon 12 und 13 

 
Die eingesetzten Primer der Genabschnitte KRAS Exon 12 und 13:  

 

Primer Sequenz 

KRAS 12 FW 

KRAS 12/13 RV 

KRAS NESTED 

5´-ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3´ 

5´-ACT CAT GAA AAT GGT CAG AGA AAC CTT TAT-3 

5´-TCA AAG AAT GGT CCT GCA CC-3´ 

 
Das erwartete DNA-Produkt von 192 Basenpaaren: 

KRAS 12 FW                                                    Codon12/ 13 

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACG 

TGACTTATATTTGAACACCATCAACCTGGACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGC 

 

ATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCT 

TATGTCGATTAAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATCTCCATTTAGA 

 

TGTTTTAATATGCATATTACTGGTGCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAGGTTTCTC 

ACAAAATTATACGTATAATGACCACGTCCTGGTAAGAAACTATGTCTATTTCCAAAGAG 

                                                   NESTED Primer 

TGACCATTTTCATGAGT 

ACTGGTAAAAGTACTCA 

         KRAS 12/13 RV 

 

 

Um eine Kontamination zu vermeiden, wurde der Ansatz der KRAS-PCR im 

Reinraum hergestellt. Der Ansatz einer PCR-Reaktion der KRAS-PCR war wie 

folgt: 

• 38,80 µl Ultra pure H2O 

• 2 µl dNTP 

• 5 µl Gelladepuffer 

• 1 µl KRAS-Primer (20pmol) 

• 1 µl KRAS-Primer (20pmol) 

• 0,25 µl Taq-Polymerase 
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Je nach OD wurden in den Ansatz 2 bzw. 4 µl DNA eingesetzt (siehe 4.2.1.4.). 

Die Amplifikation von KRAS Exon 12 und 13 erfolgte nach folgendem Cycler-

programm (die Gesamtdauer des Programms betrug 3 h 23 min): 

 

Schritt Temperatur °C Zeit Zyklen 
Initialisierung 95 5 min 1 
Denaturation 95 1 min 40 
Annealing 50 1 min 40 
Elongation 72 2 min 40 
Termination 72 5 min 1 

 

4.2.2.2 PCR-Protokoll für BRAF Exon 15  

 

Hierbei wurde mit den eingesetzten Primern der Genabschnitt BRAF Exon 15 

untersucht: 

 

Primer Sequenz 

BRAF15 FW 

BRAF15 RV 

5´-TCA TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA-3 

5´-GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-3´ 

 

Das erwartete DNA-Produkt von 224 Basenpaaren: 

BRAF 15 FW 

TCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACAGG 

AGTATTACGAACGAGACTATCCTTTTACTCTAGATGACAAAAGGAAATGAATGATGTCC 

          

TCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTAG 

AGTCTATATAAAGAAGTACTTCTGGAGTGTCATTTTTATCCACTAAAACCAGATCGATC 

 Codon 600 

AGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTG 

TCACTTTAGAGCTACCTCACCCAGGGTAGTCAAACTTGTCAACAGACCTAGGTAAAAC 

 

TGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCC 

ACCTACCATTCTTAACTCCGATAAAAAGGTGACTAATTTAAAAACCGG 

                BRAF 15 RV 
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Um Kontamination zu vermeiden, wurde der Ansatz der BRAF-PCR im Rein-

raum hergestellt. Der Ansatz einer PCR-Reaktion der BRAF-PCR war wie folgt: 

 

• 38,80 µl Ultra pure H2O 

• 2 µl dNTP 

• 5 µl Gelladepuffer 

• 1 µl BRAF 15-Forward-Primer (20pmol) 

• 1 µl BRAF 15-Reverse-Primer (20pmol) 

• 0,25 µl Taq-Polymerase 

 

Je nach OD wurden in den Ansatz 2 bzw. 4 µl DNA eingesetzt (siehe 4.2.1.4). 

Die Amplifikation von BRAF erfolgte nach folgendem Cyclerprogramm (die Ge-

samtdauer des Programms betrug 2 h 19 min.): 

 

Schritt Temperatur °C Zeit Zyklen 

Initialisierung 94 5 min 1 

Denaturation 94 45 sec 45 

Annealing 60 45 sec 45 

Elongation 72 45 sec 45 

Termination 72 5 min 1 

 

4.2.3 Gelelektrophorese 
 
Das PCR-Produkt wurde anschließend mittels Gelelektrophorese überprüft. Bei 

der Agarose-Gelelektrophorese wanderte die DNA entsprechend ihrer Größe 

entlang eines elektrischen Feldes unterschiedlich schnell durch eine dreidimen-

sionale Matrix aus Agarose. Dabei liefen kürzere Fragmente schneller im Aga-

rosegel als längere. Die PCR-Produkte wurden mittels geeigneter fluoreszie-

render Substanzen, in der hier vorgestellten Arbeit mit Ethidiumbromid, sichtbar 

gemacht. Um eine Gelmatrix herzustellen, wurden 1,75 g Agarose in 100 ml 0,5 

x TBE Puffer in einem Eppendorfgefäß aufgelöst und für 2 Minuten und 20 Se-

kunden bei 600 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Nach dem Erhitzen wurden 5 µl 

einer 0,07 % Ethidiumbromidlösung dazu getropft und durch Schwenken ver-



 53 

mischt. Danach wurde der Ansatz in eine Elektrophoresekammer gegossen. 

Durch einen in das noch flüssige Gel eingelegten Kamm wurden Taschen her-

gestellt. Luftblasen wurden mit einer Pipettenspitze an den Rand gezogen und 

entfernt. Nach Aushärten des Gels wurde der Kamm entfernt. Im Anschluss 

wurde die Elektrophoresekammer mit 0,5 x TBE-Pufferlösung aufgefüllt, so 

dass die Gelmatrix vollständig bedeckt war. In die Taschen wurden nun 15 µl 

des Amplifikats pipettiert. In eine der Geltaschen wurde der DNA-

Längenstandard DNA Hae III aufgetragen. Nach Befüllen der Taschen wurde 

ein elektrisches Feld bei 125 Volt und 400 mA für 50 Minuten zur Auftrennung 

der PCR-Produkte aufrecht erhalten. Nach Beendigung der Elektrophorese 

wurden die Banden in einem UV-Transilluminator ausgewertet. Die Fragment-

länge wurde durch einen mitgeführten DNA-Längenstandard bestimmt.   

 

 
Abb. 19: Amplifikationsbande der KRAS-PCR mit Patientennummer und Längenstandard  

 
Abb. 20: Amplifikationsbande der BRAF-PCR mit Patientennummer und Längenstandard 
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4.2.4 DNA-Sequenzierung nach Sanger 
 
Die Sanger-Sequenzierung ist eine der ältesten Sequenzierungsmethoden. 

1975 entwickelt, konnte das erste Genom 1977 mit dieser Methode entschlüs-

selt werden. Nach Denaturierung der Doppelstränge wurde ein Primer an eine 

bekannte Sequenz hybridisiert. Daraufhin verlängerte eine DNA-Polymerase 

den komplementären Strang mit dem passenden Nukleotid. Zusätzlich zu den 

vier dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphat) wurden vier mit jeweils vier unter-

schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte ddNTPs (Didesoxynukleosid-

triphosphat) in geringer Menge eingesetzt. Durch den Einbau dieser fluores-

zenzmarkierten ddNTPs (Didesoxynukleosidtriphosphat) kam es nach dem Zu-

fallsprinzip zum Kettenabbruch, denn diese Nukleotide besitzen keine 

3´Hydroxygruppe und die DNA-Polymerase kann kein weiteres Nukleotid an-

bauen. Dadurch kam es zu unterschiedlich langen DNA-Fragmenten. Nach 

Größentrennung der Fragmente mittels Kapillar-Gelelektrophorese konnte das 

jeweils eingebaute fluoreszenzmarkierte Nukleotid am Ende jedes der neusyn-

thetisierten Stränge abgelesen werden. 

 

4.2.4.1 Aufreinigung des PCR-Produktes mit ExoSap-it PCR clean up Kit 

 
Zuerst wurde ein Ansatz aus 5 µl PCR-Amplifikat und 2 µl mit ExoSap-it PCR 

clean up Kit (USB Corporation, Cleveland, USA) hergestellt. Im Reinraum wur-

de der ExoSap-it PCR clean up Kit in ein 0,2 ml Tube vorgelegt, im Cyclerraum 

dann das PCR-Produkt hinzu pipettiert. Dieser Ansatz wurde im Thermocycler 

wie folgt inkubiert und inaktiviert.  

 

Schritt Zeit Temperatur 

Hydrolyse 15 min 37°C 

Inaktivierung 15 min 80°C 

 

Während der Hydrolyse wurden freie Nukleotide durch die Shrimp-Alkaline- 

Phosphatase zerstört und Primer mittels Exonuklease verdaut. Bei 80°C wird 

das ExoSap-it inaktiviert. Des Weiteren wurde die Probe im Thermocycler auf 

8°C abgekühlt. In einer Zentrifuge wurden bei 4°C und 3000 rpm überschüssige 
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Nukleotide und Primer abzentrifugiert. Das gereinigte PCR-Produkt lag nun den 

Feststoffen auf und konnte abpipettiert werden. 

 

4.2.4.2 Synthesereaktion: Cycle Sequencing 

 
Im Reinraum wurde für das Cycle Sequencing folgender Mix hergestellt: 

• 8 µl BigDyeTM Terminator v1.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit  

o dieser enthält  

! AmpliTaq DNA Polymerase 

! die vier dNTP 

! die vier ddNTP 

• 7 µl 5 x Sequenzierungs-Puffer 

• 1 µl Antisense Primer (10pmol) 

 

 

KRAS12/13 FW                                 Codon12/ 13 

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACG 

TGACTTATATTTGAACACCATCAACCTGGACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGC 

 

ATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCT 

TATGTCGATTAAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATCTCCATTTAGA 

 

TGTTTTAATATGCATATTACTGGTGCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAGGTTTCTC 

ACAAAATTATACGTATAATGACCACGTCCTGGTAAGAAACTATGTCTATTTCCAAAGAG 

 

TGACCATTTTCATGAGT 

ACTGGTAAAAGTACTCA 

         KRAS 13 RV 
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Der Ansatz von 20 µl wurde im Thermocycler mit folgendem Cycle-Sequencing 

Programm gestartet: 

 

Schritt Temperatur in °C Zeit  Zyklen 
Initialisierung 98 5 min 1 

Denaturierung 96 20 sec 34 

Annealing 50 20 sec 34 

Extensionsschritt 60 4 min 1 
 

Nach Beendigung des Laufes kühlte der Thermocycler die Proben auf 6°C her-

unter. 

 

4.2.4.3 Centri-Sept-Säulen-Aufreinigung der Syntheseprodukte 

 
Die Säulen wurden mit 750 µl Ultra Pure Water blasenfrei beschichtet und kurz 

gemischt. Danach ließ man die Säulenmatrix für 60 Minuten bei Raumtempera-

tur aufquellen. Die Säulen wurden anschließend in der Zentrifuge bei 3000 rpm 

für zwei Minuten zentrifugiert und in Eppendorfgefäße platziert. Die 20 µl Ampli-

fikat wurden auf die jeweilige Säule pipettiert. Erneut wurden die Säulen bei 

3000 rpm 2 Minuten zentrifugiert. Die Eluate wurden daraufhin für weitere Ana-

lysen verwendet, die Säulen verworfen. 

 

4.2.4.4 Analyse des aufgereinigten Amplifikats mittels Kapillarelektrophorese, 

Laser-Scan und Auswertung der Fluoreszenz im ABI PRISM ® 310 

Genetic Analyzer 

 
Mit dem ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer wurde eine Längenfragment-

Kapillar-Gelelektrophorese durchgeführt. Ein Probenansatz beinhaltete 16 µl 

HI-DITM Puffer und 4 µl des aufgereinigten Eluates in einem ABI sample tube. 

Pro Lauf konnten maximal 48 Proben durch die  anwendungsspezifische Aus-

wertungs-Software des ABI PRISM 310 analysiert werden. Die detektierten 

Emissionspeaks wurden in eine Basenabfolge übersetzt und das Ergebnis an-

schließend mit der Datenbank COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in 

Cancer) des Sanger Institute verglichen.98  
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Abbildungen 21 und 22 zeigen Sequenzen des KRAS-Gens Codon 12 und 13, 

jeweils mit Nachweis von Mutationen: 

 

 

 

 
 

 
 
Abb. 21: Kolorektales Karzinom, Sangersequenzierung, c.35G>A (GGT > AGT), Mutation im 
Codon 12  

 
 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Kolorektales Karzinom, Sangersequenzierung, c.38G>A (CGT > AGT), Mutation im 
Codon 13  

 
 

4.2.5 Pyrosequenzierung mit dem PyroMark Q24  
 
Die Pyrosequenzierung ist eine Sequenzierungsmethode, die besonders zur 

schnellen Analyse kurzer DNA-Fragmente (<100 Bp) geeignet ist. Für die Pyro-

sequenzierung ist im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung einzelsträngige 

DNA notwendig. Die Pyroseqenzierung wurde 1996 von dem Schweden Pal 

Nyren entwickelt. Dabei wurde ein Sequenzierungsprimer an gereinigte denatu-

rierte DNA-Fragmente hybridisiert. Durch eine DNA-Polymerase wurde der 

Strang dann Nukleotid für Nukleotid verlängert. Nacheinander wurden die vier 

Nukleotide (dNTP) Desoxyadenosintriphosphat, Desoxycytosintriphosphat, 

Desoxyguanosintriphosphat oder Desoxythymidintriphosphat der Reaktion zu-
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geführt. War das zugegebene Nukleotid komplementär zur Base des Template-

Stranges, wurde es von der DNA-Polymerase an den Primer angefügt und zur 

Vervollständigung des Doppelstranges eingebaut. Dabei wurde eine Enzym-

kaskade ausgelöst, wodurch am Ende der Reaktion eine Lichtemission ent-

stand (Abb. 23). 

 

 
 

Abb. 23: Schematische Darstellung der Pyrosequenzierung beim Einbau eines Nukleotids 

 

Wurde also ein passendes Nukleotid durch die DNA-Polymerase eingebaut, 

wird Pyrophosphat freigesetzt. Das Enzym ATP-Sulfurylase setzt bei Vorhan-

densein von Adenosin-5’-Phosphosulfat (APS) das freigesetzte PPi quantitativ 

in ATP um. Das energiereiche ATP führte dazu, dass das Enzym Luciferase die 

Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin beginnen kann. Das bei dieser Reak-

tion erzeugte Licht, ist in seiner Intensität proportional zur Menge des ATP.  

 

War ein eingespritztes Nukleotid nicht komplementär zur nächsten Base, wurde 

es ohne Lichtemission abgebaut. Für diesen Schritt ist Apyrase im Enzym-Mix 

enthalten. Die Apyrase baut nicht eingebaute Nukleotide und überschüssiges 

ATP kontinuierlich ab. Erst nach Abschluss des Abbauvorgangs erfolgte die 

Zugabe des nächsten Nukleotids. Mit jedem folgenden Nukleotid liefen die be-

schriebenen Reaktionsschritte in identischer Weise ab. So wurde der DNA-

Komplementärstrang aufgebaut und die Nukleotidsequenz konnte im Py-
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rogramm anhand der den Nukleotiden zugeordneten Signalpeaks abgelesen 

werden.  

 

Als Ersatz für das natürliche Nukleotid dATP wird Desoxyadenosinalphathi-

otriphosphat (dATPαS) verwendet, das von der DNA-Polymerase genutzt, von 

der Luciferase jedoch nicht erkannt wird. 

 

Das von der Luciferase produzierte Licht wird von CCD-Kameras aufgefangen 

und via Pyrogramm als Peak dargestellt, der in Beziehung zum zugefügten 

Nukleotid gesetzt wird. Auf der x-Achse wird die zeitliche Reihenfolge der ein-

gebauten Nukleotide dargestellt. Auf der y-Achse wird die absolut gemessene 

Lichtstärke festgehalten. 

 

4.2.5.1 Design des PCR-Programms zur Pyrosequenzierung von Codon 12 

und Codon 13 des KRAS-Gens 

 
Das PCR-Programm im AQ- und SQA-Modus zur Durchführung der KRAS-

Pyrosequenzierung wurde mit dem Programm PyromarkQ24 2.0.6 erstellt. 

 
Pyrosequenzierung KRAS Codon 12 und Codon 13 Amplifikation eines biotiny-

lierten PCR-Produktes 

 
Um die DNA mittels Pyrosequenzierung analysieren zu können, wurden PCR-

Amplifikate mit biotinylierten Primern hergestellt.  

 

Primer 

KRAS1 

KRAS3 Bio 

5´-ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3´ 

5´-Biotin-ACT CAT GAA AAT GGT CAG AGA AAC CTT TAT-3´ 

 

Die Ansätze und Laufbedingungen im Thermo-Cycler entsprachen dabei denen 

der KRAS-PCR in Kapitel 4.2.2.1. Auch dieser Ansatz wurde wieder im Rein-

raum vorbereitet um Kontaminationen zu vermeiden. Dagegen wurden von der 

in der ersten PCR vervielfältigten DNA 4 µl in die biotinylierte PCR eingesetzt. 

Auf eine Gel-Elektrophorese wurde verzichtet.  
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Der Ansatz für eine Reaktion: 

 

Menge in µl Reagenzien 

38,8 H2O 

0,25 Taq Polymerase 

2 dNTP 

5 Gelladepuffer 

1 20 pmol 1-Primer 

1 20 pmol 3-Bio-Primer 
 

Hierbei wurde mit den eingesetzten Primern folgendes biotinyliertes PCR-

Produkt von 192 Basenpaaren erwartet: 

 

KRAS1                                                              Codon 12/13 

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACG 

TGACTTATATTTGAACACCATCAACCTGGACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGC 

 

ATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCT 

TATGTCGATTAAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATCTCCATTTAGA 

 

TGTTTTAATATGCATATTACTGGTGCAGGACCATTCTTTGATACAGATAAAGGTTTCTC 

ACAAAATTATACGTATAATGACCACGTCCTGGTAAGAAACTATGTCTATTTCCAAAGAG 

 

TGACCATTTTCATGAGT 

ACTGGTAAAAGTACTCA-Biotin 

                       KRAS3Bio 

 

 

Aufreinigung der biotinylierten einzelsträngigen DNA in der PyromarkQ24-

Vacuum-WorkStation 

 

Über eine Vakuumpumpe konnte die einzelsträngige DNA von den restlichen 

Bestandteilen des PCR-Ansatzes gereinigt werden. Hierfür wurde die biotiny-

lierte dsDNA an Streptavidin-beladene Beads gebunden.  

 



 61 

Für eine Reaktion wurden 2 µl Streptavidin, 40 µl PyroMark Binding Puffer und 

28 µl HPLC Wasser gemischt und pro Well vorgelegt. Dazu wurden 60 µl Strep-

tavidin, 1200 µl PyroMark Binding Puffer und 840 µl HPLC Wasser gemischt. 

Zu jedem Ansatz wurden je Well 10 µl PCR-Produkt pipettiert. Die Arbeitsplatte 

wurde anschließend mit einer Folie verschlossen und für 10 min bei 1400 UpM 

gemischt. Im nächsten Schritt wurden die Proben gewaschen und auf eine Py-

roMarkQ24-Platte übertragen.  

 

1.  70 % Ethanol 

2.  Denaturation Solution 

3.  Washing Buffer 

4.  Ultra Pure Water 

5.  Ultra Pure Water 

6.  Parkposition für das VPT 

 

Der Ansatz für den Sequenzierprimer: 25 µl Annealing Puffer für ein bzw. 726 µl 

Annealing Puffer für eine komplette PyromarkQ24 Plate mit 24 Wells und 1 

bzw. 30 µl 1-Primer (10 pmol). 

 

Pyrosequenzierungs-PCR mit dem Sequenzierprimer KRAS1 

KRAS1 5´-ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3 

 

Einzelsträngige biotinylierte DNA mit Sequenzierprimer: 

Primer KRAS1 

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT 

TGACTTATATTT GAACACCATCAACCTGGACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGC 

        komplementärer Basen: Codon 12 /13 

TATGTCGATTAAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATCTCCATTTAGA 

 

ACAAAATTATACGTATAATGACCACGTCCTGGTAAGAAACTATGTCTATTTCCAAAGAG 

 

ACTGGTAAAAGTACTCA-Biotin 
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Eine Heizplatte wurde mit einem Plattenhalter beladen und auf 80°C vorgeheizt. 

Die auf dem Schüttler befindliche PCR-Platte wurde anschließend auf die vor-

gesehene Stelle der Arbeitsstation positioniert. Das Vacuum-Prep-Tool (VPT) 

wurde mit seinen 24 Stäbchen für ca. 15 Sekunden in die PCR-Platte einge-

taucht, bis die Flüssigkeit mit der DNA vollständig aufgesaugt war. Wichtig war, 

dass die Schritte „Platte-vom-Schüttler-nehmen“ und „Eintauchen des VPT“ 

nicht länger als eine Minute dauerten, da sonst die Gefahr bestand, dass sich 

die Beads von der DNA lösten. Das VPT durchlief jetzt die Arbeitsstationen. In 

den Stationen eins und zwei wurde das Prep-Tool für fünf Sekunden einge-

taucht, in die dritte Station für zehn Sekunden. Darauf folgend wurde der Kopf 

der Arbeitsstation senkrecht in einem 90° Winkel gehalten. In Position zwei er-

folgte die Denaturierung der dsDNA in ssDNA. Das einsträngige, gereinigte 

Amplifikat wurde über die Q24-Platte gebracht und der Kopf abgeschaltet. Un-

gefähr für 10 Sekunden wurde der Kopf innerhalb der Q24-Platte hin und her 

bewegt und so mit dem vorgelegten Sequenzierungs-Primer und dem Anneal-

ing-Puffer gemischt. Weiterhin wurde das VPT in den Stationen 4 und 5 der Ar-

beitsstation gereinigt. Die Anlagerung des Primers an die DNA erfolgte in der 

vorbereiteten Q24-Platte. Die Q24-Platte wurde nun für 2 Minuten auf den auf 

80°C erhitzten Halter gestellt und auf die Heizplatte gebracht. Nach 2 Minuten 

wurde die Q24-Platte auf einen nicht erhitzten Halter (Raumtemperatur) gesetzt 

und für ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur abgedeckt abgekühlt. Die zur Py-

rosequenzierung notwendigen Enzyme, das Substrat und die Nukleotide wur-

den in die entsprechende Position der Kartusche, entsprechend der mit der 

Software des PyroMark24 am PC ermittelten Menge befüllt. Die abgekühlte 

Q24-Platte wurde anschließend in den PyromarkQ24 gestellt. Der Lauf wurde 

anschließend mit den entsprechenden Nukleotidzugabebefehlen entsprechend 

mit den in der PyromarkQ24-Software programmierten Laufbedingungen ge-

startet. Hierbei wurden zwei verschiedene Sequenzanalysemethoden verwen-

det: der SQA-Modus in dem die unbekannte Sequenz wie bei der Sangerse-

quenzierung durch base-calling ermittelt wurde und der AQ-Modus in dem eine 

Quantifizierung von SNPs möglich war. Die Analyse des Pyrosequenzierungs-

laufes erfolgte anschließend mit der Software Q24. Die entsprechende Dispen-

sationsorder für die einzelnen Pyrosequenzierungsprotokolle zeigt die nachste-

hende Tabelle:  
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Name Modus Dispensationsorder 

KRASFLO1 SQA GACTGATCTGATCGATCCG 

KRAS34FLO1 AQ ACTGTGCGT 

KRAS35FLO1 AQ CGACTGCGTA 

KRAS37FLO1 AQ CGTACGCGTA 

KRAS38FLO1 AQ TGCTGATCGTA 

 
 
Auswertung der Sequenzierungsergebnisse 
 
Die Auswertung erfolgte mit der Q24-Software. Hierbei zeigt die x-Achse die 

vorprogrammierte Dispensationsorder der Nukleotide, auf der y-Achse zeigt die 

Peak-Höhe die Stärke des Lichtsignals, entsprechend der beim Einbau eines 

Nukleotides in das Amplifikats freigesetzten Menge Pyrophosphats. Die Abbil-

dungen 24 bis 28 zeigen exemplarisch das Ergebnis der Pyrosequenzierung für 

einen KRAS-Wildtyp.  

 

 
Abb. 24: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, Wildtyp KRAS Exon 2 Codon 
12/13 (GGTGGC) 

 

In der quantitativen Sequenzanalyse (AQ) wurde ein Peak bei einer Frequenz 

von 10 % als wirklicher Basenaustausch gewertet und ist in den folgenden Ab-

bildungen 25 bis 28 dargestellt: 
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Abb. 25: Kolorektales Karzinom, Programm im AQ-Modus, Wildtyp KRAS Exon 2 Codon 12/13 
(GGTGGC), quantitative Analyse für Position 34  

 
Abb. 26: Kolorektales Karzinom, Programm im AQ-Modus, Wildtyp KRAS Exon 2 Codon 12/13 
(GGTGGC), quantitative Analyse für Position 35 

 

 
Abb. 27: Kolorektales Karzinom, Programm im AQ-Modus, Wildtyp KRAS Exon 2 Codon 12/13 
(GGTGGC) quantitative Analyse für Position 37 
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Abb. 28: Kolorektales Karzinom, Programm im AQ-Modus, Wildtyp KRAS Exon 2 Codon 12/13 
(GGTGGC), quantitative Analyse für Position 38 

 

4.2.5.2 Design des PCR-Programms zur Pyrosequenzierung von Codon 600 

des BRAF-Gens (der Mutation BRAFV600E auf Exon 15 des  BRAF-

Gens) 

 
Die PCR-Programme im AQ- und SQA-Modus zur Durchführung der BRAF-

Pyrosequenzierung wurden mit dem Programm PyromarkQ24 2.0.6 erstellt. 

 

Pyrosequenzierung BRAF Codon 600 Amplifikation eines biotinylierten PCR-

Produktes 

 
Um die DNA mittels Pyrosequenzierung analysieren zu können, wurden zuerst 

PCR-Amplifikate mit biotinylierten Primern hergestellt. 

 

Primer 

BRAF-15-Forward 

BRAF-15-Bio 

5´-TCA TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA- 3´ 

Biotin-5´-GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-3´ 

 

Die Ansätze und Laufbedinungen im Thermo-Cycler entsprachen dabei denen 

der BRAF-PCR in Kapitel 4.2.2.2. Auch dieser Ansatz wurde wieder im Rein-

raum vorbereitet, um Kontaminationen zu vermeiden. Dagegen wurden von der 

in der ersten PCR vervielfältigten DNA 4 µl in die biotinylierte PCR eingesetzt. 

Auf eine Gel-Elektrophorese wurde dagegen verzichtet.  

 



 66 

Der Ansatz für ein Tube: 

 

Menge in µl Reagenzien 

38,8 H2O 

0,25 Taq Polymerase 

2 dNTP 

5 Gelladepuffer 

1 20 pmol BRAF15-Forward-Primer 

1 20 pmol BRAF15-Bio-Primer 

 

Hierbei wurde mit den eingesetzten Primern folgendes biotinyliertes PCR-

Produkt von 224 Basenpaaren erwartet: 

 

BRAF 15 FW 

TCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACC 

AGTATTACGAACGAGACTATCCTTTTACTCTAGATGACAAAAGGAAATGAATGATGTGG 

 

TCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTAG 

AGTCTATATAAAGAAGTACTTCTGGAGTGTCATTTTTATCCACTAAAACCAGATCGATC 

  Codon 600 

AGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTG 

TCACTTTAGAGCTACCTCACCCAGGGTAGTCAAACTTGTCAACAGACCTAGGTAAAAC 

 

TGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCC 

ACCTACCATTCTTAACTCCGATAAAAAGGTGACTAATTTAAAAACCGG-Biotin 

                                                                                              BRAF5 Bio 

 

Aufreinigung der biotinylierten einzelsträngigen DNA-in der PyromarkQ24-

Vacuum- WorkStation  

 
Der Aufbau ist unter Punkt 4.2.5.1 nachzulesen. Ebenso wurde der Ansatz ei-

nes Sequenzierprimers vorbereitet. Dabei wurde 25 µl Annealing Puffer für ein 

bzw. 726 µl Annealing Puffer für eine komplette PyromarkQ24 Plate mit 24 

Wells und 1 bzw. 30 µl 1 µl BRAF15-Sequenzierprimer (20 pmol) vorgelegt. 
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Dieser wurde dann in die PyromarkQ24 Plate pipettiert, die dann an die vorge-

sehene Position der Arbeitsstation gestellt wurde: 

 

Pyrosequenzierungs-PCR mit dem Primer BRAF15-Sequenzierprimer  

BRAF15-Sequenzierprimer GGTGATTTTGGTCTAGCTAG 

 
Einzelsträngige biotinylierte DNA mit Sequenzierungsprimer 

BRAF 15 FW 

TCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACC 

AGTATTACGAACGAGACTATCCTTTTACTCTAGATGACAAAAGGAAATGAATGATGTGG 

         BRAF Sequenzierprimer 

TCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTAG 

AGTCTATATAAAGAAGTACTTCTGGAGTGTCATTTTTATCCACTAAAACCAGATCGATC 

 

 Codon 600 

AGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTG 

TCACTTTAGAGCTACCTCACCCAGGGTAGTCAAACTTGTCAACAGACCTAGGTAAAAC 

 

TGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCC 

ACCTACCATTCTTAACTCCGATAAAAAGGTGACTAATTTAAAAACCGG-Biotin 

 

Der Ablauf kann ebenso unter Punkt 4.2.5.1 nachgelesen werden. 

Anschließend wurde der Lauf mit den Nukleotidzugabebefehlen entsprechend 

der im PyromarkQ24-Software programmierten Bedingungen gestartet. Hierbei 

wurden zwei verschiedene Sequenzanalysemethoden verwendet: der SQA-

Modus in dem die unbekannte Sequenz wie bei der Sangersequenzierung 

durch base-calling ermittelt wurde und der AQ-Modus in dem eine Quanti-

fizierung von SNPs möglich war. Die Analyse des Pyrosequenzierungslaufes 

erfolgte anschließend mit der Software Q24. Die entsprechende Dispensations-

order für die einzelnen Pyrosequenzierungsprotokolle zeigt die nachfolgende 

Tabelle:  

 

Name Modus Dispensationsorder 

BRAFV600E SQA GACTAGCTAGAT 

BRAFV600E2 AQ GACACGATGA 
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Auswertung der Sequenzierungsergebnisse 
 

Die Auswertung erfolgte mit der Q24-Software. Hierbei zeigt die x-Achse die 

vorprogrammierte Dispensationsorder, auf der y-Achse zeigt die Peak-Höhe die 

Stärke des Lichtsignals, entsprechend der beim Einbau eines Nukleotides in 

das Amplifikates freigesetzten Menge. Die Abbildungen 29 bis 31 zeigen 

exemplarisch das Ergebnis der Pyrosequenzierung für einen BRAF-Wildtyp.   

 

 
Abb. 29: Dispensationsorder 1. Kolorektales Karzinom, Pyrogramm im SQ-Modus, BRAF Wild-
typ, Exon 15 Codon 600 (GTG) 

 

 
Abb. 30: Dispensationsorder 2. Kolorektales Karzinom, Pyrogramm im SQ-Modus, BRAF Wild-
typ, Exon 15 Codon 600 (GTG) 

 
In der quantitativen Sequenzanalyse (AQ) wurde ein Peak bei einer Frequenz 

von 10% als wirklicher Basenaustausch gewertet und ist in Abbildung 31 dar-

gestellt: 
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Abb. 31: Kolorektales Karzinom, Pyrogramm im AQ-Modus, BRAF-Wildtyp, Exon 15 Codon 600 
(GTG), quantitative Analyse für Position 1799 

 

4.2.6 Statistische Datenanalyse 
 

Die erhobenen Daten wurden unter Verwendung der Statistiksoftware Pro-

gramm R Version 2.12.1 ausgewertet. Im Anhang sind die Rechenanweisung 

für den exakten Fisher-Test und den Chiquadrat-Test mit Korrektur angefügt. 

Die Parameter für die statistische Berechnung wurden in Form von Kontingenz-

tafeln dargestellt. Für die statistische Auswertung der Daten wurde eine Min-

destanzahl von n > 5 vorausgesetzt. War n < 5, so wurde auf eine statistische 

Auswertung verzichtet. Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 für alle 

Tests akzeptiert. 

 

Der Cohen-kappa-Test wurde ebenfalls mit dem Programm R Version 2.12.1. 

durchgeführt. Bezüglich des Übereinstimmungsgrades der verschiedenen ein-

gesetzten Sequenziermethoden wurde Tabelle 5 zugrunde gelegt. 

 
κ Übereinstimmungen 
< 0 keine 

0,10 – 0,40 schwach 

0,41 – 0,60 deutlich 

0,61 – 0,80 stark  

0,81 – 1,00 fast vollständig 

 
Tabelle 5: Cohen ́s Kappa-Maß (κ) und assoziierter Übereinstimmungsgrad zweier Methoden 
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5 Ergebnisse 

5.1 Methodenvergleich von Sanger- und Pyrosequenzierung unter 
Verwendung identischer Primer der KRAS-Mutation 

 
In der hier vorgelegten Untersuchung wurden insgesamt 195 kolorektale Karzi-

nome auf das Vorliegen einer Mutation in Codon 12 und 13 von Exon 2 des 

KRAS-Gens mittels Pyrosequenzierung und Sequenzierung nach Sanger un-

tersucht und die Ergebnisse verglichen. Mit der Sequenzierungsmethode nach 

Sanger wurde bei 68 (35 %) Patienten, mit der Pyrosequenzierung bei 57 (29 

%) Patienten eine KRAS-Mutation nachgewiesen (siehe Patientenkollektiv im 

Anhang).  

 
 

n=195 
Pyrosequenzierung  

wildtyp mutiert n.d.   

Sanger 
wildtyp 110 5  9 124 
mutiert 6 51 11 68 

n.d. 1 1  1 3 
  117 57 21 195 

 
n.d.: kein auswertbares Sequenzierergebnis 

 
Tabelle 6: Auswertung der Pyro- und Sangersequenzierung 
 

Unterschiedliche Ergebnisse konnten bei zwei Proben festgestellt werden. So 

zeigte sich einmal eine c.34G>T-Mutation in der Sangersequenzierung, dage-

gen in der Pyrosequenzierung eine c.35G>A-Mutation.  Bei einer weiteren Un-

tersuchung konnte eine c.34G>A-Mutation in der Sanger-, und eine c34G>T-

Mutation in der Pyroseqenzierung nachgewiesen werden. Weiterhin ist zu er-

wähnen, dass von den 21 Proben der Pyrosequenzierung 18 Fälle auf Grund 

fehlender bzw. zu geringer Mengen an DNA nicht überprüft werden konnten.  
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Abb. 32: Diagramm der detektierten KRAS-Mutationen mittels Pyro- und Sangersequenzierung 

 
 
Nachfolgend sind in den Abbildungen 33 und 34 beispielhaft detektierte Mutati-

onen mittels Sangersequenzierung dargestellt: 

 

 
 
Abb. 33: Kolorektales Karzinom mit p.G12C Mutation, Basensubstitution G>C in Position 34 in 
Codon 12 Exon 2 des KRAS-Gens, Sequenzierungsmethode nach Sanger 
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Abb. 34: Kolorektales Karzinom mit p.G12D Mutation, Basensubstitution G>A in Position 35 in 
Codon 12 Exon 2 des KRAS-Gens, Sequenzierungsmethode nach Sanger 

 

 

In den folgenden Abbildungen 35 a-e sind detektierte Mutationen mittels Pyro-

sequenzierung im SQA-Modus dargestellt. Von oben nach unten sind beispiel-

haft ein KRAS Wildtyp, eine c.34G>T Mutation, eine c.34G>C Mutation, eine 

c.37G>C Mutation und eine c.38G>T Mutation aufgezeigt. Mittels SQA-Modus 

ist lediglich erkennbar, dass ein Guanidin-Nukleotid an Position 34 oder 35, 

bzw. 37 oder 38 ersetzt wurde. Die Pyrosequenzierung kann im SQA-Modus 

nicht unterscheiden, ob eine c.35G>T oder eine c.34G>C Mutation bzw. eine 

c.37G>T oder eine c.38G>C Mutation vorliegt. 

 

 
 
Abb. 35.a: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, Wildtyp  
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Abb. 35.b: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, c.34G>C oder c.35G>C Mutation 

 
 

 
Abb. 35.c: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, c.34G>T oder c.35G>T Mutation 

 
 

 
 
Abb. 35.d: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, c.34G>A oder c.35G>A Mutation 
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Abb. 35.e: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus, c.37G>A oder c.38G>A Mutation 

 
Die Pyrosequenzierung im AQ-Modus kann hingegen nicht nur die einzelnen 

Nukleotidaustausche an den jeweiligen Positionen Codon 12 und Codon 13 un-

terscheiden, sondern zudem auch quantifizieren. Ausgewählte Beispiele zeigen 

die Abbildungen 36 a. bis 38.b : 

 
Abb. 36.a: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS35FLO1: KRAS Wildtyp keine Mutation an Position 35 

 

 
Abb. 36.b: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS35FLO1: c.35G>T Mutation an Position 35. 50 % der Guanidin-Nukleotide sind 
durch Thymidin-Nukleotide ersetzt 
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Abb. 37.a: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS37FLO1. KRAS Wildtyp keine Mutation an Position 37 

 
Abb. 37.b: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS37FLO1: c.37G>T Mutation an Position 37. 21 % der Guanidin-Nukleotide sind 
durch Thymidin-Nukleotide ersetzt 

 
Abb. 38.a: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS38FLO1: KRAS Wildtyp keine Mutation an Position 38 

 

Abb. 38.b: Kolorektales Karzinom, Pyrosequenzierung, Programm im AQ-Modus. Dispensati-
onsorder KRAS38FLO1: c.38G>A Mutation an Position 38. 20 % der Guanidin-Nukleotide sind 
durch Adenosin-Nukleotide ersetzt 
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Die Ergebnisse zeigen einen hohen Grad an Übereinstimmung der unterschied-

lichen Sequenzierungsmethoden. Der Kappa-Koeffizient von κ = 0,86, asympto-

tischer Standardfehler = 0,041 (kw = 0,86, asymptotischer Standardfehler = 

0,096) zeigt eine sehr gute Stärke der Übereinstimmung für die Methoden 

Sangersequenzierung und Pyrosequenzierung im SQA-Modus bezüglich der 

Mutationsanalyse des Exon 2 des Gens. Für den Vergleich zwischen Sanger-

sequenzierung und Pyrosequenzierung im AQ-Modus ergab sich ebenfalls eine 

sehr gute Übereinstimmung der Mutationsanalyse des Exon 2 des Gens bei ei-

nem Kappa-Koeffizienten mit einem Wert von κ = 0,83, asymptotischer Stan-

dardfehler = 0,045 (kw = 0,83, asymptotischer Standardfehler = 0,091). 

 

5.2 Pyrosequenzierung und Detektion von BRAF-Mutation 
 
Die BRAF-Mutation wurde ausschließlich mit der Pyrosequenzierungsmethode 

untersucht. Dabei wurden 189 kolorektale Karzinome untersucht, bei denen in 

20 Fällen BRAF-Mutationen (11 %) nachweisbar waren. Die anderen 169 Fälle 

(89 %) zeigten keine Mutation im BRAF-Gen. In den folgenden Pyrogrammen 

(Abbildung 39.a und 39.b) sieht man beispielhaft eine V600E-Mutation im 

BRAF-Gen im SQA-Modus. Im Gegensatz zum Wildtyp sieht man neben dem 

Thymidin-Nukleotid den Peak des Adenosin-Nukleotids der Mutation 

c.1799T>A. Im AQ-Modus (Abbildung 40) wird zusätzlich zur Höhe der Peaks 

der prozentuale Anteil der in der Probe ausgetauschten Nukleotide angegeben. 

 

 
Abb. 39.a: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus. Dispensationsorder BRAF1. 
BRAF V600E-Mutation mit einem Basenaustausch an Position 1799 
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Abb. 39.b: Kolorektales Karzinom, Programm im SQA-Modus. Dispensationsorder BRAF2. 
BRAF V600E-Mutation mit einem Basenaustausch an Position 1799 

 

 
Abb. 40: Kolorektales Karzinom, Programm im AQ-Modus. Dispensationsorder BRAF3. Quanti-
fizierung im AQ-Modus die Mutation c.1799T>A bei der 22 % der Thymidin-Nukleotide durch 
Adenosin-Nukleotide ersetzt sind 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 78 

BRAF-Mutationen zeigten sich signifikant häufiger bei Tumoren mit niedrigem 

Differenzierungsgrad. So fand sich keine BRAF-Mutation bei G1-Tumoren. In 9 

von 135 (7 %) G2-Tumoren bzw. in 10 von 51 (20 %) G3-Tumoren und 1 von 2 

(50 %) G4-Tumoren fand sich jeweils eine BRAF-Mutation (Abbildung 41). 

 

Abb. 41: BRAF-Mutation im Vergleich zum Grading 

 
 
Die BRAF-mutierten kolorektalen Karzinome in dem hier vorgestellten Kollektiv 

zeigten signifikant häufiger Lymphknotenmetastasen (exakter Test nach Fisher- 

p=0,043). Ebenfalls ein überdurchschnittlicher Zusammenhang fand sich zwi-

schen dem Vorhandensein einer  BRAF-Mutation und der Lage des Tumors im 

Kolonrahmen (rechts > links, p=0,030, exakter Test nach Fisher). Kein über-

zufälliger Zusammenhang zeigte sich jeweils zwischen BRAF-Mutation und der 

Eindringtiefe des Tumors in die Kolonwandung, Fernmetastasen, dem Alter so-

wie dem Tumor Budding (Tabelle 7). 
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Untersuchte Größe 

BRAF P-Wert 
n=189 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

positiv 
20 (11 %) 

negativ 
169 (89 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s 
Chi-squared 

test mit 
Yates’  

correction 
      

Eindringtiefe T1/T2 2 (10) 33 (20) 0,24 0,462 T3/T4 18 (90) 136 (80) 
       

Lymphknotenstatus1 N+ 16 (80) 97 (58) 0,043 0,0932 N- 4 (20) 71 (42) 
      

Fernmetastasen M+ 5 (25) 56 (33) 0,32 0,63 M- 15 (75) 113 (67) 
      

Grading 1./2. 9 (45) 127 (75) 0,0068 0,01 3./4. 11 (55) 42 (25) 
      

Lokalisation rechtsseitig 11 (55) 52 (31) 0,030 0,055 linksseitig 9 (45) 117 (69) 
      

Alter < 50 LJ 0 (<0,1) 17 (10) 0,14 0,282 > 50 LJ 20 (100) 152 (90) 
      

Geschlecht männlich 10 (9) 100 (13) 0,29 0,58 weiblich 10 (91) 69 (87) 
      

Budding 
ja 10 (50) 74 (44) 

0,78 0,77 nein 10 (50) 95 (56) 
 

1: 188 Fälle /  2: Kann inkorrekt sein wegen zu niedriger Fallzahlen 

 

Tabelle 7: Signifikanzbestimmung des BRAF-Status im Vergleich mit den erhobenen Daten 
 
 

5.3 Ergebnisse der morphologischen Analyse von Tumorzellbudding 
 

195 Fälle wurden auf ein Tumor Budding an der Invasionsfront untersucht. In 

87 von 195 (45 %) der CRC fand sich histologisch ein Tumorzellbudding an der 

Invasionsfront. 108 von 195 Fällen (55 %) zeigten große Zellkomplexe an der 

Invasionsfront ohne Abknospung von Tumoreinzelzellen oder kleinen Tumor-

zellverbänden. Tumorzellbudding fand sich signifikant häufiger bei Tumoren mit 

fortgeschrittener Tiefeninfiltration (höhere pT-Stadien), Lymphknoten- oder 

Fernmetastasen bzw. in UICC-Stadien III/IV.  
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Kein überzufälliger Zusammenhang zeigte sich jeweils zwischen Tumorzellbud-

ding und Differenzierungsgrad, der Lokalisation des Tumors im Kolonrahmen 

sowie dem Alter der Patienten, wie in Tabelle 8 ersichtlich. 

 

Untersuchte Größe 

Budding P-Wert 
n=195 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

ja 
87 (44 %) 

nein 
108 (55 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s Chi-
squared test mit 
Yates’ correction 

      

Eindringtiefe 
T1/T2 9 (25) 27 (75) 

0,0066 0,015 
T3/T4 78 (49) 81 (51) 

      

Lymphknoten-
status 1 

N+ 61 (53) 55 (47) 
0,0061 0,013 

N- 26 (33) 52 (67) 
      

Fernmetastasen 
M+ 39 (60) 26(40) 

0,0016 0,0037 
M- 48 (37) 82(63) 

      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 16 (26) 44 (74) 
0,0004 0,0009 

III./IV. 71 (53) 64 (47) 
      

Grading 
1./2. 62 (44) 79 (56) 

0,68 0,90 
3./4. 25 (46) 29 (64) 

      

Lokalisation 
  rechts 27 (42) 37 (58) 

0,37 0,75 
links 60 (46) 71 (54) 

      

Geschlecht 
männlich 54 (47) 60 (53) 

0,068 0,14 weiblich 48 (59) 33 (41) 
      

Alter 
< 50 LJ 6 (33) 12 (67) 

0,22 0,45 
> 50 LJ 81 (46) 96 (54) 

 

1:194 Fälle 

Tabelle 8: Signifikanzbestimmung des Tumor Budding im Vergleich mit den erhobenen Daten 
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Bei pT1 Tumoren fanden sich in einem Fall, bei pT2-Tumoren acht Karzinome 

mit Tumor Budding. Hingegen zeigte sich bei Patienten mit pT3-Tumoren in 62 

von 130 Karzinomen ein Budding von Tumoreinzelzellen und bei pT4-Tumoren 

in 16 von 30 Karzinomen. 

 

Abb. 42: Vergleich Tumor Budding mit der Tumoreindringtiefe 

 
Entsprechend zeigten Tumore mit höheren UICC-Stadien häufiger ein Tumor- 

einzellzellbudding. 5 von 20 Tumoren im Stadium I, 11 von 29 Tumoren des 

Stadiums II, 27 von 63 Tumoren im Stadium III und  44 von 72 Tumoren im 

Stadium IV zeigten jeweils ein Tumor Budding.  

 
Abb. 43: Vergleich Tumor Budding mit den UICC-Stadien 
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5.4 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Art der Invasionsfront 
 
Bei 190 Fällen wurden in Bezug auf die Art der Invasionsfront zwei histologi-

sche Muster unterschieden: große plumpe Tumorzellverbände mit Ausbildung 

einer breiten, relativ scharf begrenzten Invasionsfront (Pattern breit) versus ei-

nem Wachstum mit relativ kleinen unregelmäßig geformten Tumorzellverbän-

den mit Aufsplittung an der Invasionsfront (Pattern nicht breit). In 163 von 190 

Fällen (86 %) fand sich histologisch eine breite Invasionsfront, in 27 der 190 ko-

lorektaler Karzinome (14 %) nicht. Überzufällig häufig fand sich eine nicht breite 

Invasionsfront bei Tumoren mit fortgeschrittenen pT-Stadien und fortgeschritte-

ne UICC-Stadien, entsprechend Tumoren mit Fern- oder Lymphknotenmetasta-

sen. Zudem zeigte sich signifikant häufiger eine breite Invasionsfront bei 

rechtsseitigen Tumoren. 

 

Untersuchte Größe 

Invasionsfront P-Wert 
n=190 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

breit 
163 (85,8 %) 

nicht breit 
27 (14,2 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s 
Chisquared 

test mit Yates’ 
correction 

      

Eindringtiefe T1/T2 35 (100) 0 (<0,01) 0,0026 0,017 T3/T4 128 (83) 27 (27) 
      

Lymphknoten-
status 1 

N+ 91 (81) 21 (19) 0,026 0,057 N- 71 (92) 6 (8) 
      

Fernmetastasen M+ 48 (76) 15 (24) 0,0084 0,014 M- 115 (91) 12 (9) 
      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 57 (97) 2 (3) 0,0021 0,0082 III./IV. 106 (81) 25 (19) 
      

Grading 1./2. 115 (84) 22 (16) 0,10 0,21 3./4. 48 (91) 5 (9) 
      

Geschlecht 2 männlich 94 (82) 20 (18) 0,29 0,58 weiblich 70 (86) 11 (14) 
      

Lokalisation rechts 69 (92) 6 (8) 0,036 0,077 
links 94 (82) 21 (18) 

 

1: 189 Fälle /  2:195 Fälle 
 

Tabelle 9: Signifikanzbestimmung der Invasionsfront im Vergleich mit den erhobenen Daten 
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Bei pT1- sowie bei pT2-Tumoren zeigte sich in unserem Kollektiv ausnahmslos 

eine breite Invasionsfront. Dagegen zeigte sich bei Patienten mit pT3-Tumoren 

in 25 von 126 (20 %) der kolorektalen Karzinome und bei 2 von 29 (7 %) der 

pT4-Karzinome eine nicht breite Invasionsfront. 

 

 
Abb. 44: Vergleich Invasionsfront mit der Tumoreindringtiefe 

 
Entsprechend zeigten Tumoren höherer UICC-Stadien häufiger keine breite In-

vasionsfront. Alle 20 Tumoren im Stadium I wiesen eine breite Invasionsfront 

auf. Im Stadium II zeigten 2 der 39 (5 %) Tumoren, im Stadium III 9 von 60 (15 

%) und im Stadium IV 16 von 70 (23 %) kolorektalen Karzinomen bereits keine 

breite Invasionsfront mehr. 

 

 

Abb. 45: Vergleich Invasionsfront mit den UICC-Stadien 
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5.5 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Umgebungsreaktion 
 

Untersuchte Größe 

Umgebungsreaktion P-Wert 
n=185 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

Fib1/Fib2 
157 (85 %) 

IMLY 
28 (15 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s 
Chi-squared 

test mit 
Yates’  

correction 
      

Eindringtiefe T1/T2 23 (15) 12 (43) 0,10 0,0012 T3/T4 134 (85) 16 (57) 
      

Lymphknoten-
status 

N+ 104 (66) 6 (21) 0,000013 0,000028 N- 53 (34) 22 (79) 
      

Fernmetastasen M+ 54 (34) 4 (14) 0,025 0,059 3 M- 103 (66) 24 (86) 
      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 39 (33) 20 (71) 0,0000034 0,0000028 III./IV. 118 (67) 8 (29) 
      

Grading 1./2. 109 (69) 24 (86) 0,057 0,12 3 3./4. 48 (31) 4 (14) 
      

Lokalisation rechts 63 (40) 10 (36) 0,41 0,82 links 94 (60) 18 (64) 
      

Budding ja 72 (46) 10 (36) 0,22 0,43 nein 85 (54) 18 (64) 
      

Umgebung1 breit 132(85) 25(89) 0,38 0,72 3 nicht breit 24(15) 3(11) 
      

KRAS1 positiv 62(40) 7(25) 0,10 0,20 negativ 94(60) 21(75) 
      

Geschlecht männlich 96(90) 11(10) 0,026 0,051 weiblich 61(78) 17(22) 
      

BRAF2 
positiv 18(12) 1(4) 

0,17 0,33 3 negativ 134(88) 27(96) 
 

1: 184 Fälle /  2: 180 Fälle /  3: kann inkorrekt sein wegen zu niedriger Fallzahlen 
 

Tabelle 10: Signifikanzbestimmung der Umgebungsreaktion im Vergleich mit den erhobenen 
Daten 
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Bei 185 Fällen wurde die Umgebungsreaktion des Bindegewebes und der Zel-

len des Immunsystems auf den Tumor morphologisch analysiert. Dabei wurde 

das Hauptaugenmerk auf Fibroblastenproliferate (Fib1 und Fib2) und auf die 

Reaktion des Immunsystems, insbesondere Lymphozyten (IMLY) gelegt. In 157 

von 185 Fällen (85 %) fand sich eine fibroblastenreiche Umgebungsreaktion an 

der Invasionsfront, 28 von 185 Patienten (15 %) mit kolorektalen Karzinomen 

zeigten eine Umgebungsreaktion mit vielen Lymphozyten und wenig Fibroblas-

ten. Eine fibroblastenreiche Umgebungsreaktion fand sich signifikant häufiger 

bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen, sowie in fortgeschrittenen UICC-

Stadien. Die Zusammenhänge zwischen Umgebungsreaktion, Eindringtiefe und 

Fernmetastasen zeigt Tabelle 10.  

 

Bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen zeigten 104 von 110 Fällen (95 %) 

eine fibroblastenreiche Reaktion, nur 6 von 110 Fällen (5 %) mit Lymphknoten-

metastasen zeigten eine lymphozytenreiche und fibroblastenarme Reaktion. Bei 

Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen zeigten sich 53 von 75 Fällen (71 %) 

mit fibroblastenreicher Umgebungsreaktion, 22 von 75 Fällen (29 %) eine lym-

phozytenreiche Reaktion. 

 

 
Abb. 46: Vergleich Umgebungsreaktion mit dem Lymphknotenstatus  
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Tumoren höherer UICC-Stadien zeigten häufiger eine fibroblastenreiche Um-

gebungsreaktion. Eine fibroblastenreiche Reaktion zeigten 12 von 20 Tumoren 

im Stadium I, 27 von 39 im Stadium II, 58 von 61 Tumoren im Stadium III und 

60 von 65 Tumoren im Stadium IV. Dagegen zeigten umgekehrt 8 von 20 Tu-

moren im Stadium I, 12 von 39 im Stadium II, 3 von 61 im Stadium III und 5 von 

65 im Stadium IV eine lymphozytenreiche Umgebungsreaktion. 

 

 
Abb. 47: Vergleich Umgebungsreaktion mit den UICC-Stadien 

 

Zwischen der Art der Veränderungen im umgebenden Gewebe und der Ein-

dringtiefe zeigte der Chi-Quadrat-Test einen signifikanten Zusammenhang 

(p=0,0012), dagegen fand sich im Fisher-Test keine Signifikanz (p=0,10). Bei 

dem Vergleich Umgebungsreaktion mit Fernmetastasen zeigte sich im Fisher-

Test ein überdurchschnittlicher Zusammenhang (p=0,025), dagegen im Chi-

Quadrat-Test (p=0,059) kein überzufälliger Zusammenhang (nur vier Fälle). 

 

Auch beim Vergleich der Umgebungsreaktion mit dem Geschlecht zeigte sich 

im Fisher-Test für die fibroblastenreiche Reaktion ein signifikanter Zusammen-

hang (Fisher-Test p=0,026). Kein überzufälliger Zusammenhang zeigte sich je-

weils zwischen Umgebungsreaktion und Lokalisation im Kolonrahmen, Bud-

ding, Invasionsbreite, KRAS- oder BRAF-Mutation. 
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5.5.1 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Umgebungs-
reaktion - Unterscheidung fibroblastenreich/makrophagen-
dominant und fibroblastenreich/plasmazelldominant 

 

Untersuchte Größe 

Umgebungsreaktion P-Wert 
n=157 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

Fib1 
120 (76 %) 

Fib2 
37 (24 %) Fisher’s Test 

Pearson’s 
Chi-squared 

test mit 
Yates’  

correction 
      

Lymphknoten-
status 

N+ 85 (71) 19 (51) 
0,025 0,046 

N- 35 (29) 18 (49) 
      

Fernmetastasen 
M+ 45 (38) 9 (24) 

0,10 0,20 
M- 75 (62) 28 (76) 

      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 24 (20) 15 (41) 
0,10 0,021 

III./IV. 96 (80) 22 (59) 
      

Grading 
1./2. 92 (77) 17 (46) 

0,00060 0,00080 
3./4. 28 (23) 20 (54) 

      

Budding 
ja 66 (55) 6 (16) 

0,000021 0,000078 
nein 54 (45) 31 (84) 

 
Tabelle 11: Signifikanzbestimmung der Umgebungsreaktion im Vergleich mit anderen erhobe-
nen Daten 
 
 
Insgesamt wurden die 157 Fälle mit einer fibroblastendominanten Umgebungs-

reaktion im Bereich des den Tumor umgebenden Stromas weiter untersucht. 

Hierbei wurde zwischen einer makrophagendominierten Reaktion und einem 

plasmazellreichen Infiltrat unterschieden. In 120 von 157 Fällen (76 %) fand 

sich eine fibroblastenreiche und makrophagendominante Umgebungsreaktion 

(Fib1) an der Invasionsfront, bei 37 von 157 Patienten (24 %) mit kolorektalen 

Karzinomen fanden sich fibroblastenreiche und plasmazelldominante Reaktio-

nen (Fib2). Eine fibroblasten- und makrophagenreiche Umgebungsreaktion 

fand sich signifikant häufiger bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen, hohem 

Differenzierungsgrad und Tumor Budding. Unterschiedliche Ergebnisse zeigten 

sich beim Vergleich der Umgebungsreaktion und UICC-Klassifikation. Dabei 



 88 

zeigte der Chi-Quadrat-Test einen signifikanten Zusammenhang (p=0,021), da-

gegen fand sich im Fisher-Test keine Signifikanz (p=0,10). Kein überzufälliger 

Zusammenhang zeigte sich bei Fernmetastasen (Tabelle 11). 

 

Bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen zeigten sich in 85 von 104 Fällen (82 

Prozent) eine fibroblastenreiche und makrophagendominante Reaktion, nur in 

19 der 104 Fällen (18 %) zeigte sich mit Lymphknotenmetastasen eine fib-

roblastenreiche und plasmadominante Reaktion. Bei Tumoren ohne Lymphkno-

tenmetastasen zeigten sich 35 von 53 Fälle (66 %) fibroblasten- und makro-

phagenreich, 18 Fälle (34 %) fibroblasten- und plasmazellreich (Abbildung 48). 

 

 
Abb. 48: Umgebungsreaktion im Vergleich mit dem Lymphknotenstatus 

 
66 von 72 Patienten (92 %) mit Tumor Budding hatten ein fibroblasten- und 

makrophagenreiches Reaktionsmuster, nur 6 Patienten (8 %) mit Tumor Bud-

ding hatten das plasmazelldominante Reaktionsmuster. Dagegen hatten mit 

histologisch großen Zellkomplexen 54 von 85 Patienten (64 %) ein fibroblasten- 

und makrophagenreiches Reaktionsmuster, sowie 31 Patienten (36 %) mit gro-

ßen Zellkomplexen einen plasmazelldominanten Reaktionstyp (Abbildung 49). 
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Abb. 49: Umgebungsreaktion an der Invasionsfront im Vergleich mit dem Tumor Budding 

 
Fibroblasten- und makrophagendominante Tumoren sah man histologisch bei 

einem von zwei Patienten mit Differenzierungsgrad G1, bei 91 von 107 Patien-

ten mit Differenzierungsgrad G2, bei 27 von 47 Patienten mit Differenzierungs-

grad G3 und einem Patienten mit einem undifferenzierten Tumor G4. Fibroblas-

ten- und plasmazelldominante Tumoren fanden sich folglich bei einem von zwei 

Patienten mit Differenzierungsgrad G1, 16 von 107 mit Differenzierungsgrad 

G2, 20 von 47 mit Differenzierungsgrad G3 (Abbildung 50). 

 

 
Abb. 50: Umgebungsreaktion im Vergleich mit dem Grading  
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5.5.2 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Umgebungs-
reaktion - Unterscheidung fibroblastenreich/plasmazelldominant 
und fibroblastenarm/lymphozytendominant 

 

In 37 von 65 Fällen (57 %) zeigte sich eine fibroblastenreiche und plasmazell-

dominante Umgebungsreaktion an der Invasionsfront, 28 von 65 Fällen (43 %) 

mit kolorektalen Karzinomen zeigten eine Umgebungsreaktion mit vielen Lym-

phozyten und wenig Fibroblasten. Eine fibroblastenreiche Umgebungsreaktion 

fand sich signifikant häufiger bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen, sowie 

im fortgeschrittenen UICC-Stadium. Kein überzufälliger Zusammenhang zeigte 

sich beim Vergleich mit Tumor Budding (Tabelle 12). 

 

Untersuchte Größe 

Umgebungsreaktion P-Wert 
n=65 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

FIb1/ FIb2 
37 (57 %) 

IMLY 
28 (43 %) Fisher’s Test 

Pearson’s 
Chi-

squared 
test mit 
Yates’  

correction 
      

Lymphknoten-
status 

N+ 19 (51) 6 (21) 
0,013 0,028 

N- 18 (49) 22 (79) 
      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 15 (41) 20 (71) 
0,013 0,026 

III./IV. 22 (59) 8 (29) 
      

Budding 
positiv 6 (16) 10 (36) 

0,065 0,13 
negativ 31 (84) 18 (64) 

 
Tabelle 12: Signifikanzbestimmung der Umgebungsreaktion im Vergleich mit den erhobenen 
Daten 
 

Bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen zeigten sich in 19 von 25 Fällen fib-

roblastenreiche und plasmazelldominante Umgebungsreaktionen. Sechs der 25 

Fälle mit Lymphknotenmetastasen wiesen eine lymphozytenreiche Umge-

bungsreaktion auf. Bei Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen fand man bei 

18 von 40 Patienten eine fibroblastenreiche und plasmazelldominante Umge-

bungsreaktion, 22 der 40 Fälle waren vorwiegend lymphozytär geprägt (Abbil-

dung 51). 
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Abb. 51: Umgebungsreaktion im Vergleich mit Lymphknotenmetastasen 

 

Bei Tumoren höherer UICC-Stadien fand man häufiger eine fibroblastenreiche 

und plasmazellreiche Umgebungsreaktion. Eine fibroblastenreiche und plasma-

zellreiche Reaktion zeigten 7 von 15 Tumoren im Stadium I. Im Stadium II wa-

ren es 8 von 20 Fälle, im Stadium III waren es 13 von 17 Tumoren und im Sta-

dium IV 9 von 14 Tumoren. Dagegen wiesen umgekehrt 8 von 15 Tumoren im 

Stadium I, 12 von 20 im Stadium II, 3 von 17 im Stadium III und 5 von 14 im 

Stadium IV eine lymphozytenreiche Umgebungsreaktion auf. 

 

 

Abb. 52: Anzahl der Umgebungsreaktionen im Vergleich mit den UICC-Stadien 
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5.5.3 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Umgebungs-
reaktion - Unterscheidung fibroblastenreich/makrophagen-
dominant und fibroblastenarm/lymphozytendominant 

 

Untersuchte Größe 

Umgebungsreaktion P-Wert 
n=145 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

Fib1/Fib2 
120 (83 %) 

IMLY 
25 (17 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s Chi-
squared test mit 
Yates’ correction 

      
Grading 1./2.  92 (77) 22 (88) 0,16 0,32 3./4. 28 (23) 3 (12) 

      

Budding positiv 66 (55) 7 (28) 0,012 0,025 negativ 54 (45) 18 (72) 
 
Tabelle 13: Signifikanzbestimmung der Umgebungsreaktion im Vergleich mit den erhobenen 
Daten 
 

Beim Vergleich der fibroblasten- und makrophagendominanten Umgebungsre-

aktion mit Umgebungsreaktionen, bei denen vorwiegend Lymphozyten vorka-

men, fand sich ein überzufälliger Zusammenhang mit Tumor Budding. Dabei 

wurden nur Fälle ohne Nekrosen einbezogen. Bei Tumoren mit fibroblastenrei-

cher und makrophagendominanter Reaktion wiesen 66 von 120 Fällen ein Tu-

mor Budding auf, 54 der 120 Fälle hatten größere Zellkomplexe an der Invasi-

onsfront. Bei Tumoren mit lymphozytendominanter Reaktion zeigten 7 von 25 

Patienten ein Tumor Budding, 18 der 25 Fälle hatten große Zellkomplexe an 

der Invasionsfront. 

 

 
Abb. 53: Vergleich der Umgebungsreaktion mit dem Tumor Budding  
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5.5.4 Ergebnisse der morphologischen Analyse der Umgebungs-
reaktion in Kombination mit Tumor Budding 

 
Die Ergebnisse der Umgebungsreaktion mit dem Tumor Budding wurden in Be-

zug auf Lymphknotenstatus und dem UICC-Stadium verglichen. Dabei fand 

sich signifikant häufiger eine fibroblastenreiche Reaktion in Kombination mit ei-

nem Tumor Budding als eine lymphozytendominante Reaktion in Kombination 

mit Tumor Budding bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen bzw. hohem 

UICC-Stadium (Tabelle 14). 

 

Untersuchte Größe 

Umgebungsreaktion/Budding P-Wert 
n=82 (100 %) Konfidenzintervall=0,95 

Budding und 
Fib1/Fib2 
72 (88 %) 

Budding und 
IMLY 

10 (12 %) 

Fisher’s 
Test 

Pearson’s 
Chi-squared 

test mit 
Yates’  

correction 
      

Lymphknoten-
status 

N+ 57 (79) 2 (20) 0,0042 0,000951 N- 15 (21) 8 (80) 
      

UICC-
Klassifikation 

I./II. 8 (11) 7 (70) 0,00074 0,0000191 III./IV. 64(89) 3 (30) 
 

1: kann inkorrekt sein wegen zu niedriger Fallzahlen 
 
Tabelle 14: Signifikanzbestimmung der Umgebungsreaktion/Budding im Vergleich mit anderen 
erhobenen Daten 
 
 
Bei Tumoren mit Lymphknotenmetastasen kam es an der Invasionsfront in 57 

von 59 Fällen zu Tumor Budding in Kombination mit einer fibroblastendominan-

ten Umgebungsreaktion. Dagegen fand sich dieser Reaktionstyp bei 15 von 23 

Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen. Im Gegensatz dazu fand sich eine 

lymphozytendominante Umgebungsreaktion kombiniert mit Tumor Budding nur 

bei zwei von 59 Fällen mit Lymphknotenmetastasen, jedoch im Verhältnis häu-

figer bei insgesamt acht von 23 Patienten ohne Lymphknotenmetastasen. 
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Abb. 54: Vergleich der Umgebungsreaktion in Kombination mit dem Tumor Budding und dem 
Lymphknotenstatus 

 
Der Vergleich fibroblastenreiche Umgebungsreaktion und Tumor Budding mit 

dem UICC-Stadium zeigte bei 11 % ein UICC Stadium I und II, dagegen bei   

89 % ein UICC-Stadium III oder IV. Hingegen zeigte sich im Verhältnis häufiger 

eine lymphozytendominante Reaktion mit Tumor Budding bei Tumoren des 

UICC-Stadium I oder II (7 von 10 Fällen, 70 %), im Gegensatz zu UICC-Stadien 

III und IV (3 von 10 Fällen, 30 %). 

 

 

Abb. 55: Vergleich der Umgebungsreaktion in Kombination mit dem Tumor Budding im Ver-
gleich zum UICC-Stadium 
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6 Diskussion 

Die Diagnose des kolorektalen Karzinoms und die sich daraus ableitenden the-

rapeutischen Konsequenzen erfolgten mittels histopathologischer Untersu-

chung von Biopsien oder Operationspräparaten an paraffineingebettetem Mate-

rial. Morphologische Kategorien zur Therapieentscheidung waren jedoch nicht 

mehr ausreichend. Für bestimmte morphologische Phänotypen konnten in den 

letzten Jahren die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen aufgeklärt 

werden, was zu einer Erweiterung der morphologischen Klassifikation um mole-

kularen Eigenschaften der Tumoren geführt hat.99 Die bereits aufgedeckten mo-

lekularen Mechanismen betrafen viele frühe Stadien der Tumorentwicklung. Für 

weitere Veränderungen wie dem Übergang hin zu einem aggressiven Tumor, 

insbesondere die Tiefeninfiltration und die Ausbildung von Metastasen sind 

beim kolorektalen Karzinom noch viele Fragen offen. Hier spielt das morpholo-

gisch schon seit einiger Zeit bekannte Phänomen des Tumor Budding100 und 

dessen molekulares Pendant die EMT101 wohl eine bedeutende Rolle. In der 

hier vorgestellten Arbeit wurde untersucht, ob weitere morphologische Verände-

rungen an der Invasionsfront kolorektaler Karzinome hierbei eine Rolle spielen 

könnten.  

 

6.1 Patientenkollektiv 
 

Kolorektale Karzinome fanden sich laut Literatur mit 29 % am häufigsten im 

Rektum lokalisiert, 20 % im Colon ascendens und Coecum, je 4 % im Colon 

transversum und im Colon descendens, sowie 18 % im Sigma.102 Eine ver-

gleichbare Verteilung innerhalb des Kolonrahmens konnte in dem hier unter-

suchten Kollektiv gefunden werden: Am häufigsten fanden sich ebenfalls Tumo-

re im Rektum mit 32 %. Im Colon sigmoideum waren in dem hier vorgestellten 

Kollektiv 20 %, im Coecum 21 %, im Colon ascendens 11 %, im Colon trans-

versum 6 % sowie im Colon descendens 8 % lokalisiert. In den aktuellen Statis-

tiken zeigte sich eine Umverteilung bzw. ein Inzidenzanstieg rechtsseitig gele-

gener Darmtumoren bei gleichzeitiger Inzidenzabnahme rektosigmoidaler Tu-
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more.103 Dies ist möglicherweise auf eine verstärkte Inanspruchnahme von Vor-

sorgeuntersuchungen zurückzuführen. Im Gegensatz zu Angaben in der Litera-

tur fanden sich in unserem Kollektiv vor allem kolorektale Karzinome mit hohen 

UICC-Stadien, was möglicherweise auf eine gewisse Selektion der Fälle durch 

die Untersuchung von Kollektiven von Maximalversorgern und Tumorzentren 

begründet lag.  

 

Das durchschnittliche Alter des hier vorgestellten Patientenkollektivs lag bei 66 

Jahren mit einer Altersspanne von 24 bis 88 Lebensjahren. Dies entspricht dem 

in der Literatur beschriebenen mittleren Erkrankungsalter.104,105 Wie in der Lite-

ratur beschrieben, waren bei dem hier vorgestellten Patientenkollektiv über-

durchschnittlich häufiger Männer (58 %) als Frauen (42 %) betroffen. So zeigten 

unter anderem die GLOBOCAN-Daten aus dem Jahr 2012, dass weltweit 55 % 

Männer und 45 % Frauen an einem kolorektalen Karzinom erkrankten.2 Ent-

sprechend fanden sich mikroskopisch nicht-verschleimende Adenokarzinome 

bei 90-95 % der kolorektalen Karzinome, verschleimende Adenokarzinome in 

ca. 10-15 % und Siegelringzellkarzinome mit einer Häufigkeit von 1-2 %. Alle 

weiteren Tumorhistologien sind Raritäten.106 In dem in dieser Arbeit untersuch-

tem Kollektiv fanden sich 92 % nicht-verschleimende Adenokarzinome und 8 % 

verschleimende Adenokarzinome und in einem Fall ein kleinzelliges Karzinom.  

 

71 % der Tumoren in der hier vorgestellten Arbeit zeigten am häufigsten einen 

mäßigen Differenzierungsgrad (G2), in 27 % zeigten sich schlecht differenzierte 

Tumore (G3) und zu je 1 % zeigten sich hochdifferenzierte (G1) bzw. undiffe-

renzierte Tumore (G4). In der Literatur fand sich ebenfalls der größte Anteil bei 

den G2-klassifizierten Tumoren (70 %), jedoch mit 10 % deutlich mehr hochdif-

ferenzierte Tumore (G1). Schlecht- bzw. undifferenzierte Tumore (G4) wurden 

in den Vergleichsdaten zusammengefasst und machten anteilig  20 % aus.34 

Diese Abweichung ist möglicherweise ebenfalls der oben bereits erwähnten Se-

lektion von Kollektiven mit Tumoren höherer Tumorstadien in Schwerpunktzen-

tren geschuldet, was auch den Umstand erklären würde, dass in dem hier un-

tersuchten Patientenkollektiv fortgeschrittene UICC-Tumorstadien (IVA und 

IVB) mit 37 % am häufigsten vertreten waren, bei 32 % UICC-Stadium III und 

31 % ein UICC I- bzw. UICC II-Stadium. 
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Abb. 56: UICC-Klassifikation des Patientenkollektives am Klinikum Darmstadt  

 
Allgemein scheinen die UICC-Stadien schwer vergleichbar zu sein. So indizierte 

meist schon die Fragestellung, welches Tumorstadium vorwiegend vorkommen 

wird. So erwartet man bei Studien zu Vorsorgeuntersuchungen am ehesten 

Tumorvorstufen oder Tumore in einem niedrigen TNM-Stadium. Entsprechende 

Daten lieferte unter anderem eine Arbeit von Schmiegel et al., in der 25.893 ko-

lorektale Karzinome im Rahmen von Vorsorgekoloskopien detektiert wurden. 

Am häufigsten fanden sich hierbei kolorektale Karzinome im UICC-Stadium I 

(47,3 %), gefolgt von Tumoren im Stadium II (22,3 %), im Stadium III (20,7 %) 

und im Stadium IV (9,6 %). 107 

 

6.2 Mutationsanalyse 

6.2.1 KRAS-Mutation 
 
In dem hier vorgestellten Kollektiv fanden sich bei 195 kolorektalen Karzinomen 

68 KRAS-Mutationen, insgesamt 34,9 %. Somit befand sich die ermittelte Häu-

figkeit an KRAS-Mutationen im unteren Bereich der in der Literatur angegebe-

nen Werte. Dabei ergab sich eine Ergebnisspanne an KRAS-Mutationen in den 

repräsentativen Studien von 35-45 %. Die unterschiedlichen Häufigkeiten resul-

tierten aus abweichenden Analyseverfahren und Patientenkollektiven. Interes-

santerweise fanden wir in unserem Kollektiv bei vier unterschiedlichen Fällen 

eine G13V-Mutation im Codon 13.  
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In der folgenden Tabelle wurden die von uns diagnostizierten Mutationen Muta-

tionsanalysen anderer Studien gegenübergestellt: 

 

Codon Mutation Klinikum 
Darmstadt Neumann et al. 5 COSMIC 

 
 
 
 
 
 
 
 

12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

13 

c.35G>A 
(G12D) 12,3 % 14,1 % (36,0 %) 33,5-34,4 % 

c.35G>T 
(G12V) 9,7 % 8,5 % (21,8 %) 21,9-24,4 % 

c.34G>T 
(G12C) 4,1 % 3,1 % (8 %) 7,9 % 

c.34G>A 
(G12S) 1,0 % 2,6 % (6,5 %) 4,9-5,7 % 

c.35G>C 
(G12A) 2,5 % 2,4 % (6,0 %) 6,2-6,6 % 

c.34G>C 
(G12R) 0,5 % 0,5 % (1,3 %) 1,2-1,4 % 

c.34G>T; 
c.35G>T 
(G12F) 

0 % 0,2 % (0,5 %) 0 % 

c.34G>A; 
c.35G>T 
(G12I) 

0 % 0,1 % (0,3 %) 0 % 

c.38G>A 
(G13D) 3,8 % 7,3 % (18,8 %) 18,9-19,2 % 

c.37G>T 
(G13C) 0 % 0,3 % (0,8 %) < 1 % 

c.37G>C 
(G13R) 0 % 0,1 % (0,3 %) < 1 % 

c.38G>T 
(G13V) 2 % 0 % (0 %) < 1 % 

 c.37 G>A 
(G13S) 0 % 0 % (0 %) < 1 % 

 Wildtyp 65,1 % 60,7 % 50 % 
 
Tabelle 15: KRAS-Mutationen im Vergleich mit unserem Patientenkollektiv  
 
 
Die Unterschiede in der Verteilung, vor allem der seltenen Mutationen, resultier-

ten dabei am ehesten aus dem bereits oben beschriebenem Grund, dass das 

hier untersuchte Kollektiv aus höheren UICC-Stadien zusammengesetzt war, 

was auch die hohe Übereinstimmung der Mutationsverteilungen zur Studie von 

Neumann et al. belegt. Beide Studien wurden an einem Kollektiv mit hohem 

UICC-Stadium durchgeführt. Dementsprechend fanden wir leichte Abweichun-

gen der prozentuellen Mutationen zu den COSMIC-Daten (Catalogue Of Soma-
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tic Mutations In Cancer). Möglicherweise spielten hierbei lokale Faktoren eine 

Rolle, da bei der COSMIC-Studie weltweite KRAS-Mutationen einbezogen wur-

den. 

 

Neuere Forschungsergebnisse hinsichtlich KRAS-Mutationen im Exon 3 und 4 

bezogen wir bewusst nicht in die vorgelegte Arbeit mit ein. Der Anteil der RAS-

Mutationen, die nicht auf dem Exon 2 liegen, ist im Verhältnis deutlich geringer 

als RAS-Mutationen, die sich auf dem Exon 2 befinden. Für die hier vorgestellte 

Fragestellung hinsichtlich morphologischer Veränderungen an der Invasions-

front sind diese Mutationen nicht ausschlaggebend. Zudem ist in der Literatur 

kein Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus des RAS-Gens und einer 

assoziierten morphologischen Veränderung in kolorektalen Karzinomen be-

schrieben. In der hier vorgestellten Arbeit fanden sich ebenfalls keine Assozia-

tionen mit bestimmten morphologischen Veränderungen und dem RAS-

Mutationsstatus. 

 

Neben der Frage nach der Häufigkeit von Mutationen im KRAS-Gen wurden in 

dieser Arbeit zwei unterschiedliche Methoden der Sequenzanalyse, die Se-

quenziermethode nach Sanger und die Pyrosequenzierung, verglichen. Dabei 

ergaben sich in 13 Fällen voneinander abweichende Ergebnisse. In fünf Fällen 

konnte mittels Pyrosequenzierung eine KRAS-Mutation nachgewiesen werden, 

dagegen zeigte sich in der Sangersequenzierung keine Mutation. Umgekehrt 

fanden sich mit der Sangersequenzierung sechs KRAS-Mutationen, die in der 

Pyroseqenzierung nicht zu detektieren waren. Bei zwei Fällen wurden unter-

schiedliche Mutationen in beiden Sequenzierungsformen diagnostiziert. Zwi-

schen den beiden Sequenzierungsmethoden konnte jedoch kein statistisch sig-

nifikanter Unterschied (Cohens kappa: κ = 0,86) nachgewiesen werden. 

 

6.2.2 BRAF-Mutation 
 
In dem von uns untersuchten Kollektiv wurde bei 189 Fällen der BRAF-Status 

im Exon 15 erhoben. Dabei konnte in 20 Fällen eine V600E-Mutation nachge-

wiesen werden. Die ermittelte Prävalenz der BRAF-Mutation in dem hier unter-
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suchten Karzinomkollektiv lag mit 11 % im mittleren Bereich der in der Literatur 

beschriebenen Verteilung. Die Häufigkeiten von BRAF-Mutationen bei CRC la-

gen in der Literatur zwischen 5-15 %.108,109 Die in diesen Arbeiten erhobenen 

Daten betrafen dabei ausschließlich die BRAF-Mutation V600E, die mit mehr 

als 96 % die häufigste BRAF-Mutation darstellt. Alle weiteren beim kolorektalen 

Karzinom vorkommenden BRAF-Mutationen haben somit zusammen einen An-

teil von maximal 4 %.110 Die vorgefundenen unterschiedlichen Häufigkeiten re-

sultierten dabei aus abweichenden Analyseverfahren und/oder der Zusammen-

setzung der Patientenkollektive. In der folgenden Tabelle sind die Daten des in 

dieser Arbeit untersuchten Kollektivs im Vergleich zu den Häufigkeiten für die 

BRAF-Mutation in kolorektalen Karzinomen in der Literatur aufgelistet. 

 

 p-Wert Signifikant 
Klinikum 

Darmstadt 
Kalady et al.103 Yokota et al.104 Roth et al.105 

BRAF-Mutation 
20 von 189 

(10,6 %) 

56 von 475 

(11,8 %) 

15 von 319 

(4,7 %) 

103 von 1307 

(7,9 %) 

UICC Nicht relevant 0,75 Nicht relevant 0,91 

T 0,24 - - - 

N 0,043 - 0,49 - 

M 0,32 - 0,40 - 

Grading 0,0068 <0,014 <0,0001 <10-10 

Lokalisation 
(rechts vs. 

links) 
0,030 <0,001 0,0391 <10-10 

Geschlecht      
(w > m) 0,29 <0,001 0,11 0,037 

 

1: nur UICC-Stadien II und III einbezogen 
 
Tabelle 16: Vergleich der ausgewerteten BRAF-Daten unseres Patientenkollektives mit der 
Literatur111–113 
 

In der hier vorgelegten Arbeit fanden sich signifikante Zusammenhänge zwi-

schen der BRAF-Mutation, dem Differenzierungsgrad (Grading), der Lage des 

Tumors im Kolonrahmen und dem Lebensalter bei Erstmanifestation. Im Ge-

gensatz zu Roth et al. (p=0,037) und Kallady et al. (p=<0,001) fanden wir, 

ebenso wie Yokota et al. (p=0,11), keinen geschlechtsspezifischen Zusammen-
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hang. Möglicherweise war der Unterschied der Zusammensetzung der Kollekti-

ve geschuldet.  

 

Einen Vergleich mit den TNM-Stadien bzw. der daraus resultierenden UICC-

Klassifikation konnte nur annähernd vorgenommen werden, mit allerdings na-

hezu gleichem Ergebnis. So war in der vorgelegten Untersuchung lediglich im 

Lymphknotenstatus ein überzufälliger Zusammenhang zu finden (p=0,043). Wie 

in vergleichbaren Studien ergab sich kein überzufälliger Zusammenhang zwi-

schen BRAF-Mutation, dem TNM-Stadium bzw. dem UICC-Stadium. Im Ver-

gleich von BRAF-Mutationen mit dem Tumor Budding zeigte sich ebenfalls kein 

überdurchschnittlicher Zusammenhang. Ebenso konnte beim Vergleich mit der 

Umgebungsreaktion des wachsenden Tumors kein Zusammenhang abgeleitet 

werden. 

 

6.3 Tumor Budding und morphologische Veränderungen an der 
Invasionsfront 

 

In dem hier untersuchten Kollektiv fand sich Tumor Budding bei niedrigen 

UICC-Stadien nur selten. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zwischen dem 

Vorhandensein von Tumor Budding und der Eindringtiefe sowie dem Vorkom-

men von Lymphknotenmetastasen ein signifikanter Zusammenhang besteht. 

Am deutlichsten zeigte sich die Signifikanz von Tumor Budding bei Fernmeta-

stasen (p=0,003, im Pearson’s Chi-squared test mit Yates’ correction) bzw. ei-

nem hohem UICC-Stadium. Dies entsprach den Ergebnissen von Hase et al.,114 

die bei 663 Resektaten von kolorektalen Karzinomen das Tumor Budding un-

tersuchten. Patienten mit Tumor Budding hatten hier signifikant häufiger Rezidi-

ve und eine signifikant schlechtere Fünfjahresüberlebensrate. Beim Vergleich 

der Fünfjahresüberlebensraten von Tumoren im früher gängigen Tumorstadium 

Dukes B (entsprechend UICC II-Stadium) mit Tumor Budding war ein geringe-

res Überleben mit 29,1 % zu finden als bei einem Tumor im Stadium Dukes C 

(entsprechend UICC > III) ohne Tumor Budding mit 66,2 %. Insbesondere in 

niedrigen UICC-Stadien I/II schien ein Nachweis von Budding eine große prog-

nostische Bedeutung zu besitzen. So zeigten Ueno et al schon 2004, dass bei 
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kolorektalen Karzinomen, die die Submukosa penetrieren, Tumor Budding mit 

dem Tumorgrading und der Lymphgefäßinvasion zusammen die wichtigsten 

Faktoren für eine systemische Tumorausbreitung sind.115 

 

Verschiedene Arbeitsgruppen (Morodomi et al., Lugli et al.) haben ermittelt, 

dass Tumor Budding nicht nur an der Invasionsfront, sondern auch intratumoral 

vorkommt. Letztlich korreliert intratumorales Budding mit dem Budding an der 

Invasionsfront und führte ebenso zu Lymphknotenmetastasen.116 Das galt für 

die Assoziation mit lymphknotenpositiven Tumoren, höheren TNM-Stadien, Ge-

fäßinvasion und schlechtem Outcome. Giger et al. stützten diese Aussagen, die 

die Spezifität von intratumoralem Budding für peritumorales Budding und 

Lymphknotenmetastasen in korrespondierenden Resektionen aufzeigten.117 

Auch dieser Zusammenhang konnte in dem hier vorgelegten Kollektiv nachvoll-

zogen werden.  

 

Lugli et al. legten nahe, Tumor Budding als einfach zu erhebenden unabhängi-

gen Marker für Tumorwachstum und Prognose zu nutzen.118 Grizzi et al. fordern 

hingegen ohne genaue Validierungskriterien Tumor Budding in der Routinedi-

agnostik nicht zu nutzen.119 In der hier vorgestellten Untersuchung konnten wir 

allerdings zeigen, dass die morphologische Analyse des Tumor Budding im 

Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik nach einer kurzen Lern-

phase gut durchführbar war, wenn man als diagnostisches Kriterium für Tumor 

Budding isolierte Einzelzellen oder Zellcluster mit weniger als fünf Zellen an-

wendet. Eben dieses Kriterium wurde 2016 während der International Tumor 

Budding Consensus Conference (ITBCC) mit einer hohen Evidenz gewertet. 120 

 

Dem morphologischen Muster des Tumor Budding lag das molekulare Korrelat 

der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) zugrunde. Die EMT führte 

zum Verlust bestimmter Zelleigenschaften mit einem Verlust der Adhäsion der 

Zellen untereinander und steuerte somit das Ausbreiten des Tumors. Das Ab-

sondern einzelner Tumorzellen, also das Budding, wurde als einer der ersten 

Vorgänge bei der lokalen zur systemischen Ausbreitung beobachtet und hat so 

prognostische Relevanz.114 Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit legen 

den Schluss nahe, sobald Tumor Budding in der H.E.-Histologie der Routinedi-
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agnostik sichtbar ist, davon auszugehen, dass es dem Tumor gelungen ist, sich 

systemisch auszubreiten. Das bestätigte die Arbeit von Shinto et al., die mittels 

Anti-Cytokeratin Antikörpern „zytoplasmatische Pseudofragmente“ detektierten, 

die in der Nähe und auch teilweise mit Tumorbudds verbunden sind.121 

 

Aktuell geht man davon aus, dass Tumor Budding auf der Basis zweier Prozes-

se entsteht: Betrachtet man die Mikrostrukturen von Tumorbudds, so zeigt sich 

ein Verlust von zellulären und zellulär-matrikalen Verbindungsmolekülen, den 

Desmosomen bei den Zell-Matrix-Kontakten und Adhäsionsmoleküle wie die E-

Cadherine bei den Zell-Zell-Kontakten. So ist es den Budds möglich, sich aus 

dem Zellverband zu lösen und infiltrativ in das Gewebe vorzudringen. Eine aus-

führliche Beschreibung der bisher bekannten molekularen Zusammenhänge 

wurde von Dawson et al. dargelegt.100  

 

Dass Tumor Budding kein auf das kolorektale Karzinom beschränktes Phäno-

men in Rahmen der Tumorausbreitung ist und ein allgemein wichtiges Kriterium 

für die Tumorentwicklung bzw. Aggressivität zu sein scheint, zeigten Lugli et al. 

bei Pankreastumoren. Sie haben auch hier einen prognostischen Zusammen-

hang von Tumor Budding mit dem Gesamtüberleben abgeleitet. Denn auch bei 

Pankreastumoren findet sich unter anderem eine Assoziation von Tumorbudds 

mit Lymphgefäßinvasion.122  

 

In einer retrospektiven Studie konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von 

Tumor Budding bei einem metastasierten kolorektalen Karzinom mit einem 

schlechten Ansprechen auf eine anti-EGFR-Therapie assoziiert ist.123 Die Kon-

sequenz daraus wäre neben molekularen Markern auch morphologisch erfass-

bare Marker, wie Tumor Budding und deren molekulare Veränderungen in die 

Überlegung zur Therapie des kolorektalen Karzinoms mit einzubeziehen, um 

diese zu optimieren. Ein Gen, das für die epithelial-mesenchymale Transition 

von kolorektalen Karzinomen wichtig erscheint, ist das MACC1 (Metastasis-

associated in colon cancer protein 1). So zeigten Koelzer et al., dass ein Vor-

kommen von MACC1 zu einer aggressiven Tumorausbreitung und einem Nach-

weis von Tumor Budding kommt; ein vermehrter Nachweis an der Invasions-

front war mit einem deutlich aggressiveren Verlauf assoziiert.124, 125  
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Für unsere Fragestellung hinsichtlich morphologischer Veränderungen an der 

Invasionsfront kolorektaler Karzinome waren spezifische Mutationen nicht aus-

schlaggebend. Sicherlich sind Mutationen für weitere Therapieansätze uner-

lässlich, aber es Bedarf weiterer Studien und Grundlagenforschungen. 

Lugli et al. entwickelten einen Index aus Tumor Budding und dem immunhisto-

logischem Nachweis von CD8-positiven Lymphozyten. So fanden sie eine um-

gekehrte Korrelation zwischen Tumorbudds und CD8-positiven Lympho-

zyten.126 Auf dieser Arbeit aufbauend, folgten weitere Untersuchungen hinsicht-

lich einer Verbindung von Tumor Budding und dem Ausmaß der lokalen Im-

munantwort. Für eine effektive Immunabwehr müssen Tumorzellantigene durch 

den MHC-I-Proteinkomplex präsentiert werden, so dass T-Lymphozyten mit ih-

ren CD-8-Rezeptoren diese erkennen und als fremd einstufen können. So kann 

letztlich die Zerstörung der Tumorzellen über die Bildung toxischer Moleküle wie 

TIA1 eingeleitet werden. Letztlich konnten Koelzer et al. bestätigen, dass Tu-

more deutlich weniger aggressiv sind, wenn dieses Abwehrsystem funktioniert 

und eine umgekehrte Korrelation zu Tumor Budding besteht. Es fand sich keine 

MHC-I-Expression im Bereich von Tumorbudds an der Invasionsfront.127 Eben-

so gibt es deutliche Hinweise für eine Assoziation zwischen CD8-positiven 

Lymphozyten und der Abwesenheit von Lymphknotenmetastasen, niedrigem 

Tumorgrading und längerem Überleben. Der EMT-Mechanismus als molekula-

res Korrelat des Tumor Budding ist jedoch bisher nicht vollends verstanden. So 

finden sich charakteristische molekulare Veränderungen der EMT an den Tu-

morbudds des Primärtumors, die aber in den Metastasen nicht mehr nachweis-

bar sind. Somit scheinen die Umgebungsfaktoren der jeweiligen Tumormikro-

umgebung in der Ausbildung der EMT am Primärtumor und der Rückbildung in 

der Metastase im Sinne einer MET (mesenchymalen-epithelialen-Transition) ei-

ne Rolle zu spielen.128,129 

 

In der hier vorgelegten Arbeit wurde deshalb die Invasionsfront kolorektaler 

Karzinome nach weiteren morphologischen Gewebsveränderungen und Ge-

websreaktionen im Bereich der Tumorumgebung dahin gehend untersucht, die 

möglicherweise mit dem Auftreten von Tumor Budding in Zusammenhang ste-

hen könnten. Es konnte gezeigt werden, dass ein überzufällig häufiger Zusam-
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menhang besteht zwischen der Art des Tumorgewebswachstumsmusters (in 

dieser Arbeit Invasionsfront Pattern breit versus nicht breit genannt) und der 

Lage der Tumoren im Kolonrahmen, dem TNM-Stadium, dem Auftreten von 

Fernmetastasen und somit dem UICC-Stadium. Hingegen zeigte sich im Ver-

gleich zu Lymphknotenmetastasen nur im Fisher-Test ein signifikanter Zusam-

menhang, im Chi-Quadrat Test jedoch kein signifikanter Zusammenhang. Inte-

ressanterweise fand sich in pT2-Tumoren kein nicht breites Wachstumsmuster. 

Das Durchdringen der Mucularis propria erfolgte in großen breiten Verbänden. 

Dieses Phänomen fand sich auch bei Tumoren, die im Fettgewebe oder der 

Subserosa dort ein nicht breites Pattern zeigten.  

 

Zudem wurden in der hier vorgelegte Arbeit auf der Basis der Gewebsreaktion 

an der Invasionsfront verschiedene Muster unterschieden: Eine fibroblastenrei-

che und eine fibroblastenarme Gewebsreaktion, sowie eine überwiegend von 

Immunzellen charakterisierte Gewebsreaktion. Hier zeigte sich ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen der fibroblastenreichen Gewebsreaktion an der Inva-

sionsfront, dem TNM-Stadium, dem Lymphknotenstatus, dem Auftreten von 

Fernmetastasen und somit dem UICC-Stadium. Halvorsen et al. verglichen 

schon 1989 die Umgebungsreaktion von Tumoren in Bezug auf das damals 

gängige Tumorstadium nach Dukes. Hierbei wurde u.a. das Wachstum an der 

Tumorgrenze, das Vorkommen von Entzündungsreaktionen und Entzündungs-

zellen sowie die Desmoplasie, also die Bildung vom tumorassoziiertem fibrö-

sem Gewebe untersucht. Sie konnten zeigen, dass Tumoren niedrigerer Dukes-

Stadien mit einer gut definierten Tumorgrenze, einer hohen Anzahl an Entzün-

dungszellen und dem Fehlen eines tumorassoziierten fibrösen Gewebes ein-

hergingen.130 Auch in anderen Studien wurde auf die Bedeutung der Stromare-

aktion im Bereich des Tumors hingewiesen. Es zeichnete sich zunehmend ab, 

dass das Tumorstroma mit Fibroblasten, Entzündungszellen und Endothelzel-

len eine wichtige Rolle in der Tumorentwicklung spielt.131–134  

 

In verschiedenen Tumoren wurden peritumorale und karzinomassoziierte Myo-

fibroblasten, innerhalb des Tumorstromas nachgewiesen und waren mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert.135–137 Ueno et al. zeigten bei Rektumkarzi-

nomen mit einem unreifem Stroma und einer herunterregulierten Immunantwort 
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einen aggressiveren Verlauf.138 Cui et al. konnte bereits in kolorektalen Adeno-

men vermehrt Myofibroblasten nachweisen.139 De Wever et al. konnten nach-

weisen, dass Myofibroblasten eine proinvasive Funktion haben. Sie zeigten, 

dass isolierte Tumorzellen in Zellkulturen Kollagen nur mit Hilfe von Myo-

fibroblasten durchdringen können.140  

 

Das Zusammenspiel von Fibroblast und Tumorzelle stellte das zentrale Kenn-

zeichen der EMT und somit die Entwicklung eines malignen Phänotyps epithe-

lialer Tumoren dar.101 Ebenso konnte gezeigt werden, dass für eine große 

Gruppe von kolorektalen Karzinomen neben dem Tumor Budding ein weiteres 

morphologisches Korrelat existiert, dass die Fibroblasten-Tumorzellen-

Interaktion zu fördern schien.100 Der in der hier vorgestellten Arbeit gezeigte 

signifikante häufigere Nachweis von Tumor Budding in der Gruppe des fib-

roblastenreichen Phänotyps mit spärlicher begleitender Immunreaktion und we-

nigen tumorassoziierten Makrophagen (TAM) sprach ebenfalls für diese An-

nahme. Dies entsprach auch den Ergebnissen von Koelzer et al., die ebenfalls 

einen signifikanten Zusammenhang zwischen niedriger TAM-Anzahl und häufi-

gerem Auftreten von Tumor Budding nachweisen konnten.141 Das erklärt zudem 

die Ergebnisse von Cavnar et al., die zeigen konnten, dass eine hohe Anzahl 

TAM in kolorektalen Karzinomen mit einer besseren Prognose assoziiert ist.142 

Die Gruppe der fibroblastenreichen kolorektalen Karzinome mit starker Makro-

phageninfiltration zeigte nicht nur einen signifikanten Unterschied bezüglich des 

Vorhandenseins von Tumor Budding gegenüber der TAM-armen Gruppe, son-

dern es fanden sich zudem signifikant seltener Lymphknotenmetastasen, ein 

niedrigeres Tumorstadium und ein höherer Differenzierungsgrad der Tumorzel-

len. Diese Gruppe zeigte zudem ein dichteres Infiltrat aus neutrophilen Gra-

nulozyten und Plasmazellen. Es bestanden jedoch für diese Tumore weiterhin 

überzufällig häufig ein vermehrter Nachweis von Lymphknotenmetastasen und 

ein fortgeschritteneres Tumorstadium als die Gruppe mit geringer fibroblastärer 

Gewebsreaktion und dichten lymphozytären Infiltraten, jedoch kein signifikant 

vermehrter Nachweis von Tumor Budding, wie dies für die TAM-arme Gruppe 

der Fall war. 
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Zwei morphologische Charakteristika an der Invasionsfront kolorektaler Karzi-

nome sind in dieser Arbeit signifikant häufiger mit einem vermehrten Nachweis 

von Lymphknoten- und Fernmetastasen und somit einem höheren Tumorstadi-

um assoziiert, Tumor Budding und eine fibroblastenreiche Gewebsreaktion mit 

wenigen tumorinfiltrierenden Makrophagen und spärlicher Immunreaktion.  

 

Morphologische Kriterien sind für die Charakterisierung des kolorektalen Karzi-

noms sicher nicht ausreichend, liegen doch unterschiedliche molekulare Me-

chanismen zugrunde, was zu einer eigenständigen molekularen Klassifikation 

geführt hat. Die morphologischen Veränderungen können jedoch Hinweise auf 

molekulare Zusammenhänge geben, die weiterer Untersuchungen bedürfen. In 

dieser Arbeit konnte die Bedeutung bestimmter Fibroblasten-assoziierter Ver-

änderung für die Progression des kolorektalen Karzinoms gezeigt werden. Auf-

fällig war hierbei die Assoziation von Tumor Budding und geringer Immunreak-

tion in der Tumorumgebung. Möglicherweise liegt im Mechanismus der EMT mit 

Aktivierung embryonaler Signalwege einer der Schlüssel für die eingeschränkte 

Erkennbarkeit der Tumorzellen für das Immunsystem.  
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7 Zusammenfassung 

Das kolorektale Karzinom ist eine der am häufigsten vorkommenden Tumorer-

krankung weltweit. In den letzten Jahren wurden viele molekulare Zusammen-

hänge in der Entstehung des kolorektalen Karzinoms entdeckt. Aus diesen Er-

kenntnissen konnten neue Therapiemöglichkeiten entwickelt werden. Aktuell 

werden im europäischen Raum die UICC-Stadien zur Einschätzung der Tumo-

raggressivität angewandt um die bestmöglichen Therapieoptionen zu gewähr-

leisten. 

 

In der hier vorgestellten Arbeit konnte bei einem Kollektiv von 195 Patienten mit 

kolorektalen Karzinomen gezeigt werden, dass an H.E.-Schnitten morphologi-

sche Phänomene wie Tumor Budding und bestimmte morphologisch fassbare 

Veränderungen in der Tumorumgebung (Mikroenviroment, epithelial-

mesenchymale Transition) signifikant und zuverlässig diagnostiziert werden 

können und davon abgeleitet die Aggressivität eines kolorektalen Karzinoms 

eingeschätzt werden kann.  

 

Hierbei wurden alle Fälle, bei denen eine Tumoreinzelzelle bzw. ein Zellcluster 

mit weniger als fünf Zellen mikroskopiert werden konnte, in die Gruppe der Tu-

morbudds aufgenommen. Der Nachweis von Tumorbudds war ein unabhängi-

ger Marker auf eine systemische Tumorausbreitung. 

 

Es fand sich überdurchschnittlich häufig ein Zusammenhang zwischen Tumor 

Budding und schlechteren Überlebensraten sowie einer fortgeschrittenen Tiefe-

ninfiltration (höhere pT-Stadien), Lymphknoten- oder Fernmetastasen bzw. ho-

hen UICC-Stadien III/IV.  

 

Ein weiteres Hauptaugenmerk wurde auf morphologische Veränderungen des 

Mikroenviroments und hierbei insbesondere auf die Fibroblasten des den Tu-

mor umgebenden Bindegewebes sowie Zellen des Immunsystems, u.a. Lym-

phozyten und Makrophagen gelegt. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang 

einer fibroblastenreichen Umgebungsreaktion mit wenigen Makrophagen und 



 109 

Lymphozyten und einem positiven Lymphknotenstatus oder hohen UICC Stadi-

en III/IV gezeigt werden.  

 

Beim Vergleich der Umgebungsreaktion mit dem Tumor Budding wurden in Be-

zug auf den Lymphknotenstatus und dem UICC-Stadium signifikant häufiger ei-

ne fibroblastenreiche Reaktion in Kombination mit einem Tumor Budding als ei-

ne Gewebsreaktion in Kombination mit Tumor Budding bei Tumoren mit 

Lymphknotenmetastasen bzw. hohen UICC-Stadien III/IV nachgewiesen.  

 

Vergleichende Untersuchungen zwischen den oben beschriebenen morpholo-

gischen Veränderungen und Mutationen des Exon 2 im KRAS-Gen blieben oh-

ne eine statistische Signifikanz. Der Vergleich der Sequenziermethode nach 

Sanger mit der Pyrosequenzierung ergab eine geringfügig höhere Sensitivität 

für die Sangersequenzierung, wenngleich ohne statistische Signifikanz.  

 

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit bestätigen die hohe Wertigkeit des 

Tumor Buddings und der Umgebungsreaktion des Tumors für die Einschätzung 

der Tumoraggressivität. Die Veränderungen sind einfach an H.E.-

Routineschnitten zu diagnostizieren. Diese morphologischen Veränderungen 

spiegeln wahrscheinlich den entscheidenden Übergang eines lokal aggressiv 

wachsenden Tumors in einen Tumor mit Lymphknoten- und Fernmetastasie-

rung wieder. Möglicherweise spielt die Interaktion zwischen Fibrozyten/blasten 

und ortsständigen oder eingewanderten Makrophagen eine wichtigere Rolle in 

der körpereigenen Tumorabwehr als bisher angenommen. 
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8 Summary 

Colorectal carcinoma is one of the most common tumour diseases worldwide. 

Numerous molecular relationships in the development of colorectal carcinoma 

have been discovered in recent years – findings that have enabled new treat-

ment options to be developed. In Europe, the UICC stages are currently used to 

assess tumour aggressiveness, in order to ensure the best possible treatment 

options. 

 

Based on a collective of 195 patients with colorectal carcinoma, the work pre-

sented here demonstrates that HE sections can be used to significantly and re-

liably diagnose morphological phenomena such as tumour budding and certain 

morphologically-identifiable changes in the tumour environment (microenviron-

ment, epithelial-mesenchymal transition) and, as a result, to assess the aggres-

siveness of a colorectal carcinoma.  

 

All cases in which a single tumour cell or a cell cluster with fewer than five cells 

could be viewed under a microscope were included in the group of tumour 

buds. Tumour buds were detected using an independent marker on a systemat-

ic tumour spread. 

 

More frequently than average, a connection was found between tumour bud-

ding and both poorer survival rates and advanced depth infiltration (later pT 

stages), lymph node or remote metastases and high UICC stages III/IV. 

 

Another key focus was on morphological changes to the microenvironment and, 

in particular, the fibroblast cells of the connective tissue surrounding the tumour 

and cells of the immune system, such as lymphocytes and macrophages. A 

significant connection was demonstrated between a fibroblast-rich surrounding 

tissue reaction with few macrophages and lymphocytes, and a positive lymph 

node status or high UICC stage III/IV.  

 

When the surrounding tissue reaction was compared with the tumour budding, 

in relation to the lymph node status and the UICC stage, a fibroblast-rich reac-
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tion in combination with tumour budding was found significantly more frequently 

than a tissue reaction in combination with tumour budding in tumours with 

lymph node metastases and high UICC stages III/IV.  

 

Comparative investigations between the morphological changes described 

above and mutations of Exon 2 in the KRAS gene revealed no statistical signifi-

cance. Comparing Sanger’s sequencing method with pyrosequencing showed 

slightly higher sensitivity in the Sanger sequencing, albeit without statistical sig-

nificance. 

 

The results of the work presented here confirm the great significance of tumour 

budding and the surrounding tissue reaction of the tumour for assessing tumour 

aggressiveness. The changes are easy to diagnose using routine HE sections. 

These morphological changes probably reflect the crucial transition from a local-

ised tumour with aggressive growth to a tumour with lymph node and remote 

metastasis. The interaction between fibrocytes/fibroblasts and autochthonous or 

immigrated macrophages may play a more significant role in the body’s own de-

fence against tumours than previously thought. 
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12 Anhang zur Übersicht des Patientenkollektives 

Fall m/w Alter Lage UICC Grading ICD KRAS  BRAF  
1 m 61 C. ascendens I 2 8480 0 + 
2 m 72 Rektosigmoid I 3 8480 0 0 
3 m 73 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
4 w 72 Coecum IIA 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
5 m 70 C. ascendens IIA 3 8140 0 0 
6 m 68 Sigma IIA 2 8140 0 0 
7 w 63 Rektosigmoid I 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
8 m 83 C. descendens I 3 8140 c.38G>A (G13D) 0 
9 w 81 C. transversum IIIB 2 8140 0 0 

10 m 85 Coecum IVA 2 8140 0 0 
11 m 71 C. ascendens IIIB 2 8140 0 0 
12 m 72 C. ascendens I 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
13 m 75 Coecum IVA 3 8140 c.34G>T (G12C) 0 
14 m 75 Rektum  II 2 8140 c.35G>A (G12D) + 
15 w 40 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
16 m 73 C. descendens IIIB 2 8140 0 0 
17 m 69 C. ascendens IIIA 3 8140 c.34G>C (G12R) 0 
18 w 69 Rektum IIIC 3 8480 0 0 
19 w 57 Rektum IVA 3 8140 c.35G>A (G12D) 0 
20 m 69 Sigma IVA 2 8140 0 0 
21 m 66 Coecum IIIB 3 8480 0 + 
22 w 63 Rektum IVA 2 8140 0 0 
23 w 40 Sigma IIIC 2 8140 0 0 
24 m 57 Coecum IIIC 2 8140 0 0 
25 w 24 C. transversum IIIC 3 8480 0 0 
26 m 66 Rektosigmoid IVB 2 8140 0 0 
27 m 68 Rektosigmoid IVB 2 8140 0 n.d. 
28 m 57 Rektum IVA 2 8140 0 0 
29 m 68 Coecum IVB 2 8140  c.35G>A (G12D) 0 
30 m 66 Rektum IVA 2 8140 0 0 
31 w 71 Sigma IIIB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
32 m 68 Rektum IIIB 2 8140 c.38G>T  0 
33 m 67 Sigma IVB 3 8140 0 0 
34 w 57 Sigma IIA 2 8140 0 0 
35 m 54 C. descendens IIIB 2 8140 c.34G>T (G12C) + 
36 m 62 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
37 w 67 Coecum IIIB 2 8140 0 + 
38 w 82 C. ascendens I 2 8140 0 0 
39 m 57 Rektum IVB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
40 m 57 Sigma IVB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
41 m 65 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
42 w 68 Coecum IIIB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
43 w 68 C. ascendens IIIB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
44 w 79 Coecum I 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
45 w 79 Coecum IIA 3 8140 0 + 
46 m 60 Sigma IIA 1 8140 0 0 
47 w 82 C. ascendens I 3 8140 c.35G>C (G12A) 0 
48 w 61 C. descendens IVA 2 8140 0 0 
49 m 70 Sigma IIA 2 8140 c.34G>T (G12C) 0 
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50 m 65 Rektum IVB 3 8140 c.34G>T (G12C) 0 
51 w 70 C. ascendens I 2 8140 0 0 
52 w 54 C. transversum IIIC 3 8140 0 0 
53 m 56 Rektum I 2 8140 0 0 
54 m 60 Rektum IVB 3 8140 0 0 
55 m 61 Rektum IIA 2 8140 0 0 
56 m 86 C. ascendens IIA 3 8140 0 0 
57 m 67 Sigma IVA 2 8140 0 0 
58 m 71 Rektosigmoid IIA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
59 m 71 Rektosigmoid IIB 2 8140 c.35G>C (G12A) 0 
60 w 59 Rektum IIIB 3 8140 c.35G>T (G12V 0 
61 m 62 Rektum IVA 2 8140 0 0 
62 m 41 Rektosigmoid IIIB 2 8140 0 0 
63 m 64 Sigma IVA 2 8140 0 0 
64 w 85 Coecum IIIC 2 8140 c.35G>T (G12V 0 
65 w 74 Rektum IIB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
66 m 59 Rektum IVB 2 8140 0 0 
67 m 59 Rektum I 2 8480 0 0 
68 m 80 C. transversum IIIB 2 8140 0 0 
69 m 79 Sigma I 2 8140 0 0 
70 w 63 Rektum Iva 2 8140 0 0 
71 m 70 Coecum IIIA 3 8140 0 + 
72 m 77 C. ascendens IIA 2 8140 0 0 
73 m 72 Rektum IVB 3 8140 c.35G>A (G12D) 0 
74 w 69 Coecum I 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
75 w 74 Sigma IIC 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
76 m 47 C. ascendens IIA 4 8140 0 0 
77 m 68 Coecum IIIC 3 8140 0 0 
78 m 39 C. ascendens IIB 3 8480 c.38G>A (G13D) 0 
79 m 49 Rektum IVA 2 8140 0 0 
80 m 59 Rektosigmoid IIIC 3 8140 0 0 
81 m 79 Sigma IIIC 2 8140 0 0 
82 w 76 Sigma IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
83 m 74 Rektum IVA 3 8140 0 0 
84 m 33 Sigma IVA 1 8140 0 n.d. 
85 w 77 C. transversum IIIB 2 8140 0 + 
86 w 49 Sigma IIA 2 8140 0 0 
87 w 66 Rektum IVA 2 8140 0 0 
88 m 39 Coecum IVB 3 8480 c.35G>A (G12D) 0 
89 m 75 C. transversum IVB 2 8140 0 0 
90 m 68 Rektum I 2 8140 0 0 
91 w 76 C. descendens IIA 2 8140 0 0 
92 m 46 C. descendens IVA 2 8140 0 0 
93 m 73 C. transversum IIIC 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
94 w 73 Coecum IVB 3 8140 0 0 
95 w 88 Coecum IIIB 2 8480 0 0 
96 w 59 Sigma IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
97 w 75 Rektum IIIC 2 8140 0 0 
98 m 45 Rektum IVA 3 8140 0 0 
99 m 65 Rektum IVA 3 8140 c.35G>T (G12V) 0 

100 m 74 Coecum IIIC 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
101 m 75 Rektum IIIC 3 8140 0 0 
102 w 73 C. ascendens IIIC 3 8140 0 + 
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103 m 59 C. descendens IIIB 2 8140 c.35G>T (G12V 0 
104 m 63 Rektosigmoid IVA 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
105 m 61 Sigma IVB 2 8140 0 n.d. 
106 w 39 C. transversum IVA 2 8140 0 0 
107 w 39 C. ascendens IVA 2 8140 0 0 
108 m 65 Sigma IVA 3 8140 0 0 
109 w 87 C. ascendens IIIB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
110 w 63 Coecum IVB 2 8140 c.34G>T (G12C) 0 
111 m 71 Rektum IIA 2 8140 c.35G>C (G12A) 0 
112 w 67 Rektum IVA 2 8140 0 0 
113 w 61 Rektum IIIA 3 8140 0 0 
114 w 67 Coecum IVA 2 8140 c.38G>A (G13D) 0 
115 w 79 Rektum IVA 4 8140 0 + 
116 m 65 Rektosigmoid IIIB 3 8140 c.35G>A (G12D) 0 
117 m 78 Sigma IIIB 2 8140 c.35G>A (G12D) + 
118 m 62 Sigma IVB 2 8140 c.34G>T (G12C) + 
119 w 58 Coecum IVA 3 8140 0 0 
120 m 62 C. descendens IIA 2 8140 c.35G>T (G12V 0 
121 m 70 Sigma IVA 2 8140 0 0 
122 w 65 Coecum IIC 3 8140 0 + 
123 m 81 Coecum IVA 3 8140 c.35G>A (G12D) 0 
124 w 55 Rektum IIB 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
125 m 76 C. descendens IIIA 3 8140 0 0 
126 m 75 C. ascendens IVA 3 8480 0 + 
127 m 75 C. ascendens IVA 2 8140 0 + 
128 w 66 Rektum IIIB 2 8140 c.35G>C (G12A) 0 
129 w 69 Sigma IIIB 2 8140 0 0 
130 m 55 Rektum IVB 2 8140 0 0 
131 w 64 Sigma IIA 2 8140 0 0 
132 w 66 C. descendens IVA 3 8140 c.35G>A (G12D) 0 
133 w 58 C. ascendens IIIB 2 8140 C.35G>T (G12V) 0 
134 m 61 Sigma IVA 3 8140 0 + 
135 w 66 Rektum IVA 2 8140 0 0 
136 w 67 C. ascendens IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
137 m 70 Coecum IVA 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
138 m 75 Sigma IIIA 2 8140 0 0 
139 m 61 Coecum IIIC 3 8140 c.38G>T 0 
140 m 68 Rektum IVA 2 8140 0 0 
141 m 80 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
142 m 85 Rektosigmoid IIIB 2 8140 c.38G>A (G13D) + 
143 m 56 Rektum IIIB 2 8140 c.34G>A (G12S) 0 
144 w 71 Coecum IVA 3 8140 0 0 
145 w 55 Sigma IVA 2 8140 0 0 
146 m 77 C. descendens IIIB 2 8140 0 0 
147 w 63 Rektosigmoid IIA 2 8140 0 0 
148 m 53 C. descendens IVA 2 8140 0 0 
149 w 53 Coecum IIC 2 8140 c.35G>T (G12V) + 
150 w 67 Coecum IVB 3 8041 c.35G>T (G12V) 0 
151 m 55 Coecum IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
152 m 70 Sigma IIIC 2 8140 0 0 
153 w 69 Sigma IIA 2 8140 0 0 
154 m 48 C. ascendens IIIB 2 8140 c.34G>T (G12C) 0 
155 w 59 Coecum IIIC 3 8140 0 + 
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156 m 57 Rektum IVA 2 8140 c.34G>A (G12S) 0 
157 m 69 Rektum IIA 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
158 w 70 Coecum IIIC 3 8140 0 + 
159 m 70 C. ascendens IIA 2 8140 0 0 
160 w 71 Rektum IIB 2 8140 0 0 
161 w 57 C. descendens IIIB 3 8140 0 + 
162 w 81 Coecum IIA 2 8140 c.34G>T (G12C) 0 
163 m 84 Rektum IIIB 2 8140 0 0 
164 m 71 Sigma IIA 2 8140 0 0 
165 w 76 Sigma IVA 2 8140 0 0 
166 m 45 Sigma IIIC 3 8140 0 0 
167 m 58 Sigma IIB 2 8140 c.34G>A (G12S) 0 
168 w 78 C. transversum IIIB 2 8480 c.35G>T (G12V) 0 
169 m 70 Coecum IIIC 3 8140 c.35G>T (G12V) 0 
170 w 72 Coecum I 3 8140 0 0 
171 m 70 Sigma IVA 2 8140 0 0 
172 m 68 C. descendens IIA 3 8140 0 0 
173 m 70 Coecum IIIB 2 8480 0 0 
174 w 50 Sigma IIC 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
175 m 71 Sigma IVA 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
176 w 73 Coecum IVA 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
177 m 58 Sigma IVB 2 8140 c.35G>A (G12D) 0 
178 w 84 Rektosigmoid IIA 2 8140 0 0 
179 m 74 Rektosigmoid I 2 8140 0 0 
180 w 66 Rektum IIA 2 8140 0 n.d. 
182 w 53 Sigma IVA 2 8140 c.35G>C (G12A) 0 
183 w 50 Coecum IIA 2 8140 0 0 
184 m 61 C. transversum IIA 3 8480 0 0 
185 w 64 C. transversum IIIC 3 8140 0 n.d. 
186 w 76 C. ascendens IIIC 3 8480 0 0 
187 m 80 Coecum IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) n.d. 
188 m 83 Coecum I 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
189 w 77 Rektum IIA 2 8140 0 0 
190 w 72 Sigma IIIB 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
191 m 60 Coecum IVA 2 8480 0 0 
192 m 74 Rektum IIA 2 8140 n.d. 0 
193 m 63 Rektum I 2 8140 0 0 
194 w 52 Rektosigmoid IVA 2 8140 c.35G>T (G12V) 0 
195 w 72 Coecum IVA 2 8140 0 0 
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